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RESUMO



A leptospirose € uma zoonose bacteriana que acomete uma ampla diversidade
de mamiferos. Apesar do numero cada vez maior de estudos em populagdes felinas
e do crescente reconhecimento da importancia dos gatos na epidemiologia da
leptospirose, pouco se sabe sobre a forma aguda da doenga nessa espécie, que &
considerada rara. Nesse contexto, a caréncia de informagdes sobre o quadro clinico
tipicamente apresentado por gatos pode mascarar o reconhecimento da doenca e,
consequentemente, dificultar estimativas de incidéncia da doenga nessa espécie.
Deste modo, considerando os fatos citados acima, este estudo teve como obijetivo
identificar gatos com leptospirose aguda atendidos no HOVET UNISA-Sao Paulo,
Brasil, por meio da realizacdo de testes moleculares (PCR), sorologicos (MAT) e
microbiolégicos (cultura) em amostras de sangue, soro e urina de gatos. A partir da
identificacdo de casos positivos, foi realizada analise descritiva das alteragdes clinico-
laboratoriais dos animais. Assim sendo, amostras de sangue foram coletadas entre
abril de 2023 a novembro de 2024, de 76 gatos com quadros de azotemia (ureia e
creatinina acima de 60mg/dL e 1,6g/dL, respectivamente) e/ou ictericia e/ou febre, na
tentativa de estabelecer o diagndstico definitivo de leptospirose. Gatos que
apresentaram azotemia decorrente de quadro obstrutivo foram excluidos do estudo.
As amostras foram destinadas a amplificacdo do gene 16S por meio da PCR.
Amostras positivas foram submetidas a ensaio quantitativo em tempo real do gene
lipl32 para confirmagéo dos resultados. Dos animais incluidos no estudo, foi possivel
amplificar DNA de leptospiras de 3,9 % (3/76), dos quais somente dois (Animal 1 e
Animal 2) apresentaram amplificacdo de material genético no ensaio de gPCR. O
Animal 1 tinha como queixa principal tosse e apetite seletivo. Apds realizagdo de
exame fisico e exames de imagem, foi constatado quadro de broncopneumonia. Ja o
Animal 2 apresentava como queixa principal quadro de disuria, polaquiuria e émese.
Na ultrassonografia apresentou espessamento de paredes de duodeno, jejuno e ileo,
podendo estar associado a processo inflamatério com diferencial para infiltrado
neoplasico. Os rins apresentavam perda moderada da definicdo corticomedular,
cortical espessa e com ecogenicidade elevada em ambos os rins. Apesar de ambos
os animais apresentarem discreta azotemia, nenhum deles manifestou febre ou

ictericia, e nos



dois casos, o quadro de leptospirose aguda nao foi considerado como suspeita inicial.
Os resultados demonstraram que a leptospirose aguda em gatos pode nao causar
sintomatologia tipicamente associada a infeccdo aguda como ocorre em outras
espécies, notavelmente o cdo. A falta de reconhecimento da doenga em gatos pode
levar a falsa percepgao de que a leptospirose felina tem ocorréncia esporadica ou de

menor importancia na clinica médica.

Palavras-chave: Azotemia; Febre; Felinos; Leptospira spp.; Leptospiras.



ABSTRACT

Leptospirosis is a bacterial zoonosis that affects a wide range of mammals.
Despite the increasing number of studies in feline populations and the growing
recognition of the importance of cats in the epidemiology of leptospirosis, little is known
about the acute form of disease in this species, which is considered rare. In the
meantime, the lack of information on the clinical presentation typically presented by
cats can mask the recognition of the disease and, consequently, make it difficult to
estimate the incidence of the disease in this species. Thus, considering the facts
mentioned above, this study aimed to identify cats with acute leptospirosis treated at
HOVET UNISA-Sao Paulo, Brazil, by performing molecular (PCR), serological (MAT)
and microbiological (culture) tests on blood, serum and urine samples from cats. Based
on the identification of positive cases, a descriptive analysis of the clinical and
laboratory alterations of the animals was performed. Therefore, blood samples were
collected between April 2023 and November 2024 from 76 cats with azotemia (urea
and creatinine above 60 mg/dL and 1.6 g/dL, respectively) and/or jaundice and/or
fever, in an attempt to establish a definitive diagnosis of leptospirosis. Cats that
presented azotemia due to obstructive conditions were excluded from the study. The
samples were intended for amplification of the 16S gene by PCR. Positive samples
were subjected to a real-time quantitative assay of the lipl32 gene to confirm the
results. Of the animals included in the study, it was possible to amplify leptospiral DNA
from 3.9% (3/76), of which only two (Animal 1 and Animal 2) showed amplification of
genetic material in the gPCR assay. Animal 1 had coughing and selective appetite as
its main complaint. After physical examination and imaging tests, bronchopneumonia
was diagnosed. Animal 2 presented dysuria, pollakiuria and emesis as its main
complaints. Ultrasonography showed thickening of the duodenal, jejunal and ileal
walls, which may be associated with an inflammatory process with differential
diagnosis of neoplastic infiltrate. The kidneys showed moderate loss of
corticomedullary definition, thick cortical bone and high echogenicity in both kidneys.
Although both animals presented mild azotemia, neither of them showed fever or
jaundice, and in both cases, acute leptospirosis was not considered an initial suspicion.

The results demonstrated that acute leptospirosis in cats may not



cause symptoms typically associated with acute infection as occurs in other species,
notably dogs. Failure to recognize the disease in cats may lead to the false perception
that feline leptospirosis occurs sporadically or is of minor importance in clinical
medicine.

Keywords: Azotemia; Fever; Felines; Leptospira spp.; Leptospires.
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1. INTRODUGAO

A leptospirose € uma zoonose bacteriana negligenciada que acomete uma
ampla diversidade de mamiferos, incluindo humanos, podendo causar doenga com
manifestagdes clinicas agudas e fatais (SCHULLER et al., 2015). Estima-se que
anualmente ocorram mais de um milhdo de casos de leptospirose humana em escala
global, levando a quase 60.000 mortes por ano (COSTA et al., 2015). No Brasil,
somente entre 2010 e 2020, foram confirmados 39.707 casos da enfermidade
(DATASUS, 2022), embora estime-se que a taxa de subnotificacdo seja elevada,
fazendo com que a incidéncia real da doencga seja muito superior a apontada pelos
registros oficiais.

Dentro do género Leptospira ja foram descritos mais de 300 sorovares, que sao
agrupados entre si em sorogrupos antigenicamente relacionados (CERQUEIRA &
PICARDEAU, 2009; GREENE et al., 2015). Alguns sorovares tendem a ter um
hospedeiro de manutencao especifico, que frequentemente corresponde a uma
espécie de mamifero que alberga a bactéria nos rins de forma assintomatica, com
subsequente eliminagdao do patdégeno na urina por longos periodos (ARBER, 1977;
BHARTI et al., 2003; LEHMANN et al., 2014). E, portanto, uma doenga cuja
transmissdao € mediada por diversas espécies animais, que quando infectadas
promovem intensa contaminagdo ambiental, fazendo com que a transmissao do
patdgeno seja comum em locais com altos indices pluviométricos e estruturas
precarias de saneamento basico (LEVETT, 2001).

Embora os roedores sejam considerados a principal fonte de infeccéo para
humanos (HAAKE & LEVETT, 2015a; NAING et al., 2019), diversas espécies de
mamiferos podem atuar como hospedeiros reservatérios, incluindo animais
domésticos como os caes, bovinos, ovinos, caprinos e equinos (GUERNIER et al.,
2016). Em animais, a transmissao direta decorre do contato com urina contaminada,
mediada frequentemente pelo predatismo de animais infectados e pelo contato com
material biolégico contaminado (SYKES et al., 2010). A transmissao indireta, que é
mais comum, ocorre quando individuos susceptiveis se infectam por leptospiras
patogénicas mantidas no ambiente (SYKES et al., 2010).

Apoés penetrar no organismo animal pela via cutanea e atingir a circulagao
sanguinea, as leptospiras se multiplicam rapidamente na corrente sanguinea do

hospedeiro acometido, atingindo tecidos e 6rgaos como rins, figado, baco, sistema
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nervoso central, olhos e trato genital (ADLER & DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010;
HAAKE & LEVETT, 2015b). Na maior parte dos casos a infecgdo € debelada pelo
sistema imune do hospedeiro, embora seja comum mesmo nesses casos a
colonizacao renal e estabelecimento do estado portador.

Em alguns casos, no entanto, os animais ndo conseguem debelar a infecgao
durante a fase de leptospiremia e podem apresentar uma ampla gama de sintomas,
que levam frequentemente a morte por complica¢des sistémicas (HAAKE & LEVETT,
2015b). Ou seja, além da forma assintomatica, o patégeno pode promover também
quadro agudo com manifestagao clinica da infecgao, principalmente em hospedeiros
acidentais, que nao estao adaptados a manter o sorovar infectante em seus tecidos
renais. Em caes, por exemplo, os sinais clinicos mais comuns sao decorrentes dos
quadros de insuficiéncia renal e hepatica, podendo ocorrer também quadros de uveite,
hemorragia pulmonar, febre, abortamento, anorexia, mialgia, choque hipovolémico,
edema periférico, vomitos, diarreia, sangramento e dor abdominal ou lombar
(SCHULLER et al., 2015). As alteragdes laboratoriais mais comumente encontradas
nos casos de leptospirose aguda, na maioria das espécies, sdo: leucocitose com
desvio a esquerda, trombocitopenia, altos niveis de ureia sanguinea e creatinina sérica
(VAN DE MAELE et al., 2008), elevacao da atividade de enzimas hepaticas, altos
niveis séricos de bilirrubina total, hipoalbuminemia, isostenuria, hematuria e glicosuria
(SYKES et al., 2010).

Gatos, assim como outros animais domésticos e silvestres, sao susceptiveis a
infecgado por leptospiras (AZOCAR-AEDO & MONTI, 2015; RICARDO et al., 2023), e
devido a sua proximidade e intima relacdo com os seres humanos, podem levar a
contaminagao do ambiente familiar e consequente transmissao zoondtica. Mediante
ao amplo espectro e inespecificidade de sinais clinicos e achados laboratoriais
sugestivos de infeccdo aguda, o diagndstico definitivo se baseia nos resultados de
testes confirmatérios especificos para a identificagao direta ou indireta do patégeno
(CERQUEIRA & PICARDEAU, 2009; REAGAN & SYKES, 2019; SYKES et al.,
2022a), como a microscopia de campo escuro, a reagado em cadeia da polimerase
(PCR), o cultivo bacteriano e a titulagdo de anticorpos séricos.

O teste de soroaglutinagdo microscépica (MAT), que avalia a presenga de
anticorpos anti-leptospiras no soro sanguineo, tem sido amplamente empregado para
o sorodiagnostico da infecgdo aguda em humanos e animais (PINTO et al., 2017). No
entanto, a impossibilidade de identificar definitivamente o sorovar
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infectante e diferenciar titulos vacinais de titulos de exposigao tém restringido seu uso
no diagnostico da infecgdo (CHIRATHAWORN et al., 2014). Ademais, a avaliagdo de
uma unica amostra pode falhar na detec¢ao de anticorpos durante a fase inicial da
doencga, sendo frequentemente necessaria a titulagdo de amostras obtidas durante a
fase convalescente para revelar a soroconversao, o que muitas vezes nao é possivel
devido a alta taxa de letalidade da doenca.

A técnica de PCR tem sido utilizada com sucesso para confirmar a infec¢cao por
leptospiras nos estagios iniciais da doenga em cées e outras espécies (FINK et al.,
2015; HARKIN et al., 2003; MIOTTO et al., 2018a; MIOTTO et al., 2018b). A
PCR, apesar de ser a técnica recomendada para identificar a infecgdo ainda na fase
de leptospiremia, ndo apresenta resultados satisfatorios na fase convalescente da
doenca, haja vista, a auséncia de leptospiras na corrente sanguinea do hospedeiro
nesta fase (MIOTTO, et al., 2018a), apresentando também limitagées quando utilizada
como Uunica estratégia diagnéstica. Como o momento exato da infeccdo na
apresentacao clinica é tipicamente desconhecido, e como todos os testes de
identificacdo direta e indireta apresentam limitacbes quanto a sensibilidade e
especificidade diagndstica, a depender da fase da infecgao, o uso de multiplos testes
simultaneos associado ao diagndstico clinico/laboratorial pode aumentar
significativamente as chances do diagnostico definitivo da doenca e de sucesso
terapéutico (FRAUNE et al., 2013).

Mesmo diante do beneficio da associacdo de diferentes técnicas, somente o
isolamento de leptospiras e a subsequente caracterizagdo dos isolados € capaz de
identificar o sorogrupo ou sorovar da estirpe infectante (SCHULLER et al., 2015).
Infelizmente, o isolamento de leptospiras é desafiador devido ao dificil crescimento do
patdgeno e a frequente contaminagao dos meios de cultura (SCHULLER et al., 2015).
Ademais, o isolamento de leptospiras em caes com leptospirose aguda tambéem é
restrito pela instituicdo precoce da terapia antimicrobiana, que geralmente é
implementada logo apds a suspeita clinica da doenga (FRAUNE et al., 2013).

Em gatos a infeccéo por leptospiras patogénicas tem sido reportada de forma
crescente na literatura cientifica (AZOCAR-AEDO etal. 2014; RICARDO et al., 2023).
Diversos estudos tém demonstrado evidéncias sorologicas de exposi¢gao de gatos a
leptospiras, com soroprevaléncia média de 11,7%, (RICARDO et al., 2023) variando
de 4,8% a 48% (ALASHRAF et al., 2019; MYLONAKIS et al., 2005; PAIM et al., 2024;
SPRIBLER et al., 2019; WEIS & HARTMANN, 2017;). De maneira similar,
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a eliminagao urinaria assintomatica tem sido reportada em diversas localidades
(RICARDO et al., 2023), e a leptospiruria tem sido identificada em cerca de 13% dos
felinos ao redor do mundo (RICARDO et al., 2023), variando de 0,8% na Tailandia
(SPRIBLER et al., 2019), 1,7% na Espanha (MURILLO et al., 2020), 2,7% no Brasil
(PAIM et al., 2024), 3,3% no Canada e Alemanha (RODRIGUEZ et al., 2014b; WEIS
etal., 2017), 4,9% na Malasia (ALASHRAF et al., 2020), até 67,8% em Taiwan (CHAN
etal., 2014).

A analise molecular de fragmentos de DNA eliminados na urina de gatos tém
demonstrado que essa espécie é capaz de albergar as espécies L. interrogans e L.
borgpetersenii (DORSCH et al., 2020; MURILLO et al., 2020). A identificagdo dessas
especies, entretanto, ndo permite afirmar quais sorovares persistem nos tubulos
renais de felinos, uma vez que a analise molecular de DNA, é incapaz de predizer o
sorovar infectante.

Apesar do numero cada vez maior de estudos em populagdes felinas e do
crescente reconhecimento da importancia dos gatos na epidemiologia da leptospirose,
pouco se sabe sobre a forma aguda da doenga nessa espécie, que é considerada rara

por diversos autores (HARTMANN et al., 2013; Murillo et al., 2020.). At¢é o momento

poucos relatos foram publicados na literatura internacional (BEAUDU-LANGE, 2014),
dificultando a identificacdo de quais alteragdes podem de fato apontar para a suspeita
da infecgdo aguda. A caréncia de informagbes sobre o quadro clinico tipicamente
apresentado por gatos pode, dessa forma, mascarar o reconhecimento da doenga e,
consequentemente, dificultar as estimativas de incidéncia da infeccédo aguda nessa
espécie, podendo levar a falsa percepg¢ao de que a leptospirose felina tem ocorréncia
esporadica e de menor importancia para a clinica médica.

Dessa forma, é fundamental que estudos se dediquem a identificar animais em
fase aguda e leptospirémica da infecgao, adotando para tal critérios de inclusao:
(1) Quando a titulagdo MAT = 800 para uma unica amostra de soro foi registrada; (2)
a soroconversao de titulos de 4 vezes encontrados entre amostras de soro pareadas
por MAT foi registrada; e (3) a detecgao direta de Leptospira spp. (detecgdo molecular,
isolamento) de amostras de sangue ou quaisquer tecidos diferentes do rim foi descrita.
Além da contribuigdo do ponto de vista diagnéstico e epidemiolégico, a identificagdo

de gatos com infeccdo aguda pode auxiliar na
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determinacao de quais caracteristicas fisioldgicas, em escala molecular, podem estar
associadas a suposta resisténcia de felinos ao patégeno, abrindo novas e inovadoras
possibilidades terapéuticas e profilaticas aplicadas as demais espécies suscetiveis a
infecgao, incluindo seres humanos.

Até o momento, poucos estudos se dedicaram a identificagdo da infecgao
aguda em populagbes de gatos. Rodrigues et al. investigaram a infec¢cdo por
leptospiras em gatos com doencga renal, no entanto a deteccao direta do patégeno foi
realizada pela PCR somente nas amostras de urina, o que n&o revela
necessariamente infecgao aguda nos animais avaliados (RODRIGUEZ et al., 2014a).
Ja Shopshire et al. avaliaram a presencga de anticorpos em gatos azotémicos, no
entanto ndo conduziu a identificagdo direta do patégeno nos animais avaliados. Em
ambos os estudos, nota-se, somente animais azotémicos foram selecionados para
investigacao da infeccao de leptospiras (SHOPSHIRE et al., 2016). O uso exclusivo
desse critério de inclusdo pode ser inapropriado, pois parte da premissa que gatos
infectados apresentam necessariamente essa alteragao.

Entretanto, em estudo recente, Kalasi et al., pesquisaram DNA leptospirico em
amostras de soro sanguineo bem como também em urina de gatos comunitarios,
encontrando positividade de 4,4% e 2,7%, respectivamente, contribuindo de forma
importante com a hipétese de que os felinos domésticos possuem um papel relevante
na disseminagao de leptospiras patogénicas (KALASI et al., 2024).

O presente estudo visou identificar gatos com leptospirose aguda atendidos no
servigo de atendimento de pequenos animais do Hospital Veterinario da Universidade
Santo Amaro (HOVET UNISA), utilizando para tal o diagnéstico clinico/laboratorial da
doenca e a realizagdo de testes moleculares (PCR), sorolégicos (MAT) e
microbioldgicos (cultura) em pacientes que apresentaram quadros de azotemia e/ou
ictericia e/ou febre. Pretendeu também, a partir da identificacdo de casos, produzir
analise descritiva das alteragdes clinico-laboratoriais identificadas nesses animais,
lancando luz sobre uma possivel definicdo do quadro clinico decorrente da infecgao

aguda em felinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar a infecgdo aguda por Leptospiras patogénicas em gatos com quadros de

azotemia e/ou ictericia e/ou febre atendidos no HOVET UNISA.

2.2 Objetivos especificos

' Detectar anticorpos contra Leptospira spp. utilizando a técnica de
soroaglutinagcao microscopica em soro sanguineo de felinos domésticos;

0 Identificar o provavel sorogrupo infectante pelas titulagbes obtidas na MAT,;

' Realizar o diagnostico molecular, através da Reagéo da Polimerase em Cadeia
(PCR), de amostras de sangue total;

0 Proceder a tentativa de isolamento e subsequente caracterizagcdo das
leptospiras obtidas a partir de amostras de urina de pacientes positivos a MAT e PCR,
acompanhados prospectivamente;

' Elaborar analise descritiva dos achados clinico-laboratoriais de animais com

infeccao aguda.
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3. MATERIAL E METODO

A realizac&o do presente estudo contou com autorizagdo da Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA-UNISA) emitida em parecer sob numero 23.1/2023.

3.1 Desenho experimental e critérios de inclusao

Amostras de sangue total, soro e, quando possivel, urina foram coletadas de
gatos com quadros de azotemia e/ou ictericia e/ou febre atendidos no HOVET UNISA,
no periodo de abril de 2023 a novembro de 2024. Por se tratar de um estudo
observacional, tendo em vista somente andlise descritiva dos dados, ndo foi
necessario calculo amostral.

Foram considerados azotémicos gatos que apresentaram niveis elevados de
ureia e creatinina sérica de origem desconhecida (acima de 60mg/dL e 1,6g/dL,
respectivamente) associados ou ndo a manifestagées clinicas sugestivas de
leptospirose (disturbios hemorragicos, febre, vOmitos, ictericia, prostragao,
hiporexia/anorexia). Foram incluidos no estudo também felinos que apresentaram
ictericia e/ou quadro de febre de origem desconhecida, com ou sem azotemia. Gatos
que apresentaram azotemia decorrente de quadro obstrutivo foram excluidos do

estudo.

3.2 Coleta e acondicionamento de amostras

Amostras de sangue total foram coletadas e destinadas a detec¢gdo molecular
de leptospiras por meio da PCR convencional. Amostras de soro foram destinadas a
investigacado de anticorpos anti-leptospiras por meio da técnica de MAT. As amostras
que apresentaram amplificacdo e formagdo de banda em gel de agarose foram
submetidas a realizagdo de PCR quantitativa (QPCR), especifica contra leptospiras
patogénicas, para confirmagao dos resultados.

Os tutores dos animais com infeccdo confirmada foram contatados para
proceder reavaliagdo clinica dos animais e coleta de urina e sangue para confirmagao
da persisténcia da infeccdo. As amostras de urina e sangue obtidas nas reavaliagdes
foram destinadas a PCR e isolamento do patdégeno, e o soro sanguineo a
identificacdo de anticorpos anti-leptospiras. Em caso de confirmacdo da
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persisténcia da infecgéo, os tutores foram instruidos a buscar orientagéo profissional
para adocao de medidas terapéuticas cabiveis.

A inclus&o do paciente no estudo foi realizada somente mediante a autorizagao
do proprietario, por meio da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.

As amostras de urina foram coletadas por micgao espontanea, cateterismo
uretral ou cistocentese, e quando destinadas ao cultivo e isolamento (reavaliagdes),
foram coletadas apenas por cistocentese. As coletas de sangue foram feitas por
pungdo venosa da veia jugular ou cefalica. Parte da amostra de sangue total foi
armazenada em tubo com EDTA e destinadas a identificacdo de material genético de
leptospiras patogénicas e cultura bacteriana. Separadas, acondicionadas, em duas
porcdes: uma com EDTA e outra sem.

As amostras foram separadas e acondicionadas previamente pela equipe do
laboratério de patologia clinica do HOVET-UNISA, sendo posteriormente retiradas
para triagem através de consulta do prontuario eletrénico dos animais e realizagao do
processo de extracdo de DNA e posterior amplificagao por PCR convencional.

Amostras de urina e sangue obtidas nas reavaliagbes foram destinadas ao
isolamento das leptospiras e foram semeadas em meio Ellinghausen-
MacCullough-Johnson-Harris (EMJH) imediatamente apds a coleta. As amostras de
urina destinadas a reacao de qPCR foram acrescidas de EDTA com concentracao
final de 10nM e incubadas por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas a
10.000xg por 25 minutos a 25°C para sedimentacao, sendo ressuspendidas em 3mL
de PBS estéril apds descarte do sobrenadante (MIOTTO et al., 2018a).

3.3 Critérios diagnésticos

Foi considerada infecgao aguda qualquer animal que apresentou: (1) resultados
positivos a PCR convencional e posterior amplificagéo por gPCR; (2) titulagdo na MAT
de 800 ou mais para qualquer sorovar (amostra unica); ou (3) quando foi observado
na MAT aumento de 2 diluicbes para qualquer sorovar, ou qualquer sorovar que teve
aumento de titulos de 0 para 100 ou mais (amostras pareadas).



19

Para a identificacdo do provavel sorogrupo infectante, foram adotados os
seguintes critérios: (a) nos pacientes com apenas uma amostra, foi considerado o
sorogrupo com maior titulagao obtida; e (b) nos pacientes com amostras pareadas, foi
considerado o sorogrupo com maior titulagdo na segunda avaliagao soroldgica (e néo
o sorogrupo em que foi detectada soroconversdo entre a primeira e segunda
avaliagcao) (MIOTTO et al., 2017; MIOTTO et al., 2018a).

3.4 Teste de soroaglutinagao microscoépica (MAT)

A MAT foi realizada utilizando um painel de 24 sorovares representando 20
sorogrupos, como descrito anteriormente (MIOTTO et al., 2018a). Os titulos de corte
foram determinados usando diluicbes até que o ultimo pogo mostrasse 50% de
aglutinacao. O ponto de corte para uma reagcao MAT positiva foi definido como titulo
maior ou igual a 100) (Terrestrial Animal Health Code 31st edition, 2023; World
Organization for Animal Health, 2023;).

3.5 Extracao de DNA E Reagao da polimerase em cadeia (PCR)

As amostras de urina foram centrifugadas (10.000xg, 25°C, 25min), e os pellets
foram ressuspensos em 3 ml de solugéo salina tamponada com fosfato estéril (PBS,
pH 7,2) antes do armazenamento a 4°C. O DNA foi extraido dentro de 48h apos a
coleta da amostra usando o Mini Kit de DNA genémico (Invitrogen™, Toronto, CA) de
acordo com as instrugdes do fabricante.

Apods extracdo de DNA, foi realizada amplificagao parcial do gene 16S rRNA,
que tem como alvo fragmento de 331 pb (PCR convencional) para triagem.
Posteriormente, a deteccdo de leptospiras patogénicas foi realizada usando um
ensaio quantitativo em tempo real que amplifica fragmento de 120bp do gene lip/32.
Os primers (forward: 50-TCGCTGAAATRGGWGTTCGT-30; reverse:
50-TAAAGCCAGGACAAGCGCC-30), sonda
(FAM-50-AAAGCCAGGACAAGCGCCG-30-MGB) e condigdes de ciclagem utilizadas
foram previamente validados para detectar leptospiras patogénicas a partir de
amostras de urina canina (MIOTTO et al., 2017). Cada reagao teve um volume final

de 25uL, com 600uM de cada primer, 250nM da sonda, 1x TagMan Master Mix
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Universal Il (Thermo Fisher Scientific Inc., Carlsbad, CA, EUA), agua livre de DNase
e 5uL do DNA extraido.

Para quantificacdo absoluta, amplifica¢gdes de diluicbes seriadas de DNA
genbmico extraidas de L. interrogans sorovar Canicola, estirpe Hond Utrecht IV foram
realizadas (curva-padrao) junto ao teste de qPCR das amostras clinicas. As
leptospiras utilizadas para confecgdo da curva-padrao foram quantificadas usando
uma camara de contagem Petroff-Hausser, e o DNA extraido foi quantificado em
duplicata usando o Fluorébmetro Qubit 2 (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Carlsbad, CA, EUA) para determinar o numero de equivalentes genémicos (GE). Para
preparar as curvas-padrao, o DNA extraido foi padronizado em uma concentragao
inicial de 1x108 GE / reagao, seguido de diluicbes em série de 10 vezes até que 1x10"
GE / reacao ser alcancado. Todas as diluigdes da curva padrao foram testadas em

triplicata, incluindo também um unico controle negativo.

3.6 Cultura de leptospiras

Para o isolamento de leptospiras, 500uL de urina total foram semeados
diretamente nos meios de cultura EMJH, e 500uL foram diluidos em solugéo salina
estéril nas concentragdes 1:10 e 1:100 e posteriormente semeadas em meio de cultura
EMJH utilizando 500uL. Os tubos foram incubados a 28°C e observados
semanalmente por cerca de seis semanas para verificacdo de anel de crescimento
superficial (zona de Dinger) de leptospiras no meio. A confirmagcdo da presencga de
leptospiras foi realizada pela visualizagao de espiroquetas em uma gota da amostra

em microscopio de campo escuro com aumento de 200 vezes.

3.7 Analises estatisticas

Neste trabalho foi realizado uso de estatistica descritiva por meio de medidas
de tendéncia central (média e mediana) e de distribuigdo de frequéncias (frequéncias

absolutas e relativas) com variaveis quantitativas.
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4. RESULTADO

A partir dos critérios de elegibilidade estabelecidos no estudo, foram incluidos
76 (100%) animais.

Dentre os 76, 40 (52,6%), possuiam como hipotese diagndstica (HD) doenga

renal cronica (grau I, Il ou Illl), ), 11 (14,5%) animais com HD de alteracdes
gatrointestinais (gastrite, colangiohepatite, doencga inflamatoria intestinal, fecaloma ou
prolapso de reto), 10 (13,1%) animais com HD de neoplasias (linfoma, linfoma
alimentar, leucemia, outras neoplasias), 9 (11,8%) animais com HD de doenca do trato
urinario inferior dos felinos (DTUIF) ou litiase (nefrolitiase, ureterolitiase ou urolitiase),
4 (5,3%) com HD de doenca renal aguda ou glomerulonefrite, 3 (3,9%) animais com
dermatopatias, 3 (3,9%) animais com doencas infecciosas (FIV, FelV),
3 (3,9%) animais com alteragdes respiratdrias (broncopneumonia ou complexo
respiratério felino), 2 (2,6%) animais com HD de hemoparasitose, 2 (2,6%) animais
com HD de intoxicagéo, 2 (2,6%) animais com HD de doencga do disco intervertebral
(DDIV), 2 (2,6%) animais com HD de alteragbes hormonais (Diabetes Mellitus ou
hiperadrenocorticismo) e 1 (1,3%) animal com Complexo Gengivite Estomatite Felina
(CGEF) (tabela 1).

Tabela 1. Hipoteses diagndsticas dos animais incluidos no estudo.
HIPOTESES DIAGNOSTICA CASOS

Numero Porcentagem

Doenca renal crénica (grau I, Il e IlI) 40 52,6%
Alteragbes gastrointestinais 11 14,5%
Neoplasias 10 13,1%
Doenca do trato urinario inferior dos felinos 9 11,8%
Doenca renal aguda ou glomerulonefrite 4 5,3%
Dermatopatias 3 3,9%
Doencas infecciosas 3 3,9%
Alteracoes respiratérias 3 3,9%
Hemoparasitose 2 2,6%
Intoxicagao 2 2,6%
Doenca do disco intervertebral 2 2,6%



22

Alteragcbes hormonais 2 2,6%

Complexo gengivite estomatite felina 1 1,3%

Dos 76 (100%) animais incluidos no estudo, 72 (94,7%) apresentaram
azotemia, 2 (2,6%) animais apresentaram azotemia e ictericia, 1 (1,3%) animal

apresentou somente ictericia e 1 (1,3%) animal apresentou somente febre (grafico 1).

Grafico 1. Critérios de elegibilidade de animais incluidos no estudo.

Somenie azotemia
- 04 7%
I Azotemia e ietericia 2.6%
W Somenie ictericia 1,3%
M Somente febre 1.3%

ol 1 1
Numero de casos

Do total de animais incluidos, de acordo com os critérios de elegibilidade, foi
possivel obter amostras de sangue e soro sanguineo de todos eles, que foram
destinadas a deteccao de leptospiras por PCR convencional e realizacdo da MAT.

Nenhum dos animais apresentou anticorpos anti-leptospira na técnica de MAT.
Ja com relagédo a detecgao molecular, foi obtida amplificagdo de fragmento do gene

16S em amostras de trés dos 76 animais avaliados (3,9%).

Figura 1. Gel de agarose demonstrando amplificagdo de DNA leptospirico em

amostras de sangue dos animais 1 e 3.
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Figura 2. Gel de agarose demonstrando amplificagdo de DNA leptospirico em

amostra de sangue do animal 2.
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Fonte: do autor

Dos trés animais positivos a PCR, dois deles (Animal 1 e Animal 2)
apresentaram amplificacdo de material genético no ensaio de qPCR para o gene

lipl32, confirmando a infecgdo aguda e a patogenicidade das leptospiras infectantes.

Figura 3. Curva de amplificagdo da gPCR do Animal 1.
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Figura 4. Curva de amplificagdo da qPCR do Animal 2.
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O animal 2 foi reavaliado 20 dias apés a detecgao de leptospiras no sangue,
para tentativa de isolamento em amostra de urina e avaliagado de soroconversao pela
técnica de MAT. Nao houve amplificacdo de DNA leptospirico em amostras de sangue
e urina, nem a possibilidade de obtencao de isolamento em amostra de urina deste
animal, impedindo o reconhecimento de qual sorogrupo a leptospira infectante
pertencia. A avaliagdo de soro sanguineo pela MAT revelou que n&o houve

soroconversao de anticorpos anti-leptospira para o animal em questao.

4.1 Alteragodes clinico-laboratoriais dos animais com infec¢ao confirmada

411 Caso 1

Na data de 07 de margo de 2024 foi atendido, no Hospital Veterinario UNISA
(HOVET UNISA), um felino macho, pelo curto, sem raga definida (SRD), com
aproximadamente 4 anos de idade e peso corporal ndo especificado, histérico de
fugas esporadicas e a presenga de cinco contactantes felinos, tendo o ultimo sido
adotado ha um més. Deu entrada no servigo, proveniente de sua residéncia e
acompanhado por tutor responsavel, com quem reside, que observou a presenca de
episodios de tosse e sialorreia, com inicio ha quatro dias e apds 24 horas de eventual
fuga do animal de seu domicilio, com permanéncia de, aproximadamente, 2 horas
distante do lar. Referiu ainda que, a administragao de vacinas (multipla e antirrabica),
vermifugo e ectoparasiticida encontravam-se desatualizados. Conforme relatado, o
animal apresentava apetite seletivo (aceitando apenas alimento uUmido), sem

alteracbes como émese, cianose, dispneia, espirros, afirmava ainda
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normodipsia e urina dentro dos padrdes de normalidade (cor, odor, quantidade e
frequéncia).

Ao exame clinico, animal apresentava-se alerta, responsivo ao ambiente, sem
evidéncias de lesbes em pele, apresentava escore de condigdo corporal 5/9,
linfonodos nao-reativos, mucosas normocoradas, leve abdominalgia a palpacgao,
hidratado, sem evidéncias de alteragdes em ausculta cardiopulmonar, com frequéncia
cardiaca de 160 batimentos por minuto, frequéncia respiratoria de 42 movimentos por
minuto, tempo de preenchimento capilar de 2 segundos e temperatura retal de 39,7°C.

Foi realizado colheita de sangue para realizagdo de hemograma, mensuragao
de bioquimica hepatica e bioquimica renal (quadro 1). Foi nessa amostra de sangue
que foi possivel, a posteriori, € na ocasido da analise da realizacdo dos testes
previstos no presente estudo, identificar o DNA de leptospiras e realizagdao da MAT,

nao apresentando soroconversao de anticorpos-antileptospiras.

Quadro 1. Resultados de exames laboratoriais dos Casos 1.

EXAMES RESULTADO RESULTADO
ERITROGRAMA
Eritrocitos 7.35milhdes/mm? -
Hematdcrito 36% -
LEUCOGRAMA
Leucocitose Nao -
Leucopenia Nao -
Leucdcitos 6.70mil/mm3 -
Desvio a direita Nao -
Desvio a esquerda Nao -
Segmentados 4824.00uL 72%
Bastonetes Ol 0%
Monocitose Nao -
Mondcitos 67.00uL 1%
Linfopenia Nao -
Linfocitos 1974.00uL 22%
DISTURBIO HEMORRAGICO
Plaquetas | 237.000mil/mm3* | -
FUNCAO HEPATICA
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Alanina amino

transferase (ALT) 42.20UIL )
Glutamil gama

transferase (GGT) 1.33UIL )
Albumina 2.90mg/dL -
Proteinas totais 7.87g/dL -

FUNCAO RENAL
Azotemia Sim -
Ureia 59.00mg/dL -
Creatinina 1.86mg/dL -
EXAME COMPLEMENTAR

SNAP Fiv/Felv | N3o reagente | -

*Valores de referéncia: Eritrocitos (5 a 10milhdées/mm?); Hematdcrito (24 a 45%); Leucécitos (5,5 a
19,5mil/mm?3); Segmentados (1925 a 14625uL/35 a 75%); Bastonetes (0 a 300 pL/ 0 a 3%); Mondcitos
(55 a 780uL/1 a 4 %); Linfocitos (1500 a 7000uL/ 20 a 55%); Plaquetas (300 a 800mil/mm?3); Alanino
amino transferase (ALT) (6,0 a 83,0UI/L); Glutamil gama transferase (GGT) (1,3 a 5,1Ul/L); Albumina
(2.1 a 3.9mg/dL); Proteinas totais (5,4 a 7,8g/dL); Ureia (42.8 a 64.2mg/dL); Creatinina (0,8 a 1,6
mg/dL); Snap Fiv/Felv (N&o reagente).

**Presenca de agregado plaquetario.

Foi realizado ainda, radiografia de térax, que evidenciou campos pulmonares
com opacificacdo difusa de padrdao bronquico, podendo esta alteracdo estar
relacionada com broncopatia.

Diante do achado, o animal recebeu como tratamento nosocomial dipirona
sddica 25mg/kg por via subcutédnea e dexametasona 0,2 mg/kg por via subcutaneo,
com posterior liberagcdo para a residéncia, mediante orientacdo de tratamento
domiciliar com prescricao de predinisolona 10 gotas, 1 vez ao dia, por 5 dias, inalagao
S.F0,9%!/ por 7 dias e dipirona sodica 5 gotas por 3 dias.

Apds notar o ndo agendamento ou comparecimento para retorno em consulta,
foram realizadas inumeras tentativas de contato com o responsavel, foi somente apés
90 dias da primeira consulta que logramos éxito em conversar com o Tutor que referiu
melhora do quadro clinico apresentado inicialmente, associando tais manifestagbes a

possivel intoxicagao por domissanitario.
4.1.2 Caso 2
Com primeira consulta em 10 de junho de 2024, foi realizado atendimento a

felino macho, SRD, com aproximadamente 13 anos de idade e peso corporal de 6 kg.

Conforme relato do tutor responsavel, o animal apresentava disuria, polaquiuria e
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émese apos alimentagao, com inicio ha quatro dias, relatou ainda que o quadro de
alterac&o urinaria ja havia ocorrido anteriormente (historico de cristaluria). Referiu
ainda que, a administracdo de vacinas (multipla e antirrabica), vermifugo e
ectoparasiticida encontravam-se desatualizados.

Ao exame clinico, animal apresentava-se alerta, responsivo a manipulagao e
ao meio ambiente, sem evidéncias de lesdes na pele e com bom estado geral. A
palpacdo observou-se vesicula urinaria com baixa replec¢ao, discreta abdominalgia e
sensibilidade em segmento de coluna toracolombar, ausculta cardiaca apresentava
bulhas normofonéticas sem sopro, e em ausculta pulmonar, campos pulmonares
limpos, frequéncia cardiaca de 216 batimentos por minuto, frequéncia respiratéria com
padrao eupneico, glicemia capilar de 121 mg/dl e tempo de preenchimento capilar de
2 segundos.

Foi realizado colheita de sangue para realizagdao de hemograma, bioquimica

hepatica e bioquimica renal (quadro 2).

Quadro 2. Resultados de exames laboratoriais dos Casos 2.

VALORES DE
EXAMES RESULTADO REFERENCIA
ERITROGRAMA
Eritrécitos 8.72milh6es/mm?3 -
Hematocrito 47% -
LEUCOGRAMA
Leucocitose Nao -
Leucopenia N&o -
Leucdcitos 7.40mil/mm?3 -
Desvio a direita N&o -
Desvio a esquerda Nao -
Segmentados 5402.00uL 73%
Bastonetes Op 0%
Monocitose Nao -
Mondcitos 296.00uL 4%
Linfopenia Sim -
Linfocitos 888.00uL 12%
DISTURBIO HEMORRAGICO
Plaquetas | 457.000mil/mm? | -
FUNGAO HEPATICA
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Alanina amino

transferase (ALT) 47.90UIL )
Glutamil gama

transferase (GGT) 1.52UIL )
Albumina 2.62mg/dL -
Proteinas totais 7.20g/dL -

FUNCAO RENAL
Azotemia Sim -
Ureia 53.50mg/dL -
Creatinina 1.80mg/dL -
EXAME COMPLEMENTAR

SNAP Fiv/Felv | - | -

*Valores de referéncia: Eritrocitos (5 a 10milhdées/mm?); Hematdcrito (24 a 45%); Leucécitos (5,5 a
19,5mil/mm?3); Segmentados (1925 a 14625uL/35 a 75%); Bastonetes (0 a 300 pL/ 0 a 3%); Mondcitos
(55 a 780uL/1 a 4 %); Linfocitos (1500 a 7000uL/ 20 a 55%); Plaquetas (300 a 800mil/mm?3); Alanino
amino transferase (ALT) (6,0 a 83,0UI/L); Glutamil gama transferase (GGT) (1,3 a 5,1Ul/L); Albumina
(2.1 a 3.9mg/dL); Proteinas totais (5,4 a 7,8g/dL); Ureia (42.8 a 64.2mg/dL); Creatinina (0,8 a 1,6
mg/dL); Snap Fiv/Felv (N&o reagente).

Em exame ultrassonografico de abdome e pelve evidenciou-se espessamento
de paredes de duodeno, jejuno e ileo, podendo estar associado a processo
inflamatoério com diferencial para infiltrado neoplasico, rins com perda moderada da
definigdo corticomedular, cortical espessa e com ecogenicidade elevada em ambos
0s rins.

Diante do achado, foi pescrito, como tratamento domiciliar, dipirona sodica 6
gotas, 1 vez ao dia, por 5 dias, Cerénia 24 mg, meio comprimido uma vez ao dia, por
4 dias e predinisolona 5 mg, 1 comprimido uma vez ao dia, por 7 dias, sendo o tutor
orientado a respeito de manejo alimentar adequado (ragdes de excelente qualidade e
também dietas umidas, com o objetivo de diminuir a formacgao de calculos urinarios e
aumentar a oferta de liquidos afim de evitar quadros de obstrugéo uretral, manejo de
estresse (sedentarismo, passeios de carro ou ambientes barulhentos, mudancgas no
ambiente do animal, estimulo a brincadeiras com brinquedos dos quais o animal
demonstre interesse) e estimulo a perda de peso.

Na data de 24 de junho de 2024, em atendimento para retorno pré agendado,
animal apresentava-se alerta e em bom estado geral e, conforme relato do tutor, com
melhora do quadro de estranguria.

Em 13 de setembro de 2024, em novo atendimento, tutor referiu que o animal

apresenta quadro emético progressivo apés a alimentagdo ha aproximadamente 7
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dias, presenca de secregcdo nasal de aspecto hialino, secre¢ao ocular, periuria e
disquezia. Relatou ainda que o animal possuia contato com outros felinos errantes.

Ao exame clinico, animal apresentava escore de condi¢do corporal 8/9,
mucosas normocoradas, hidratado (5%), linfonodos nao reativos, frequéncia cardiaca
de 200 batimentos por minuto, frequéncia respiratéria de 30 movimentos por minuto,
glicemia capilar de 86 mg/dl, tempo de preenchimento capilar de 2 segundos e
temperatura retal de 38.1°C.

Foi realizado nova colheita de sangue para realizacdo de hemograma,
bioquimica hepatica e bioquimica renal (quadro 3). Foi nessa amostra de sangue que
foi possivel, a posteriori € na ocasido da analise da realizacédo dos testes previstos no
presente estudo, identificar o DNA de leptospiras. No entanto, diante da realizacdo da

MAT n&o houve soroconversao de anticorpos-antileptospiras.

Quadro 3. Resultados de exames laboratoriais dos Casos 2.

VALORES DE
EXAMES RESULTADO REFERENCIA
ERITROGRAMA
Eritrécitos 8.32milhdes/mm?3 -
Hematdcrito 44% -
LEUCOGRAMA
Leucocitose N&o -
Leucopenia Nao -
Leucdcitos 11.00mil/mm3 -
Desvio a direita Nao -
Desvio a esquerda N&o -
Segmentados 7810.00uL 71%
Bastonetes Op 0%
Monocitose Nao -
Mondcitos 220.00uL 2%
Linfopenia Sim -
Linfocitos 770.00uL 7%
DISTURBIO HEMORRAGICO
Plaquetas | 414.000mil/mm? | -
FUNGAO HEPATICA

Alanina amino

transferase (ALT) 44.50UIL )
Glutamil gama

transferase (GGT) 3.92UIlL i




30

Albumina 2.46mg/dL -
Proteinas totais 7.00g/dL -
FUNCAO RENAL
Azotemia Sim -
Ureia 58.30mg/dL -
Creatinina 1.55mg/dL -
EXAME COMPLEMENTAR
SNAP Fiv/Felv | N3o reagente | -

*Valores de referéncia: Eritrécitos (5 a 10milhées/mm?); Hematdcrito (24 a 45%); Leucdcitos (5,5 a
19,5mil/mm?); Segmentados (1925 a 14625uL/35 a 75%); Bastonetes (0 a 300 pL/ 0 a 3%); Mondcitos
(55 a 780puL/1 a 4 %); Linfocitos (1500 a 7000uL/ 20 a 55%); Plaquetas (300 a 800mil/mm?); Alanino
amino transferase (ALT) (6,0 a 83,0UI/L); Glutamil gama transferase (GGT) (1,3 a 5,1Ul/L); Albumina
(2.1 a 3.9mg/dL); Proteinas totais (5,4 a 7,8g/dL); Ureia (42.8 a 64.2mg/dL); Creatinina (0,8 a 1,6
mg/dL); Snap Fiv/Felv (N&o reagente).

Como tratamento nosocomial, foram administrados cerénia 0,1 mg/kg, dipirona
25 mg/kg e dexametasona 0,15 mg/kg, todos por via subcuténea, ja para tratamento
domiciliar foram prescritos Gaviz V 1 mg/kg, duas vezes ao dia, por 5 dias, Cerénia 1
mg/kg uma vez ao dia, por 4 dias e ondansetrona 1mg/kg ao dia, por 4 dias.

Em 03 de outubro de 2024, ultimo registro em prontuario, responsavel referiu
que o animal apresentava melhora do quadro durante administracdo do corticoide
(predinisolona), porém, com a descontinuidade da medicagédo observava recidiva do
quadro de disuria, estranguria, tenesmo vesical e periuria, alegou nao ter presenciado
novos episodios de émese.

Em exame clinico, animal apresentava bom estado geral, normorexia e
normoquezia.

Em conversa com o tutor responsavel, explicado sobre o teor do presente
estudo, solicitando-se autorizacdo para coleta de urina por cistocentese
(aproveitando-se a oportunidade de retorno para realizagdo de ultrassonografia
abdominal) e coleta de amostras de sangue em tubo com EDTA e em tubo com
conservante para aquisicao de soro.

Foi realizado, no entanto, novos testes de gPCR de sangue e urina, MAT do
soro sanguineo e cultivo de leptospiras em urina. Nao houve amplificagdo de DNA
leptospirico nas amostras de sangue e urina, soroconversao de anticorpos-

antileptospiras ou isolamento de leptospiras.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo identificou felinos domésticos sintomaticos com presenca de
DNA de leptospiras em amostras de sangue, sugerindo uma provavel infecgao
leptospirica aguda nos casos avaliados, cujas manifestacbes clinicas foram
inespecificas para um quadro agudo de leptospirose. No entanto, houve amplificagao
de DNA de leptospiras no ensaio de PCR convencional, posteriormente sendo
confirmado por gPCR em amostras de sangue dos dois animais.

Na literatura cientifica, sdo escassos os relatos de leptospirose aguda na
espécie felina, e alguns destes trabalhos apontam que os animais apresentaram
manifestacdes clinicas distintas as apresentadas por outras espécies, ocorrendo
geralmente de forma leve ou inaparente (LANG & LANG, 2014; MURILLO et al., 2020).
Este fato dificulta o diagnostico de leptospirose aguda em gatos que chegam ao
atendimento na clinica veterinaria. Ademais, rotineiramente a doenca nao é
considerada como suspeita inicial ou mesmo incluida como parte de um diagnostico
diferencial no atendimento, aumentando deste modo, os riscos aos envolvidos no
contato direto e indireto com o animal (TAM et al.; 2024).

Outra caracteristica importante, que também contribui para a dificuldade
diagnodstica da leptospirose nas diferentes espécies, € o seu padrao bifasico (fase de
leptospiremia ou septicémica, fase imune e leptospiruria). Classicamente, a fase
leptospirémica da doenga, ocorre na primeira semana. Em seguida, devido a resposta
do sistema imunoldgico do hospedeiro e a producao de anticorpos, inicia-se a fase
imune, que ocorre, geralmente, da segunda a quarta semana do inicio da doenga,
sendo marcada pela diminuigdo do numero de bactérias na circulagdo sanguinea e
pelo aumento gradual da titulagdo de anticorpos, com possivel evolugdo para a
colonizac&o dos tubulos renais por leptospiras e posterior disseminagao para o meio
ambiente de forma intermitente por meio da urina ( MURILLO et al., 2020; PHILLIP et
al., 2020).

Apesar de bem estabelecida as fases da doenga, o0 momento exato em que
ocorreu a exposigao ao patdgeno em geral é desconhecido, ademais, variagées no
tempo das fases de leptospiremia, fase imune e leptospiruria também podem ocorrer
aumentando os desafios para o correto diagnéstico (PHILLIP et al., 2020; THIELEN
et al., 2024).
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Em recente revisdo sistematica com metanalise realizada por Miotto et al.,
(2024), de 798 amostras de sangue de gatos analisadas, pelo menos 9,5%
apresentaram positividade na PCR para leptospiras. Além disso, na avaliagao de urina
ou rim, utilizando-se o ensaio de PCR, encontrou-se uma positividade de 6,2% para
leptospiras em um total de 2251 animais, demonstrando que a espécie além de
suscetivel ao patégeno, oferece potencial risco zoondético, por atuar como portadora
da doenga, albergando leptospiras por longos periodos nos tubulos renais, podendo
dissemina-las ao meio ambiente (ALASHRAF et al., 2020).

Conforme apontado por Chan et al. (2014), gatos com baixa titulagdo ou mesmo
titulagcao indetectavel de anticorpos anti-leptospira foram capazes de eliminar DNA
leptospiral na urina. Posteriormente, Alashraf et al. (2020), demonstraram que trés a
cada quatro gatos que apresentaram cultura de rim e urina positiva para Leptospiras
patogénicas, nao desenvolveram soroconversao de anticorpos anti-leptospiras.
Ainda, conforme encontrado por Tam et al. (2024), em estudo realizado em Hong
Kong, com gatos comunitarios e domiciliados, demonstraram que alguns animais
apresentavam lepitospiruria e titulagdo de anticorpos anti-leptospira negativa.

Ainda, como destacado por Miotto et al. (2024), pelo menos 9 gatos
assintomaticos apresentaram cultura de urina positiva para leptospiras patogénicas.
Os resultados positivos obtidos através da qPCR de sangue, no presente estudo,
demonstram que a crescente suspeita e preocupagdo a respeito do papel
desempenhado pela espécie felina na epidemiologia da leptospirose deve ser
considerada.

Embora seja necessaria uma abordagem cautelosa diante dos resultados
encontrados nos experimentos de qPCR envolvendo os dois animais, ndo se pode
ignorar os mesmos, haja vista, o DNA de leptospiras patogénicas encontrados no
sangue, oferecendo riscos diretos e indiretos a todos os envolvidos na manipulagao e
assisténcia prestadada aos animais, podendo inclusive gerar contaminagdes
ambientais importantes, ampliando a disseminagao de leptospiras e gerando
repercussdes negativas (DORSCH et al., 2020).

Nos dois casos relatados, os animais apresentaram somente azotemia discreta.
Febre, ictericia ou alteragbes no hemograma e em enzimas hepaticas estavam
ausentes. O Animal do caso 1, apresentava tosse e sialorreia como manifestacao

clinica, e também alteragdo em exame de radiografia de torax,
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sugestivo de quadro brénquico. Ja no caso 2, o Animal apresentava disuria,
polaquiuria, émese e alteragdes em exame ultrassonografico de abdome sugestivas
de nefropatia e doenga inflamatdria intestinal/neoplasia. Em ambos os casos, os
animais possuiam historico de fugas e contato com outros contactantes errantes.
Embora esse historico isolado ndo possa ser apontado como fator decisivo nos
resultados obtidos nos ensaios moleculares aplicados no presente estudo, deve ser
levado em consideracédo e melhor explorado, pois, conforme apontado por Ricardo et
al. (2023) e Tam et al. (2024) felinos que possuem acesso a rua tem cerca de trés
vezes mais predisposicao a infectar-se com leptospiras quando comparados com
animais domiciliados.

Nao foi possivel detectar anticorpos anti-leptospira em nenhum dos dois
animais positivos a gPCR, nem mesmo em amosta coletada do animal que foi
reavaliado 20 dias apos a detecgcao do patdégeno no sangue. Trabalhos recentes
investigaram a capacidade de imunoevasdao desempenhada por leptospiras
patogénicas. Em contribuicdo, Navas-Yust et al. (2023), Bonhomme e Werts (2022) e
Fraga, Isaac e Barbosa (2016) detectaram a utilizagédo, pela bactéria, de diversos
mecanismos que variaram desde reguladores enddgenos do sistema complemento do
hospedeiro, até mesmo a capacidade de escapar de receptores de reconhecimento
de lipopolissacarideos (LPS). Tais mecanismos podem implicar na especificidade de
resposta imune do hospedeiro, contribuindo inclusive para coevolucdo entre
hospedeiro e patdgeno, podendo desse modo comprometer uma resposta imune mais
robusta, justificando uma possivel falta de soroconversdao em algumas situagées.

De acordo com Putz e Nally (2020), um mesmo sorovar pode suscitar diferentes
respostas a depender do hospedeiro infectado, gerando desta maneira quadros e
respostas que variam desde manifestagdes leves ou inaparentes, até quadros mais
graves. Ademais, os autores defendem que o quadro de infecgdo aguda ou cronica
por leptospirose, depende da agilidade e austeridade em que o sistema imunoldgico
do hospedeiro possui em conter as leptospiras invasoras.

Outra hipétese, destacada por alguns trabalhos, parte da teoria de que os gatos
apresentam uma resposta imune rapida, com baixos titulos de anticorpos e posterior
decaimento acelerado, dificultando desta maneira, a possibilidade de deteccdo de
titulos de anticorpos anti-leptospiras (ANDYTAS et al., 2024; SPRIBRLER
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et al., 2019), tal fenbmeno também foi observado em humanos conforme relatado por
Thielen et al. (2024).

Entretanto, faz-se necessario mais estudos experimentais no que diz respeito
a investigagdes relacionadas a resposta imune dos gatos diante de uma possivel
exposicao a leptospiras patogénicas, de modo a aumentar a robustez de tais teorias.
Ademais, o teste de soroaglutinagdo microscépica para gatos é realizado, geralmente,
com diferentes valores de corte, como 1:20 (DONATO et al., 2022), 1:50 (BOURASSI
et al., 2021), 1:100 (ALASHRAF et al., 2020; RODRIGUEZ et al., 2014;
TAM et al.,, 2024) e 1:400 (PHILLIP et al., 2020), distanciando deste modo, a
possibilidade de estudos comparativos e de padronizagao do método para a espécie
em questdo (DONATO et al., 2022; WEIS te al., 2016).

O resultado negativo na gPCR de sangue para a segunda amostra do animal
2, provavelmente indica que o animal ja ndo estava na fase de leptospiremia. A
auséncia de colbnias no cultivo de urina pode ser atribuida a falta de leptospiras na
amostra, conforme a auséncia de amplificacdo de DNA leptospirico no teste de gPCR.

O presente estudo apresentou alguns fatores limitantes, dentre os quais

podemos citar a quantidade reduzida de amostras de soro obtidas para avaliagéo
sorologica dos animais que apresentaram resultados negativos para a gqPCR. Sendo
este evento justificado por questdes técnicas como a aquisigéo de volume insuficiente
de soro para analise. Outra dificuldade encontrada que contribuiu de certa forma como
fator limitante € o ndo retorno dos tutores com seus animais para reavaliagao,
dificultando o acompanhamento do caso em questdo. E o ultimo apontamento é a
impossibilidade que encontramos em realizar a qPCR para todas as 76 (100%)
amostras de sangue. Deste modo, € de suma importédncia a continuidade da
pesquisa e a expansdo dos critérios de inclusdo além dos pré-definidos
(azotemia, febre e ictericia), pois de fato a detecgéo de leptospirose aguda na espécie
felina é um desafio, e no contexto de Uma S6 Saude, é essencial buscar a
compreensao do real papel desempenhado pelos gatos na epidemiologia da
leptospirose, pois como demonstrado por diferentes trabalhos, a espécie é capaz de
eliminar bactérias viaveis no meio ambiente, podendo gerar contaminagdes

ambientais, com repercussdes na saude humana e animal.
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo permitem inferir que, embora o papel dos
gatos na epidemiologia da leptospirose ainda seja incerto, gatos podem ser infectados
de forma aguda por leptospiras sem que apresentem padrbées sintomatoldgicos
evidentes. A deteccdo de DNA de leptospiras patogénicas no sangue de gatos
desperta preocupacdo, mesmo que nao tenha sido possivel estabelecer uma
correlagdo entre manifestagdes clinico-laboratoriais e leptospirose aguda com base
nas amostras analisadas.

Ainda que os resultados demandem cautela, os riscos diretos e indiretos para todos
os envolvidos na manipulagdo dos animais ndo podem ser negligenciados. Assim,
torna-se evidente a necessidade de desenvolver mais estudos que adotem
metodologias semelhantes para explorar as caracteristicas clinico-laboratoriais da
leptospirose em gatos. Esse avango permitira que a doenga seja considerada um
diagnostico diferencial em quadros clinicos apresentados por gatos na pratica
veterinaria, lancando luz sobre a real ocorréncia da infeccdo e o impacto dessa

enfermidade na saude e bem estar de felinos domésticos.
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