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Leptospirose canina: estudo retrospetivo sobre a relacdo entre as alteracdes

hematoldgicas, achados ecograficos e desfecho clinico

Resumo

O estudo retrospetivo desenvolvido teve como objetivo caraterizar uma amostra de
canideos infetados com Leptospira spp., comparando os resultados obtidos com os descritos
pela bibliografia disponivel e, ainda, verificar se existem associacdes entre as alteracdes he-
matoldgicas, os achados ecogréficos e o desfecho clinico dos casos.

A amostra do presente estudo é constituida por 17 cées diagnosticados com leptospi-
rose no Hospital Veterinario do Atlantico durante um periodo de quatro anos.

As alteracdes analiticas mais frequentemente observadas na amostra incluem as con-
centracdes elevadas de ureia (n=17), creatinina (n=17), FAS (n=14) e ALT (n=9), bem como
a presenca de leucocitose (n=11), neutrofilia (n=10) e trombocitopenia (n=10).

Todos os animais apresentaram alteracdes ao exame ecogréafico, sendo as mais fre-
gquentes 0 aumento da ecogenecidade do cortex renal (n=10), renomegalia (n=8) e hepato-
megalia (n=8).

Durante a hospitalizacdo quase metade dos animais desenvolveram um quadro de
infecd@o respiratéria (n=8), verificando-se que a principal causa de morte dos animais deste
estudo foi o desenvolvimento de hemorragia pulmonar (n=5).

E possivel concluir que os resultados obtidos neste estudo apresentam uma elevada
concordancia com os resultados descritos por outros autores, porém nao se verificou a exis-
téncia de correlacdes entre as alteracdes analiticas, achados ecograficos e o desfecho clinico

dos casos.

Palavras-chave: Leptospirose, ecografia, zoonose, cdo, doenga infeciosa
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Canine Leptospirosis: a retrospective study on the relation between haemato-

logical alterations, ultrasonography findings and clinical outcome

Abstract

The aim of this study is to characterize, retrospectively, the data of dogs diagnosed
with Leptospira spp. and compare the results with the current literature. Furthermore, to com-
pare the haematological alterations, ultrasonography findings and clinical outcomes of the dif-
ferent cases.

The sample group consisted of 17 dogs diagnosed with leptospirosis at the Hospital
Veterinario do Atlantico in the last four years.

High concentrations of urea (n=17), creatinine (n=17), ALP (n=14) and ALT (n=9) were
the most common laboratorial findings in the sample group, as well as leucocytosis (n=11),
neutrophilia (n=10) and thrombocytopenia (n=10).

Ultrasonography abnormalities were found in all the dogs, namely an increase in the
echogenicity of the renal cortex (n=10), renomegaly (n=8) and hepatomegaly (n=8).

During hospitalization, nearly half of the sample group developed respiratory symp-
toms/infection (n=8), which lead to the main cause of death, pulmonary haemorrhage (n=5).

In conclusion, the results from this study are in concordance with results obtained from
previous studies. On the other hand, no correlation was found between the haematological

alterations, ultrasonography findings and clinical outcomes of the cases.

Keywords: Leptospirosis, ultrasound, zoonosis, dog, infectious disease
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ALT - Alanina aminotransferase

AST - Aspartato aminotransferase

CID - Coagulacéo intravascular disseminada

CI - &0 cloro

cTnl - Troponina cardiaca |

ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay (ensaio de imunoabsor¢éo enzimatica)
FAS — Fosfatase alcalina

IgG - Imunoglobulina G

IgM - Imunoglobulina M

IRIS - International Renal Interest Society

K* - 180 potéassio

LPS — Lipopolissacarideo

MAT - Microscopic agglutination test (Teste de aglutinagdo microscépica)
MHC - Major histocompatibility complex (Complexo maior de histocompatibilidade)
Na* - &0 sédio

OMPs — Outer membrane proteins (Proteinas da membrana externa)
PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)
TAC - Tomografia axial computorizada

UPC - Urine protein:creatinine ratio (Racio proteina:creatitina urinario)

WSAVA - World Small Animal Veterinary Association
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Parte | - Relatério das atividades desenvolvidas no estagio curricular

1. Estégio curricular no Hospital Veterinario do Atlantico

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria (MIMV) foi reali-
zado no Hospital Veterinario do Atlantico (HVA) em Mafra, sob a orientacdo do Dr. Ricardo
Medeiros, durante um periodo de 6 meses, compreendido entre outubro de 2018 e margo de
20109.

A equipa do HVA é constituida por Auxiliares, Enfermeiros e Médicos Veterinarios com
diferentes areas de interesse no dominio dos animais de companhia (cdo e gato).

O hospital dispde de servigos de consultas de medicina preventiva, medicina interna,
medicina reprodutiva, cardiologia, oncologia, dermatologia, odontologia, oftalmologia e orto-
pedia. O HVA dispbe ainda de um servico de internamento, bem como uma unidade de isola-
mento destinada ao internamento de animais com doencas infecto-contagiosas. O HVA apre-
senta um bloco operatério devidamente equipado para a realizacdo de cirurgias de tecidos
moles e cirurgia ortopédica. Em termos de meios de diagndstico, o HVA dispde de servigos
de radiografia, ecografia, eletrocardiografia e endoscopia, apresentando ainda um servigo de
andlises laboratoriais. Além disto, o HVA apresenta servigos de urgéncias 24 horas e deslo-
cacgOes ao domicilio.

O estagio curricular obedeceu a uma rotacdo semanal pelo servigo de consultas, de
internamento, de cirurgia, de exames complementares de diagnéstico e analises laboratoriais
e ainda a realizacao de turnos noturnos.

No servigco de consultas, as funcbes desempenhadas consistiam, numa primeira fase,
em assistir a consultas das diversas areas de atuag¢éo do HVA, discutindo com o Médico Ve-
terinario os achados clinicos obtidos e a abordagem de cada caso. Numa segunda fase, os
estagiarios eram responsaveis pela realizacdo da anamnese e realizacdo de exame fisico,
partilhando os dados obtidos com o Médico Veterinario previamente a entrada do mesmo em
consulta de forma a discutir eventuais diagndsticos diferenciais e planear uma estratégia de
abordagem ao paciente.

No servico de internamento os estagiarios desempenham diversas fungdes como a
alimentacdo dos animais e limpeza das suas boxes; passeio dos cées; monitorizacdo dos
animais internados através da realizacdo de exames fisicos; preparacéo e administracao de
medicacao; realizagdo de tratamentos como limpeza de feridas, lavagens vesicais, drena-
gens, colocagdo de cateteres, algaliagdo de gatos, entre outros. Os estagiarios eram ainda
incluidos na passagem de casos entre turnos, participando na discusséo clinica dos casos
internados e respetivos planos de diagndéstico e terapéutica instituida. O acompanhamento do

Médico Veterinario responsavel pelo internamento na realizagédo de altas médicas e, ainda, a



realizacao das mesmas de forma autbnoma para posterior discussdo com o Médico Veterina-
rio foram outras das funcdes desempenhadas no servico de internamento.

A rotacao pelo servico de cirurgia previa a assisténcia e realizacdo de consultas pré-
cirdrgicas, a preparacao dos animais para cirurgia (colocacéo de cateter venoso, tricotomia e
preparacdo do campo cirargico), administracdo da medicacao pré-anestésica, monitorizacao
pés-cirdrgica dos animais e realizacdo das altas de forma acompanhada ou autébnoma. No
bloco operatério algumas das tarefas consistiam na assepsia do campo cirargico, inducao
anestésica e entubacgéo endotraqueal dos animais. Os papéis assumidos pelos estagiarios no
servico de cirurgia incluiram o papel de anestesista, monitorizando a anestesia; o papel de
ajudante de cirurgido em diversas intervengdes como esterilizacdo de caes e gatos de ambos
0S Sexos, resolucdo de tor¢do gastrica, esplenectomias, enterotomias e enterectomias, cisto-
tomias, exérese de neoformacgdes cutaneas, exérese de tumores abdominais, mastectomia,
destartarizacao e extracdo dentéaria e diversas cirurgias ortopédicas; e ainda o papel de cirur-
gido principal em ovariohisterectomias de cadela e gata, bem como castragéo de céo e gato.
Além disto, tendo em conta a complexidade de alguns procedimentos cirdrgicos, o papel do
estagiario passava pela observagéo da cirurgia sem intervengédo, nomeadamente nos proce-
dimentos de resolucéo de ducto arterioso persistente e lobectomia pulmonar.

A passagem pelo servico de exames complementares de diagnostico e analises labo-
ratoriais tinha como objetivo auxiliar na realizagdo dos diferentes exames e a discussao dos
resultados obtidos. Em radiologia, as competéncias adquiridas passaram pelo posiciona-
mento do paciente, escolha das constantes radiogréaficas e das projecdes e, por ultimo, a in-
terpretacdo das imagens obtidas. O estagiario auxiliava na contencdo dos animais durante a
realizacdo dos exames ecograficos, observando a sua realizagéo e discutindo os achados do
mesmo. Ainda neste servico, o estagiario teve a oportunidade de praticar a técnica ecografica.
A observacado de exames de endoscopia foi também uma das tarefas realizadas pelos esta-
giarios neste servico, incluindo esofagoscopia, gastroscopia, enteroscopia, colonoscopia, tra-
queoscopia e broncoscopia. O estagiario teve ainda a oportunidade de observar a remocéo
de corpos estranhos e a realizacdo de biépsias através de endoscopia. Por sua vez, no labo-
ratorio, o estagiario péde familiarizar-se com diferentes aparelhos, nomeadamente de hemo-
grama, analises bioquimicas e provas de coagulacao. Além disto, o estagiario realizou diver-
sos testes rapidos de diagnéstico de doencas infeciosas e pdde observar e interpretar citolo-
gias. A competéncia mais importante adquirida neste servico passou pela interpretacdo dos

resultados obtidos e a sua discusséo com a equipa do HVA.



Parte Il — Revisao bibliografica

1. Etiologia

A leptospirose € uma doenca zoonética de origem bacteriana provocada por espiro-
quetas do género Leptospira. As bactérias pertencentes a este género sao filamentosas e
helicoidais, apresentando uma largura entre 0,1 a 0,2um e um comprimento entre 6 a 12um
(Greene et al. 2012). As Leptospira spp., que possuem as extremidades em forma de gancho,
sdo ainda dotadas de motilidade translacional e ndo translacional devido a presenca de dois
flagelos periplasméaticos em posicao subterminal (Fraga et al. 2015).

Tal como outras espiroquetas, as Leptospira spp. apresentam uma dupla membrana,
apresentando simultaneamente caracteristicas de bactérias Gram-positivas e negativas. A
membrana citoplasméatica das Leptospira spp. esta em contacto com a parede celular rica em
peptidoglicanos que, por sua vez, é revestida por uma membrana externa. A membrana ex-
terna é constituida sobretudo por fosfolipidos, proteinas membranares e lipopolissacarideo
(LPS) (Fraga et al. 2015). Apesar de ser um componente que contribui para a patogenicidade
da Leptospira spp., 0 LPS encontrado neste género de bactérias difere do encontrado nas
restantes bactérias Gram-negativas, apresentando uma composi¢ao Unica do Lipido A que
conduz a uma menor toxicidade do mesmo (Que-Gewirth et al. 2004; Adler and Moctezuma
2010). Todavia, o LPS é considerado um fator de viruléncia da Leptospira spp., tendo sido
demonstrado que a sua auséncia impede a infecdo dos animais e que a sua presenca é de-
terminante para o surgimento de insuficiéncia renal aguda (Nally et al. 2005; Fraga et al. 2015).

As diferentes espécies pertencentes ao género Leptospira podem ser classificadas
como sapréfitas, encontrando-se em vida livre em ambientes aquosos; ou como patogénicas
quando apresentam a capacidade de infetar espécies animais, podendo desencadear leptos-
pirose.

Para além da divisdo previamente apresentada, as espécies do género Leptospira sao
ainda classificadas consoante a ocorréncia de aglutinacdo antigénio-anticorpo quando em
contacto com um soro especifico, sendo o LPS bacteriano o principal componente antigénico
gue conduz a aglutinacdo (Fraga et al. 2015). Esta classifica¢@o atribui a denominacédo de
serovar a um membro do género Leptospira que reaja com um soro monoclonal especifico.
Por sua vez, entende-se por serogrupo um conjunto de serovares cujos antigénios séo co-
muns, desencadeado aglutinacdo quando expostos a soros contendo anticorpos contra sero-
vares do mesmo grupo (Greene et al. 2012; Schuller et al. 2015). Atualmente estéo identifica-
dos mais de 250 serovares, incluidos em mais de 25 serogrupos dos quais 10 sao importantes
para a espécie canina (Greene et al. 2012; Goarant 2016).

Uma vez que o diagnoéstico seroldgico € o mais utilizado, a classificacdo com base no

serovar € a mais empregue, todavia esta nao se correlaciona com a taxonomia genética. Para
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além disto, 0 mesmo serogrupo pode conter bactérias que pertencam a espécies diferentes
de Leptospira spp., levando a equivocos. Embora tenham sido realizadas tentativas de asso-
ciar a apresentacdo clinica da infecdo com um determinado serovar ou serogrupo, estas foram
infrutiferas visto que serovares pertencentes a um determinado serogrupo podem apresentar
diferencas genéticas que determinem patogenicidades diferentes, bem como diferentes hos-
pedeiros reservatorios (Greene et al. 2012; Levett 2015; Goarant 2016).

A classificacdo genética de Leptospira spp. baseia-se no grau de semelhanca do &cido
desoxirribonucleico (ADN), tendo sido identificadas 21 espécies diferentes (Ramadass et la.
1992; Levett 2015).

2. Epidemiologia

As bactérias do género Leptospira sao ubiquitarias, existindo em todo o mundo, exceto
nas regides polares. Estas bactérias podem afetar praticamente todos os mamiferos, embora
diferentes espécies apresentem suscetibilidades diferentes a infecao.

Um dos fatores mais determinantes na epidemiologia da leptospirose prende-se com
a excrecao de bactérias para o0 ambiente por parte dos animais cronicamente infetados, con-

tribuindo para a infecdo de novos animais (Ellis 2015).

2.1. Hospedeiros definitivos/reservatorios e hospedeiros acidentais

De forma a compreender a epidemiologia da leptospirose é necessario definir a exis-
téncia de hospedeiros definitivos e de hospedeiros acidentais para cada serovar existente.
Entende-se por hospedeiro definitivo ou reservatério o animal que se encontra adaptado a
infecdo por um determinado serovar, desenvolvendo uma infegédo persistente e assintomatica
(Goldstein 2010). As bactérias permanecem nos tlbulos renais dos animais cronicamente in-
fetados e sdo excretadas durante meses a anos apoés a infecdo, contribuindo para a perpetu-
acao da doenca. Por sua vez, os restantes animais sédo considerados hospedeiros acidentais,
desenvolvendo doenga aguda ou subaguda quando em contacto com a urina dos hospedeiros
definitivos. Os animais acidentalmente infetados excretam Leptospira spp. ha urina durante
um curto periodo de tempo e a transmissdo da doenca entre hospedeiros acidentais néo é
viavel (Fraga et al. 2015).

E importante destacar que a mesma espécie animal pode ser considerada um hospe-
deiro definitivo para um determinado serovar e um hospedeiro acidental para outros. Por
exemplo, o cédo é considerado hospedeiro reservatério de L. interrogans serovar Canicola,
sendo altamente suscetivel a outros serovares. Existe um elevado numero de associacfes
entre serovares e hospedeiros reservatérios que sao passiveis de se estabelecer devido a um
processo de co-evolugdo que permite a adaptacao dos dois intervenientes (Tabela 1) (Schuller
et al. 2015; Goarant 2016).



E ainda importante realcar que, tal como demostrado por Ganoza et al. (2010), os
humanos podem agir como hospedeiro reservatdrio e excretar Leptospira spp. por via urindria,

embora ndo existam dados sobre o seu papel na transmissdo da doenca.

Tabela 1 - Hospedeiros reservatério de serovares comuns (Adaptado de Schuller et al. 2015)

Hospedeiro reservatério Serovar

Porco Pomona, Tarassovi

Grandes Ruminantes Hardjo, Pomona

Cavalo Bratislava

Céo Canicola

Pequenos Ruminantes Hardjo

Ratazanas Icterohaemorrhagiae, Copenhageni

2.2. Transmissdo e infecao

A transmissao de Leptospira spp. pode dar-se de forma direta e indireta. A forma direta
prende-se com o contacto direto entre as mucosas ou a pele que contenha cortes ou abrasdes
com a urina infetada de hospedeiros reservatorio. Os animais podem ser também infetados
por via oronasal quando em contacto com fluidos corporais ou sangue de animais em fase de
bacteriémia (Greene et al. 2012; Fraga et al 2015). Além da transmisséo placentéria, o con-
tacto venéreo é também uma fonte de infe¢cdo. Um estudo conduzido por Hamond et al. (2014)
demonstrou a presenca de ADN pertencente ao serovar Bratislava no fluido vaginal de éguas
reprodutoras aparentemente saudaveis, presenca esta que pode ser justificada pela penetra-
cdo das bactérias através da mucosa. Estes resultados permitem concluir que a transmisséo
de Leptospira spp. de fémeas para machos é possivel através do contacto sexual. Por outro
lado, segundo Levett (2001) a transmissdo de Leptospira spp. entre humanos pode ocorrer
através da amamentacdo. Esta via de transmissdo torna-se especialmente preocupante
quando direcionada aos roedores, cujas ninhadas sé@o grandes e frequentes, uma vez que
estes sdo o0s principais hospedeiros reservatorio de Leptospira spp.. Um estudo realizado por
De Oliveira et al. (2016) demonstrou a existéncia de bactérias do género Leptospira no leite e
tecido mamario de ratazanas, concluindo que esta via de transmisséo pode contribuir de forma

exponencial para 0 aumento de hospedeiros reservatorio.



A transmisséo indireta da-se pela exposi¢cdo dos hospedeiros acidentais ao solo, co-
mida ou fontes de agua contaminados. Um dos ambientes mais favoraveis a sobrevivéncia
destas bactérias no exterior é a presenca de agua estagnada onde as Leptospira spp. formam
biofilmes em superficies organicas e inorganicas. No solo, um pH neutro ou ligeiramente al-
calino mostra ser benéfico para a sobrevivéncia das mesmas. Alias, as Leptospira spp. podem
viver durante meses neste tipo de ambientes, vivendo apenas de forma transitéria quando
expostas a urina com pH &cido (5.0 a 5.5) (Greene et al. 2012).

As Leptospira spp. apresentam uma elevada sensibilidade a ambientes de congelagao,
desidratacdo ou a exposic¢ao a raios ultravioleta. Por outro lado, temperaturas entre 0s 0° e 0s
25°C favorecem a manutencao destas bactérias no ambiente (Goldstein 2010; Greene et al.
2012).

Tendo em conta as condi¢gdes ambientais favoraveis para o desenvolvimento da do-
enca, é seguro afirmar que a mesma ocorre com mais frequéncia no fim do veréo e durante o
outono (Ward et al. 2002; Raghavan et al. 2012; Grayzel and DeBess 2016; Lopez et al. 2019;
Smith et al. 2019).

E importante destacar que a estas bactérias ndo se multiplicam no ambiente, por isso,
0s hospedeiros reservatorio sdo essenciais para a contaminagéo continua do mesmo e con-
sequente infecdo dos animais suscetiveis (Greene et al. 2012; Raghavan et al. 2012).

A eliminacdo de Leptospira spp. através da urina pode ocorrer durante periodos de
tempo variaveis dependentes do serovar e das caracteristicas intrinsecas do hospedeiro de-
finitivo. Caes cronicamente infetados e assintomaticos podem eliminar estas bactérias durante
dias a meses apos a infecao inicial, como demonstrado em diversos estudos (Khorami et al.
2010; Samir et al. 2015; Harkin and Hays 2016; Sant’/Anna et al. 2017; Sant’/Anna et al. 2018;
Zaidi et al. 2018; Miotto et al. 2018a). Desta forma, embora o papel da espécie canina na
transmissao zoonética da doenca ainda nao esteja esclarecido, € possivel afirmar que estes
animais contribuem para a disseminacao de Leptospira spp. no ambiente (Miotto et al. 2018a).

Por outro lado, espécies que apresentam uma baixa suscetibilidade a infecao por Lep-
tospira spp. como o gato podem ser fontes de contaminacéo ambiental, facilitando a transmis-

séo indireta da doenga (Chan et al. 2014; Rodriguez et al. 2014).

2.3. Fatores de Risco

O conhecimento dos fatores de risco associados ao desenvolvimento de leptospirose
€ imprescindivel para o estabelecimento de estratégias de preven¢do. Deste modo, varios
estudos tém sido realizados ao longo do tempo com este objetivo, no entanto, os resultados
obtidos pelos mesmos revelam uma enorme disparidade, provavelmente relacionada com o
tamanho reduzido da populacdo em estudo (Rentko et al. 1992; Birnbaum et al. 1998; Adin
and Cowgill 2000). Um estudo realizado por Ward et al. (2002) teve como objetivo colmatar
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as lacunas dos estudos anteriores. Desta forma, 677 caes diagnosticados com leptospirose
foram analisados quanto aos fatores de risco. Os resultados obtidos revelaram que caes com
idades compreendidas entre 4 e 9,9 anos apresentam um maior risco de contrair leptospirose,
guando comparados com cdes com idade inferior a um ano. Alias, varios estudos tém de-
monstrado a existéncia de correlacdo entre a idade do animal e a obtencéo de titulos positivos
no teste de aglutinacdo microscopica (MAT), confirmando um menor risco de infecdo em caes
com idade inferior a um ano (Grayzele and DeBess 2016; Delaude et al. 2017; Lépez et al.
2019). Por outro lado, Smith et al. (2019) concluiram que caes com menos de um ano apre-
sentam um maior risco de leptospirose, enquanto Kikuti et al. (2012), por sua vez, ndo encon-
traram evidéncias de que a idade influenciasse o risco de infecdo por Leptospira spp..

Outro potencial fator de risco na leptospirose baseia-se no sexo do animal, sendo que
varios estudos demonstraram que os machos apresentam um maior risco de contrair esta
infecdo (Ward et al. 2002; Kikuti et al. 2012; Lépez et al. 2019; Smith et al. 2019).

Através da realizacao de um questionario a tutores foi possivel concluir que o desen-
volvimento desta doenca teve uma correlagédo positiva com o acesso a fontes de agua, como
lagos, e a caca de roedores (Céardenas et al. 2018), semelhantemente ao referido num estudo
realizado por Grayzel e DeBess (2016). O estudo realizado por Ward et al. (2002) revelou
ainda que cées de pastoreio apresentavam um maior risco de infecdo por Leptospira spp.,
independentemente do sexo e que caes de caca e trabalho exibiam um maior risco de leptos-
pirose.

A transmisséo indireta da doenca € altamente motivada por fatores ambientais, nome-
adamente niveis elevados de precipitacéo, cheias frequentes e mas condi¢des higiossanita-
rias (Raghanvan et al. 2012; Schuller et al. 2015; Smith et al. 2019).

Por outro lado, seria de esperar que cdes em ambiente rural apresentassem maior
risco de infecao por Leptospira spp.. No entanto, alguns estudos tém apontado as areas ur-
banas e suburbanas como as de maior risco para a espécie canina. Pensa-se que este Ultimo
fator se deva a sobrepopulacédo e a existéncia de areas que a promovam como parques cani-
Nnos ou canis e a ma drenagem das aguas pluviais devido a superficies impermeaveis (Scan-
ziani et al. 2002; Raghavan et al. 2011; Az6car-Aedo and Monti 2015; Schuller et al. 2015).

2.4. Panorama na Europa

A leptospirose canina tem sido associada aos serogrupos Canicola e Icterohaemor-
rhagiae, no entanto esta espécie pode ser infetada por diversos serogrupos. A introducao ha
mais de 50 anos de uma vacina bivalente especifica para os serogrupos Canicola e Icte-
rohaemorraghiae na Europa e nos Estados Unidos da América conduziu a diminui¢éo da pre-
valéncia de leptospirose provocada pelos mesmos. Uma vez que esta vacina ndo induz imu-
nidade contra outros serogrupos, 0 aparecimento de leptospirose passou a ser associado

7



mais frequentemente ao serogrupo Grippotyphosa e ao serovar Bratislava pertencente ao se-
rogrupo Australis. Para além dos serovares previamente mencionados, dados de seroconver-
sdo na Europa indicam ainda a elevada prevaléncia dos serogrupos Sejroe e Pomona (Geisen
et al. 2007; Ellis 2010; Mayer-Scholl et al. 2013; Schuller et al. 2015; Lopez et al. 2019). Tendo
em conta as alteracdes de seroprevaléncia mencionadas, surgiu a necessidade de introduzir
uma nova vacina no mercado direcionada para a L. interrogans serogrupo Canicola serovar
Porland-vere, L. interrogans serogrupo Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni, L. interro-
gans serogrupo Australis serovar Bratislava e L. kirschneri serogrupo Grippotyphosa serovar
Dadas (Arent et al. 2012; Schuller et al. 2015; Delaude et al. 2017; Lopez et al. 2019). Com a
introducéo desta vacina € provavel que volte a ocorrer uma alteracao na seroprevaléncia dos
diferentes serogrupos, no entanto a utilizagdo da mesma ainda nao é suficientemente ampla
para constatar esta mudanca (Lopez et al. 2019).

Em relacao a distribuicdo geogréfica dos diferentes serogrupos, é possivel afirmar que
0 serogrupo Icterohaemorrhagiae pode ser encontrado em toda a Europa devido ao facto do
seu hospedeiro reservatorio, o rato, ser ubiquitario. Na Alemanha, o serogrupo Grippotyphosa
€ considerado o maior causador de leptospirose em caes, seguido pelo serogrupo Sejroe. O
primeiro serogrupo ja foi encontrado em diversos paises nomeadamente na Republica Checa,
Polonia, Croacia e Suica (Ellis 2010; Delaude et al. 2017; Habus et al. 2017).

O serovar Bratislava é considerado o principal agente causador de Leptospirose nos

cdes em ltalia, acompanhado do serogrupo Grippotyphosa (Scanziani et al. 2002).

2.5. Panorama em Portugal

Um estudo realizado por Collares-Pereira (1992) na regido do Alto Douro identificou
uma seroprevaléncia de 32,1% numa populacdo de 701 caes pertencentes aquela regiao. Os
serogrupos que mais frequentemente geraram seroconversao incluiram o serogrupo Canicola
(66,2%) e Sejroe (20,0%).

Mais tarde, em 2011, um estudo realizado em Beja abrangendo apenas nove caes,
identificou que o serovar Bratislava foi o principal agente desencadeador de leptospirose, ori-
ginando doenga em seis destes casos. O serogrupo Grippotyphosa foi identificado em dois
destes animais enquanto o serogrupo Icterohaemorrhagiae apenas em um (Lanca 2011).

Uma vez que o recurso ao MAT como meio de diagnéstico nem sempre se verifica,
estudos mais recentes tém falhado no que diz respeito a identificacao dos serovares infetantes

em casos de leptospirose canina em Portugal.



3. Patogenia

As bactérias do género Leptospira infetam os animais através das mucosas ou através
da pele contendo abrasfes ou feridas. Os mecanismos moleculares que permitem a entrada
das bactérias ainda sdo desconhecidos, no entanto, existem um conjunto de outros fatores
que facilitam a mesma. A motilidade, por exemplo, parece apresentar um papel muito impor-
tante na fase primordial da infecdo, permitindo que as bactérias penetrem na pele do animal
e atravessem as varias camadas da mesma, bem como os diferentes tecidos. Além disto, as
Leptospira spp. apresentam a maioria dos genes responsaveis pela quimiotaxia na sua cons-
tituicdo, ou seja, respondem a um elevado numero de estimulos quimicos (Murray 2015). Um
desses estimulos € a hemoglobina. Como tal, estas bactérias sédo atraidas para animais que
apresentem lesGes sanguinolentas e cujas barreiras cutaneas tenham sido danificadas (Lam-
bert et al. 2012). E fundamental que ap6s a entrada das Leptospira spp. no organismo se dé
a adesdo das mesmas as células do hospedeiro (Murray 2015).

O periodo de incubagé&o da doenca é bastante variavel de acordo com a dose infetante,
a estirpe, a forma de exposicdo e a imunidade do hospedeiro, no entanto, em média tem a
duracéo de sete dias. Tal como o periodo de incubacéo, a gravidade das lesGes provocadas
pela infecdo depende de varios fatores como a imunidade do hospedeiro e viruléncia da bac-
téria (Greene et al. 2012).

Uma vez no sangue, as bactérias multiplicam-se rapidamente e disseminam-se por
diversos tecidos, nomeadamente pelo rim, figado, bago, sistema nervoso central, olhos e trato
genital (Greene et al. 2012).

Segundo De Brito et al. (2018), a adesao de bactérias do género Leptospira as células
endoteliais altera a permeabilidade do endotélio, conduzindo as manifestacées hemorragicas
gue ocorrem na doenca. As lesdes do endotélio e a ativagcéo plaquetaria desencadeada pelo
LPS bacteriano podem resultar em edema e vasculite, bem como em coagulagao intravascular
disseminada. Estas manifestacBes estédo associadas a sindrome de resposta inflamatéria sis-
témica e a ocorréncia de sépsis (Goldstein 2010; Greene et al. 2012).

A colonizacao renal é a que ocorre com mais frequéncia em caes infetados, verifi-
cando-se a replicacdo das bactérias nas células epiteliais dos tlibulos renais (Greene et al.
2012). A persisténcia das bactérias nos tubulos renais conduz a producao de citoquinas, ao
recrutamento de células inflamatérias, a necrose e apoptose das células epiteliais e a nefrite
aguda (Goldstein 2010; Schuller et al. 2015). A inflamacéo renal leva a dificuldades na perfu-
séo do 6rgdo o que resulta na diminuicdo da taxa de filtragdo glomerular. Por outro lado, a
invasdo do endotélio induz alteragdes nos capilares renais, resultando em lesdes isquémicas
no parénquima renal. As alteracdes renais podem ainda ser associadas a citotoxicidade do

LPS e de outros componentes da membrana externa. Caso o animal recupere e elimine por
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completo 0 agente do seu organismo, existe uma elevada probabilidade de apresentar seque-
las e les@es irreversiveis, nomeadamente nefrite intersticial. Por outro lado, alguns animais
ficam cronicamente infetados, especialmente quando infetados com o serovar Canicola, eli-
minando bactérias pela urina (Goldstein 2010; Greene et al. 2012).

O segundo 6rgdo mais afetado pela leptospirémia € o figado, verificando-se necrose
centrolobular, lesdo dos hepatdcitos, edema periportal, infiltracdo de células inflamatorias,
proliferacdo das células de Kupffer e ainda oclusao do ducto e canaliculos biliares (Goldstein
2010; Schuller et al. 2015). As alteracdes hepaticas podem ser a Unica manifestagdo da do-
enca, como demonstrado num estudo publicado em 2018, que relatou 10 casos de caes di-
agnosticados com leptospirose que apresentavam hepatite crénica sem sinais de alteracdes
renais, concluindo que a leptospirose deve ser considerada como um diagnéstico diferencial
em animais que exibam apenas sintomatologia hepatica (McCallum et al. 2018).

Os pulmdes podem sofrer lesGes agudas relacionadas com as toxinas libertadas pelas
Leptospira spp., ndo se verificando, no entanto, a colonizagdo do tecido pulmonar por estas
bactérias. As manifesta¢cdes mais frequentes prendem-se com a hemorragia e edema pulmo-
nares que derivam das alterac¢des sofridas pelo endotélio (Goldstein 2010; Greene et al. 2012;
De Brito et al. 2018). Em humanos esta descrito a sindrome de hemorragia pulmonar resul-
tante de leptospirose, no entanto, em caes o relato de casos semelhantes so foi publicado por
Klopfleisch et al. (2010).

4. Imunidade

A primeira linha de defesa a ser acionada pelo hospedeiro é a da imunidade inata, cujo
papel passa pelo reconhecimento da Leptospira spp. como agente estranho ao organismo e
a sua eliminacdo. No entanto, a eficacia desta linha contra bactérias patogénicas do género
Leptospira € muito menor do que em relagdo a bactérias sapréfitas do mesmo género (Fraga
et al. 2015).

Na imunidade adquirida, a via humoral € de extrema importancia para o combate efe-
tivo desta infecdo. No caso da leptospirose, a maioria dos anticorpos sdo direcionados para o
LPS ou para componentes do mesmo, sabendo-se que a imunizagdo passiva com anticorpos
poli ou monoclonais contra esta endotoxina confere protecédo contra a doenca (Adler and Mo-
ctezuma 2010; Fraga et al. 2015).

Os anticorpos produzidos aquando da infecdo por Leptospira spp. sdo essenciais a
fagocitose das bactérias pelos neutrofilos e macréfagos, uma vez que esta so6 é efetiva quando
as bactérias sdo opsonizadas pelas Imunoglobulinas G (IgG). Além disto, os anticorpos sado
ainda essenciais a aglutinacdo de Leptospira spp. e para a ativagdo do sistema de comple-

mento pela via classica (Banfi et al. 1982).
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Em cées o aumento da concentracdo de Imunoglobulina M (IgM) é detetado desde a
segunda metade da primeira semana apds infecdo, atingindo o seu maximo durante a se-
gunda semana (Lanca, 2011). Apds este periodo, os titulos de IgM vao diminuindo e a produ-
cdo de IgG é observada, aumentando gradualmente ao longo de dois a trés meses.

O papel da imunidade celular na leptospirose carece de mais estudos, no entanto, foi
relatado que estas bactérias podem ser associadas ao complexo maior de histocompatibili-
dade dos macréfagos (MHC) e, mais tarde, apresentadas aos linfocitos CD8+ (Guo et al. 2010;
Li et al. 2010). Além disto, as mesmas podem ser eliminadas através da fagocitose, sendo 0s
neutrdéfilos os principais intervenientes (Eshghi et al. 2012).

O facto destas bactérias terem capacidade para infetar virtualmente todos os vertebra-
dos e apresentarem um longo periodo de bacteriémia deve-se sobretudo a sua capacidade
de evasdo ao sistema imunitario do hospedeiro, mais concretamente ao sistema de comple-
mento, através de varios mecanismos como a incorporacao de reguladores do complemento
ou a modulagéo da cascata de ativagdo do mesmo (Fraga et al. 2011; Vernel-Pauillac and
Werts 2018).

5. Diagnostico

5.1. Anamnese e Sinais Clinicos

Caes machos e jovens, com acesso ao exterior e com possivel contacto com fontes
de 4gua e animais silvestres sdo os fatores mais comummente encontrados na histéria pre-
gressa de animais com leptospirose (Greene et al. 2012).

Os sinais clinicos manifestados pelos animais com leptospirose dependem da imuni-
dade do hospedeiro, da viruléncia do serovar infetante e ainda das condic6es ambientais as
quais os dois intervenientes sao sujeitos (Greene et al. 2012).

A infe¢do hiperaguda ocorre devido a leptospirémia massiva, levando a morte sem
sinais clinicos prévios.

Por sua vez, as infecbes agudas exibem como primeiros sinais clinicos a pirexia
(39,5°C a 40°C) e tremores. Outros sinais como vomitos, desidratagéo, linfadenopatia gene-
ralizada, dor muscular e dor a palpacao abdominal véo surgindo no decorrer da doenca (Gre-
ene et al. 2012; Sykes 2014). As alteracdes na coagulacéo e as lesbes vasculares conduzem
ao aparecimento de hematemese, hematoquezia, melena, epistaxis e petéquias. Os caes po-
dem ainda exibir taquipneia, pulsos fracos e irregulares e ainda aumento do tempo de reple-
cdo capilar, sendo que em estado terminal se encontram hipotérmicos. E importante realcar
que nas infecbes agudas o rapido desenvolvimento da doenca ndo permite o aparecimento
de sinais relacionados com a insuficiéncia hepética ou renal (Greene et al. 2012).

Os caes com infe¢cdes subagudas por Leptospira spp. apresentam anorexia, letargia,

vomito, diarreia, desidratacdo e polidipsia. A perda de peso ocorre com bastante frequéncia,
11



podendo estar associada a azotemia. A palpacdo abdominal destes animais pode ser dolorosa
e 0s rins podem apresentar-se normodimensionados ou ligeiramente maiores que o normal.

A infecdo por Leptospira spp. conduz a insuficiéncia renal, sendo que os caes podem
exibir oliguria ou anuria nos estadios avancados da doenca. A funcdo renal nestes animais
pode retomar o estado normal, no entanto, muitos cdes desenvolvem doenca renal cronica. A
polilria e a polidipsia exibidas por estes animais podem ser compensatdrias, devido a insufi-
ciéncia renal, ou ainda devido a resisténcia a acdo da hormona antidiurética (ADH) por parte
do nefronio (Greene et al. 2012; Sykes 2014). Os caes com leptospirose podem apresentar
as mucosas congestionadas, no entanto, nos casos em que a inflamacgéo do figado leva a
colestase intra-hepética e necrose, € comum a observacgdo das mucosas ictéricas. Os animais
que apresentem hepatite ativa ou fibrose hepatica devido a leptospirose podem apresentar
anorexia, perda de peso, ascite, ictericia ou encefalopatia hepatica (Greene et al. 2012).

O envolvimento pulmonar nesta doenga pode conduzir ao aparecimento de sinais
como dispneia, taquipneia ou tosse, devido a hemorragia e/ou edema pulmonar. Por exemplo,
um estudo realizado por Kohn et al. (2010) descreveu que 38% dos cées apresentavam dis-
pneia aguando do internamento e que esta correlaciona-se negativamente com a sobrevivén-
cia dos animais.

Um estudo realizado por Tangeman e Littman (2013) identificou que, em 51 casos de
leptospirose, 0s estimulos iatrotrépicos mais comuns foram a anorexia (29 caes), a letargia
(22 cées), o vomito (21 cées) a politria e polidipsia (12 caes), a diarreia (6 cées), a perda de

peso (4 cédes), o estado anurico (2 caes), a dispneia (1 cado) e a ataxia (1 cdo).

5.2. Hemograma

As alteragdes mais frequentemente encontradas no hemograma de cées com leptos-
pirose incluem a anemia ndo regenerativa e a trombocitopenia. A anemia observada em casos
de leptospirose pode ser explicada pela hiperhidratacdo em casos de anuria/oliguria; pela
diminuicdo da producao de eritrocitos devido ao desenvolvimento de doencga renal cronica; ou
devido a perda de sangue por trombose ou hemorragia pulmonar ou do trato gastrointestinal
(Greene et al. 2012). O desenvolvimento de trombocitopenia pode resultar do aumento do
consumo de plaquetas através da ativacdo e agregacdo das mesmas devido as lesdes sofri-
das pelo endotélio ou do consumo por causas imunomediadas. Num estudo realizado por
Barthélemy et al. (2017), 83% dos cées infetados por Leptospira spp. exibiam altera¢des na
coagulacdo e 23% apresentavam coagulagdo intravascular disseminada (CID).

Em relacdo as células da linha branca, durante a fase de leptospirémia é comum veri-
ficar-se leucopenia que, nos estadios mais avancados da doenca, evolui para leucocitose com
desvio a esquerda (Greene et al. 2012). Segundo Reagan e Sykes (2019), a linfopenia pode
ser também encontrada em casos de leptospirose.

12



5.3. Andlises bioquimicas

Os achados mais comummente encontrados nas analises bioquimicas estéo direta-
mente relacionados com as lesdes renais e hepaticas que ocorrem no desenvolvimento de
leptospirose. A azotemia, isto €, 0 aumento da concentracdo de ureia e creatinina, esté pre-
sente em 80 a 100% dos cées com leptospirose, enquanto o aumento das concentracdes das
enzimas hepéticas verifica-se apenas em 50% dos casos. No entanto, é possivel que os caes
infetados exibam alterag6es nas bioquimicas hepaticas sem azotemia (McCallum et al. 2018;
Reagan and Sykes 2019).

As lesBes hepéticas traduzem-se num aumento da concentracdo de alanina amino-
transferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAS) e bilirrubina. O
aumento de FAS é geralmente superior ao aumento da ALT e o aumento da bilirrubina é
proporcional ao grau de insuficiéncia hepatica. A concentracdo de bilirrubina no soro atinge o
seu maximo entre o sexto e oitavo dia de infe¢cdo, sendo que a bilirrubindria precede, geral-
mente, a hiperbilirrubinémia (Greene et al. 2012).

A hipoalbuminemia é um achado bastante frequente, estando relacionada com a pro-
teindria, com a diminuigc&o da producéo de albumina devido a insuficiéncia hepética e com a
anorexia (Tangeman and Littman 2013).

As alteracdes eletroliticas sdo também frequentes, verificando-se a ocorréncia de hi-

ponatremia, hipocloremia e hiperfosfatemia.

5.4. Urianalise

As alteragfes mais frequentemente encontradas na uriandlise de cédes com leptospi-
rose incluem a isostendria, hipostendria, proteindria, bilirrubindria e glicosuria. Estes animais
exibem um racio proteina:creatinina urinario (UPC) aumentado e um sedimento urinério cons-
tituido por proteinas de baixo peso molecular, indicando que as mesmas tém origem nos tu-
bulos renais e ndo no glomérulo (Greene et al. 2012; Sykes 2014).

O sedimento urinario de caes infetados pode apresentar, embora menos frequente-

mente, cilindros, leucdcitos e eritrécitos (Mastrorilli et al. 2007).

5.5. Diagnéstico imagioldgico

5.5.1. Diagndstico radiografico

Tendo em conta que no decorrer da leptospirose existe com alguma frequéncia o de-
senvolvimento de sintomatologia respiratéria, a realizacao de radiografias toracicas deve ser
praticada de forma a detetar alteracfes. As alteracfes radiograficas a nivel toracico verificam-
-se em 50 a 70% dos casos de leptospirose, podendo ser acompanhadas de sinais clinicos
respiratorios ou ndo (Kohn et al. 2010; Knopfler et al. 2017; Reagan and Sykes 2019). Se-

gundo Tangeman e Littman (2013), as altera¢cdes mais frequentemente encontradas incluem
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a presenca de padrédo intersticial, derrame pleural, padréo alveolar, padrdo vascular e ainda
linfadenopatia. E importante realcar que, como demonstrado por Knopfler et al. (2017), a pre-
senca de alteracdes na imagem radiografica de térax é compativel com uma maior probabili-
dade de morte dos animais.

A presenca de esplenomegalia, hepatomegalia e perda de detalhe sdo algumas das
alteracGes que podem ser encontradas na imagem radiografica de abdémen (Knopfler et al.
2017).

5.5.2. Diagndstico ecografico

Apesar de alguns autores recorrerem a radiografia abdominal de forma a verificar as
lesBes decorrentes de leptospirose, o meio de diagnostico complementar mais utilizado é a
ecografia. Em aproximadamente 80% dos casos de leptospirose, a ecografia permite detetar
alteracdes ao nivel dos rins e do figado , sendo as altera¢cdes mais comummente encontradas
a renomegalia, a hiperecogenecidade do coértex renal, a presenca de liquido na regido perire-
nal, zonas de hiperecogenecidade medular (medullary rim sign), dilatagcdo da pélvis renal,
perda de diferenciagdo corticomedular, hepatomegalia e a hipoecogenecidade difusa do fi-
gado com a proeminéncia das paredes dos vasos porta, que surgem como linhas duplas ou
em forma de “donuts” no parénquima (Forrest et al. 1998; Greene et al. 2012; Mattoon and
Nyland 2014; Pennick and d’Anjou 2015; Sonet et al. 2017; Reagan and Sykes 2019).

Diversos estudos descrevem o envolvimento da vesicula biliar durante as infe¢des por
Leptospira spp., indicando alteragbes como a presenca de lamas biliares, espessamento da
parede e aumento da sua ecogenecidade e ainda a presenca de mucocelo (Tangeman and
Littman 2013; Knopfler et al. 2017; Sonet et al. 2017; McCallum et al. 2018). Os mecanismos
gue conduzem ao desenvolvimento de mucocelo biliar nestes casos séo ainda desconhecidos
(Sonet et al. 2017).

A presenca de liquido na regido perirenal € uma alteragéo frequentemente encontrada
em cades com diagnéstico de leptospirose, ocorrendo em 60% dos animais (Sonet et al. 2017).
A acumulacao de liquido verificada €, geralmente, bilateral e pode estender-se até a zona
caudal do espaco retroperitoneal (Pennick and d’Anjou 2015; Sonet et al. 2017). A presenca
de liquido perirenal pode ser considerado um fator de progndstico negativo em casos de in-
suficiéncia renal aguda (Holloway and O’Brien 2007).

Outros achados frequentes estéo relacionados com o estado inflamatério induzido pela
doenca, verificando-se linfadenomegalia e hipoecogenecidade do parénquima dos linfonodos
(Knopfler et al. 2017; Sonet et al. 2017: McCallum et al. 2018). O bago pode apresentar-se
aumentado e com o parénquima heterogéneo (Sykes 2014; Knopfler et al. 2017; Sonet et al.

2017). A parede géstrica encontra-se espessada em 26% dos animais (Sonet et al. 2017). O
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intestino delgado, por sua vez, pode apresentar também sinais de inflamagdo como espessa-
mento da parede, alteracdes no peristaltismo e aumento da ecogenecidade da mucosa. Além
disto, varios estudos descrevem a detecao de invaginac¢des intestinais aquando da realizacéo
de ecografias de animais infetados com Leptospira spp. Os fatores que levam a ocorréncia
das mesmas néo séo ainda conhecidos, no entanto, as alterac6es da parede e da motilidade
intestinal podem contribuir para o seu desenvolvimento (Schweighauser et al. 2009; Schulz et
al. 2010; Sonet et al. 2017).

5.5.3. Tomografia axial computorizada (TAC)

O recurso a TAC como exame complementar de diagnostico em casos de leptospirose
€ muito diminuto, sendo escassas as informacdes relativamente a sua utilizacdo. No entanto,
os resultados de um estudo realizado por Gendron et al. (2014) mostram que as alteracfes
mais frequentemente detetadas incluem o espessamento peribroncovascular, a bronquiecta-
sia e a presenga de zonas de consolidagdo que evoluem para lesbes com aspeto de “vidro
moido”. Segundo este estudo, a gravidade das lesdes encontradas na TAC nao apresenta

correlagéo com o desfecho da doenga.

5.6. Diagnoéstico Sorolégico

5.6.1. Teste de Aglutinagdo Microscopica (MAT)

O MAT é considerado o método gold standard de diagnéstico serolégico de leptospi-
rose. Este teste baseia-se na identificacao das reacfes antigénio-anticorpo que se desenvol-
vem quando diluigbes seriadas do soro de um determinado animal sdo expostas a culturas
vivas de Leptospira spp. contendo diferentes serogrupos. Os resultados sdo obtidos por mi-
croscopia de fundo escuro e expressam qual o titulo de anticorpos aglutinantes para cada
serogrupo testado, isto €, qual a maior diluicdo capaz de levar a aglutinacdo de pelo menos
50% dos microrganismos (Greene et al. 2012).

Existem vérias limitagBes inerentes a este teste como o facto de detetar anticorpos
persistentes apos infecdo subclinica, fazendo com que um resultado positivo ndo determine
a existéncia de doenca ativa (Goldstein 2010). Outra limitacdo passa pela obtencdo de um
resultado negativo quando este teste € realizado uma Unica vez no estadio inicial da doenca.
O MAT deteta IgG e IgM aglutinantes e o periodo de seroconversdo aquando da infe¢éo por
Leptospira spp. tem uma duragéo de sete a nove dias, o que pode levar a falsos negativos
caso o teste seja realizado precocemente (Greene et al. 2012; Niloofa et al. 2015). Desta
forma, recomenda-se a realizacdo de um novo MAT, sete a catorze dias apds o primeiro, 0
gue aumenta a sensibilidade do teste de 50% para 100% e ajuda na distin¢éo entre 0s casos
de serologia positiva por vacinacado ou por doenca ativa. Um aumento de quatro vezes da

titulacao inicial € compativel com a presenca de infecdo ativa (Greene et al. 2012; Fraune et
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al. 2013; Schuller et al. 2015).

Animais vacinados tendem a apresentar titulacdes inferiores a 1:800 para 0s serovares
abrangidos pela vacina, sendo que estas diminuem quatro meses ap0s a vacinacao (Sykes
2014). Animais previamente infetados por Leptospira spp. apresentam, geralmente, titulacées
inferiores a 1:800, no entanto, estas podem persistir durante pelo menos um ano (Sykes
2014). Desta forma, em animais ndo vacinados recentemente e com sinais compativeis com
leptospirose, titulagBes iguais ou superiores a 1:800 podem levar apenas ao diagndstico pre-
suntivo de leptospirose. O diagnostico definitivo s6 é conseguido quando as titulagdes obtidas
no MAT em situagfes de convalescenca sdo quatro vezes superiores as iniciais, como men-
cionado anteriormente (Greene et al. 2012).

E importante destacar que cdes vacinados podem apresentar titulages moderadas
para serogrupos ndo incluidos na vacina administrada e sem que tenha havido exposi¢ao
natural aos mesmos. Este Ultimo fator verifica-se devido a imunidade cruzada apés vacinacéo
(Sykes 2014; Bouvet et al. 2020).

A interpretacao dos resultados obtidos no MAT esta dependente da exposi¢do basal
da populagéo a leptospirose, do estado vacinal do animal, da existéncia de infe¢cdo prévia e
ainda do estado clinico do animal (Greene et al. 2012; Reagan and Sykes 2019).

O MAT, apesar de bastante acessivel, € um teste de dificil interpretagéo e execucao,
estando os operadores em contacto com bactérias com potencial zoonGtico.

Apesar das limitagbes previamente mencionadas, este teste apresenta-se como a me-

lhor opcgédo de diagndéstico soroldgico se executado corretamente.

5.6.2. Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA)

Ao longo do tempo varios protocolos de ELISA tém sido desenvolvidos com o objetivo
de detetarem anticorpos especificos em cées infetados por Leptospira spp. (Dey et al. 2004;
Dey et al. 2007; Niloofa 2015). A maior vantagem associada a este teste prende-se com o
facto de ndo serem necessarias coldnias vivas destas bactérias durante a sua execucao, o
que diminui o risco associado ao teste guando comparado com o MAT.

As bactérias do género Leptospira apresentam diversas proteinas na membrana ex-
terna (OMPs), sendo a lipL32 a que existe em maior quantidade. Desta forma, os ensaios de
imunoabsorgéo séo realizados recorrendo a clonagem desta proteina que existe apenas em
bactérias patogénicas deste género e com base nas interacdes entre a mesma e 0 soro de
animais suspeitos de infecdo (Greene et al. 2012; Vedhagiri et al. 2013).

O teste de ELISA é passivel de detetar a presenca de IgM ou IgG, considerando-se o
teste positivo quando as titulacdes sdo superiores a 1:200.

E de extrema importancia destacar que, ao contrario do que acontece com as IgM
avaliadas por MAT e ELISA, as titulacGes de IgG obtidas por ELISA aumentam muito apos
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vacinacdo e mantém-se elevadas durante varios meses. Desta forma, a medicdo concomi-
tante de 1gG e IgM através do teste de ELISA permite distinguir de forma mais eficiente a
presenca de anticorpos derivados de vacinacao ou de infe¢cdo natural, sendo que caes vaci-
nados exibem titulagdes de IgG elevadas com titulos de IgM baixos ou negativos (Greene et
al. 2012).

Vérios estudos procuraram determinar qual a sensibilidade e especificidade dos en-
saios de imunoabsorcao, obtendo-se valores que oscilam entre os 48 a 100% e os 87 a 98%,
respetivamente (Effler et al. 2002; Kucerova et al. 2011; Niloofa et al. 2015). Tendo em conta
a disparidade entre valores, a realizacdo deste teste como forma de diagnéstico definitivo de
leptospirose ndo é recomendada, sendo a sua realizagdo sobretudo Gtil quando outros testes
mais morosos, como 0 MAT ou o PCR (polymerase chain reaction), ndo garantem um resul-

tado em tempo util (Reagan and Sykes 2019).

5.6.3. Testes rapidos

Diversos testes rapidos com capacidade para detetar IgM e/ou IgG tém sido desenvol-
vidos e avaliados com o objetivo de serem utilizados como meio de diagnostico na leptospi-
rose (Curtis et al. 2015; Winzelberg et al. 2015; Kodjo et al. 2016; Azécar-Aedo et al. 2017,
Lizer et al. 2017; Gloor et al. 2017; Lizer et al. 2018; Troia et al. 2018). Apesar dos estudos
realizados, o MAT continua a ser considerado o meio diagnostico de elei¢cdo para a leptospi-
rose, sendo que os testes rapidos apresentam-se como uma solucdo rapida, conveniente e
facil de utilizar que permitem obter um diagndstico presuntivo para instituicdo de tratamento
enquanto se aguarda pelos resultados do MAT (Troia et al. 2018).

E importante realcar que um teste rapido permite a obteng&o de resultados num curto
espaco de tempo, 0 que ndo significa que consiga detetar a doenca nos estadios iniciais (Pi-
cardeau et al. 2014).

As técnicas de ELISA e imunocromatografia sdo as mais frequentemente utilizadas
nos testes rapidos desenvolvidos para a espécie canina.

A técnica de ELISA baseia-se na dete¢do de anticorpos contra a proteina lipL32, pro-
teina esta que permite a ligacdo de 1gG e IgM mas apresenta uma maior afinidade para a
detecao de IgG, sendo a janela de utilizacdo 6tima duas a trés semanas depois do inicio da
infecdo (Lizer et al. 2018).

O teste rgpido de ELISA mais utilizado na prética clinica € denominado SNAP Lepto
(IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA), teste este que pode detetar a presenca de anti-
corpos vacinais um ano apoés a vacinagdo, como demonstrado por Curtis et al. (2015).

Os testes rapidos que se baseiam na técnica de imunocromatografia utilizam extratos
de Leptospira spp. como antigénios de forma a detetarem a presenca de IgM em soros cani-
nos (Kodjo et al. 2016).
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Um dos testes rapidos por imunocromatografia mais utilizados é o Witness Lepto (Zo-
etis, Parsippany-Troy Hills, NJ, USA). A detecao de anticorpos vacinais através da imunocro-
matografia s6 se verificou em 23% dos animais 12 semanas ap0s a vacinagao, sendo que as
26 semanas todos estes animais apresentavam titulacées negativas de IgM (Lizer et al. 2017).

A sensibilidade e especificidade dos testes seroldgicos estdo bastante dependentes
do estadio de infecdo e da resposta imunitaria gerada pelos hospedeiros, 0 que justifica a
variabilidade dos valores obtidos (Azocar-Aedo et al. 2017). Posto isto, um estudo realizado
por Lizer et al. (2018) procurou comparar o desempenho dos testes rapidos por ELISA e imu-
nocromatografia entre si e com o MAT. Os resultados indicaram que o teste de imunocroma-
tografia apresentava um melhor desempenho, tendo identificado anticorpos especificos para
Leptospira spp. em 87,5% dos caes ao sétimo dia apés infecdo, seguido pelo MAT que dete-
tou 65,6% dos animais infetados. Por sua vez, o teste rapido por ELISA detetou anticorpos
em apenas um cao no mesmo tempo apos infegdo. A detecdo precoce de anticorpos conse-
guida através do teste de imunocromatografia e MAT pode ser explicada pelo desenvolvi-
mento de IgM ocorrer a partir da primeira semana apos infecéo, enquanto o desenvolvimento

de 1gG, imunoglobulina detetada nos testes rapidos de ELISA, ocorre nas semanas seguintes.

5.7. Diagnéstico por PCR (Polymerase Chain Reaction)

A técnica laboratorial de PCR é uma ferramenta que permite o diagnéstico molecular
de leptospirose através da detecdo de ADN proveniente de Leptospira spp. em amostras do
animal infetado (Reagan and Sykes 2019).

As amostras mais comummente analisadas s&o o sangue e a urina, no entanto, o PCR
pode ser também executado em tecidos, como o tecido renal e pulmonar. No caso da amostra
escolhida ser sangue, recomenda-se que a sua analise seja realizada durante os primeiros
dez dias de infecdo, momento este em que decorre a fase de bacteriémia. Tendo em conta
gue a eliminagéo de Leptospira spp. através da urina ocorre apds a primeira semana de infe-
cao, a analise deste tipo de amostra deve ser realizada nesse periodo. Uma vez que a data
de inicio de infecéo é frequentemente desconhecida, € usual o envio de amostras de sangue
e urina em simultaneo de forma a aumentar a sensibilidade deste teste (Greene et al. 2012;
Reagan and Sykes 2019). O diagnéstico por PCR passa pela identificacdo de genes perten-
centes as bactérias patogénicas do género Leptospira (genes secY, Ifbl, lipL32 ou lig), sendo
por isso um teste que ndo permite a distingdo entre os diferentes serogrupos ou serovares, 0
que, no entanto, ndo influencia a abordagem clinica (Rojas et al. 2010; Cermakova et al. 2013;
Xu et al. 2014).

A principal utilidade do PCR prende-se com a sua capacidade de detetar a presenca
de ADN proveniente de bactérias do género Leptospira antes da ocorréncia de seroconversao,
revelando-se um teste importante para o diagndstico precoce de infecédo (Miotto et al. 2018b;
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Reagan and Sykes 2019). Outra aplicacdo do PCR esta relacionada com a identificacdo de
portadores crénicos, animais estes que se apresentam assintomaticos e que nao apresentam
necessariamente anticorpos contra esta bactéria (Zaidi et al. 2018; Goy-Thollot et al. 2018;
Miotto et al. 2018a). Este teste apresenta também algumas limitacdes, relacionadas nomea-
damente com a eliminacgdo intermitente de Leptospira spp. pela via urindria em animais croni-
camente infetados, o que pode conduzir a falsos negativos. Falsos negativos podem ainda
surgir no caso da carga bacteriana ser reduzida devido a fase da infe¢éo, a resposta imunitaria
ou ainda devido ao uso de antibiéticos (Reagan and Sykes 2019).

O diagndstico por PCR é sobretudo vantajoso em relacdo ao MAT quando os animais
testados foram vacinados recentemente uma vez que a vacinagao nao induz um resultado
positivo no PCR (Midence et al. 2012).

Um estudo realizado por Riediger et al. (2017) demonstrou que a sensibilidade do PCR
realizado em amostra de sangue nos seis primeiros dias de infecao € de 86% e a especifici-
dade do mesmo é de 99%. Outro estudo concluiu que a sensibilidade e especificidade do PCR

na urina é de 100% e 88,3%, respetivamente (Harkin et al. 2003).

5.8. Diagnéstico Bacteriolégico

A cultura e isolamento de bactérias do género Leptospira € considerado um diagnos-
tico definitivo de infecdo, no entanto, o facto de ser um processo extremamente demorado e
pouco acessivel determina a sua pouca utilizagao.

As amostras de sangue ou urina devem ser obtidas de forma asséptica e antes da
implementacéo de terapéutica antimicrobiana, sendo enviadas para o laboratorio refrigeradas
(Greene et al. 2012).

Tendo em conta os factos previamente mencionados, a cultura de bactérias do género
Leptospira ndo € um meio de diagnostico viavel na pratica clinica uma vez que nao permite

um diagndstico atempado (Reagan and Sykes 2019).

6. Tratamento

6.1. Antibioterapia

A antibioterapia deve ser implementada o mais rapidamente ap0s a suspeigéo de lep-
tospirose, ainda antes da obtencéo dos resultados dos diferentes meios de diagnostico, uma
vez que estes farmacos inibem a multiplicacéo de Leptospira spp., reduzindo as probabilida-
des do animal desenvolver complica¢des derivadas da infe¢cdo, como insuficiéncia hepética
ou renal (Greene et al. 2012).

Os antibioticos recomendados para o tratamento da leptospirose sdo os derivados da
penicilina e a doxiciclina. A doxiciclina demonstrou ser capaz de eliminar estas bactérias em

trés dias dos tecidos, incluindo o rim, de hamsters experimentalmente infetados, sendo que a
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ampicilina demonstrou uma menor eficicia (Truccolo et al. 2002). Desta forma, recomenda-
se que o tratamento da leptospirose no cao passe pela administracdo de doxiciclina por via
oral e acompanhada de alimento (Sykes et al. 2011). Tendo em conta que a maioria dos caes
afetados por esta infecdo apresentam vémitos e anorexia no inicio da doenca, este farmaco
deve ser substituido pela ampicilina administrada por via parenteral (10-20mg/kg a cada 6 ou
8 horas). Uma vez retomada a alimentacao, o tratamento com doxiciclina oral (10 mg/kg a
cada 24 horas) deve ser iniciado e mantido por duas semanas mesmo que 0 animal apresente
insuficiéncia renal pois este antibidtico ndo apresenta um efeito nefrotdxico consideravel (Gre-
ene et al. 2012; Argyle et al. 2017).

A utilizag&o de fluoroquinolonas no tratamento de leptospirose ndo € usual, no entanto,
um estudo realizado por Gutierrez et al. (2019) demonstrou que a administragao parenteral
de cloridrato de enrofloxacina di-hidratada permite a obtencdo de resultados negativos de
PCR ap6s trés a cinco dias do inicio da terapéutica em 82,2% dos caes. Apesar deste estudo,
o uso de fluoroquinolonas deve ser evitado de forma a diminuir a resisténcia de outras bacté-
rias a estes antibiéticos (Sykes et al. 2011). Por outro lado, os aminoglicosideos demonstra-
ram uma elevada eficacia na eliminagéo das bactérias dos tubulos renais, no entanto, tendo
em conta a sua elevada nefrotoxicidade, estes antibiéticos devem ser evitados em animais

cujos resultados de funcéo renal ndo sejam normais (Greene et al. 2012).

6.2. Tratamento de suporte

O tratamento de suporte depende da gravidade da infecdo e das consequéncias que
a mesma apresenta nomeadamente a nivel renal, hepatico e gastrointestinal (Greene et al.
2012).

Frequentemente animais com leptospirose apresentam-se desidratados ou em cho-
que, sendo de extrema importancia iniciar um protocolo de fluidoterapia que permita restabe-
lecer o equilibrio de fluidos, eletrélitos e acido-base (Schuller et al. 2015).

Caes que apresentem oliglria ou anUria devem ser reidratados com recurso a solu-
¢Oes cristaldides isotonicas tendo em conta o seu peso, taxa de desidratacdo e possiveis
perdas de fluidos e eletrélitos através do vomito e diarreia. Caso este procedimento nao re-
verta a producdo diminuida de urina, diuréticos osmaoticos como o manitol podem ser admi-
nistrados por via endovenosa de forma a aumentar a taxa de filtracdo glomerular. Os diuréti-
cos osméticos podem néo ser suficientes, recorrendo-se a administracao de furosemida que
se mostra sobretudo Util em casos de hiperhidratacdo ou hipercalemia (Langston 2017).

O protocolo de fluidoterapia implementado deve ser adaptado ao output de urina do
animal, tendo principal atencéo a possivel hiperhidratagdo iatrogénica uma vez que esta con-
duz a maiores complicagBes a nivel pulmonar e gastrointestinal, bem como ao aumento da
pressao a nivel renal o que pode comprometer a perfusdo destes 6rgaos e a taxa de filtracao
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glomerular. Além disto, apos reidratacdo é frequente que os animais se apresentem polidricos,
sendo de extrema importancia vigiar a perda de eletrélitos por via urinaria (Schuller et al.
2015).

Os animais que sejam refratarios aos protocolos previamente mencionados devem ser
submetidos a dialise. Este procedimento esta indicado em cées cuja producao de urina esteja
diminuida e que apresentem sinais de hiperhidratacéo, caes que apresentem hipercalemia ou
concentracdes de ureia superiores a 80 mg/dl ou animais cujos sinais de uremia ndo sejam
responsivos ao tratamento médico (Sykes et al. 2011). E importante clarificar que a didlise
ndo tem um papel direto no restauro da fungéo renal, tendo como func¢éo restabelecer o equi-
librio de fluidos, eletrolitos e acido-base (Schuller et al. 2015).

Um estudo relatou que 86% dos cdes com leptospirose e azotemia grave que se mos-
traram refratarios ao tratamento médico sobreviveram apos serem submetidos a diélise (Adin
and Cowgill 2000). O restabelecimento da fungéo renal ocorre duas a quatro semanas apos
o inicio da dialise, verificando-se frequentemente que apenas um a trés tratamentos sao sufi-
cientes para a recuperagéo renal (Sykes 2014).

N&o obstante as visiveis vantagens associadas ao recurso ao procedimento de didlise,
a sua disponibilidade na Medicina Veterinaria é ainda diminuta, justificando a sua pouca utili-
zacao.

Os cées infetados com Leptospira spp. exibem frequentemente vomito e gastrite con-
sequentes da azotemia, devendo a alimentacdo por via oral ser descontinuada nestes ani-
mais, instituindo-se a nutricdo parenteral. Desta forma, antieméticos e protetores gastricos
devem ser administrados por via parenteral. Por outro lado, em caes que ndo apresentem
nausea ou vomitos, mas que exibam anorexia, a colocagédo de um tubo de alimentag&o é uma
solucdo que garante o suporte nutricional do animal com o minimo de complicagfes (Greene
et al. 2012; Schuller et al. 2015).

A hemorragia pulmonar € uma manifestacédo grave de leptospirose cuja patogenia é
ainda desconhecida, desta forma os tratamentos mais utilizados sdo meramente sintoméaticos
e incluem a minimizac&do das manipula¢des do animal, a oxigenoterapia e ainda evitar o de-
senvolvimento de hipertensao sistémica, de hiperhidratacéo e de hipervolemia. Por outro lado,
a transfuséo de plasma ou de sangue inteiro s6 apresentam vantagens em animais com alte-
racOes hemostaticas (Meaudre et al. 2008; Schuller et al. 2015).

Além dos procedimentos previamente mencionados, o controlo da dor é fulcral nas
fases iniciais da doenca onde se verifica dor a nivel renal, gastrointestinal e ainda a nivel

muscular e articular (Schuller et al. 2015).
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7. Monitorizacao

Os cées infetados com Leptospira spp. devem ser referenciados para um Centro de
Atendimento Médico-Veternario (CAMV) com cuidados permanentes devido & monitorizacdo
intensa e internamento em isolamento que estes casos exigem.

Andlises bioquimicas que permitam a monitorizagdo da fungéo renal, das enzimas he-
paticas, da concentragdo de proteinas e do equilibrio &cido-base e eletrolitico devem ser rea-
lizadas a cada 24 horas no caso de infe¢do aguda. Durante a hospitalizacdo recomenda-se a
realizagdo de hemograma a cada 48 horas, sendo que em casos graves o hematdcrito deve
ser avaliado de 24 em 24 horas (Sykes et al. 2011).

Por outro lado, é de extrema importancia monitorizar o estado de hidratacdo do animal
bem como a producgéo de urina do mesmo. De forma a evitar o desenvolvimento de hiperhi-
dratacdo, a frequéncia respiratoria, a auscultacdo cardiopulmonar e ainda a pressao arterial
devem ser avaliadas nestes animais. A algaliagdo dos caes hospitalizados em sistema fe-
chado permite a medicao da producgéo de urina, que deve ser monitorizada a cada hora (Sykes
2014).

O estadiamento da insuficiéncia renal aguda através do sistema de classificagéo ela-
borado pela International Renal Interest Society (IRIS) tem como objetivo facilitar o diagnéstico
e a tomada de decisdes terapéuticas, como o recurso a dialise. Os cinco estadios (I, I, I, IV,
V) contemplados neste sistema baseiam-se na medicdo de creatinina sanguinea e no volume
de urina produzido, apresentando algum valor prognéstico (Cowgill 2016).

Apoés a alta médica, recomenda-se que a reavaliagdo destes animais seja realizada no
espaco maximo de uma semana, realizando-se um painel de analises bioquimicas completo
bem como um hemograma e medicdo da densidade urinéria (Sykes et al. 2010).

A recuperacao da funcao renal pode continuar durante varios meses apos a estabili-
zacao do animal, sendo que este periodo ndo requer hospitalizacdo a menos que nao se
consiga manter a hidratagdo ou o suporte nutricional. Alias, um estudo relatou que 50% dos
cdes que sobreviveram a fase aguda da leptospirose exibiam alteracées na funcao renal mais
de um ano apos a alta médica (Kis et al. 2012). Caso a infe¢é@o por Leptospira spp. resulte em
doenca renal crénica, os animais devem ser estadiados de acordo com o sistema de classifi-
cacdo desenvolvido pela IRIS, sendo primordial a medicdo da concentracdo de creatinina,
bem como a medicao do racio UPC e da pressao arterial (IRIS 2019).

Desta forma, as consultas de reavaliagdo devem ser realizadas até estabilizacao cli-
nica, sendo realizadas a cada uma ou trés semanas. Estes controlos devem incluir a medicéo

da pressao arterial, analises bioquimicas, hemograma e ainda urianalise (Schuller et al. 2015).

22



8. Prognostico e Mortalidade

A taxa de mortalidade associada a leptospirose apresenta valores entre 19 a 58%
(Birnbaum et al. 1998; Carr et al. 2002; Miller et al. 2007; Geisen et al. 2007; Mastrorilli et al.
2007; Kohn et al. 2010; Major et al. 2014; Kndpfler et al. 2017; Barthélemy et al. 2017). Quando
o tratamento € iniciado precocemente e de forma intensiva, o prognostico de recupera¢do em
casos de leptospirose aguda aumenta, sendo que o recurso a didlise em animais com azote-
mia grave permite a obtencéo de taxas de sobrevivéncia na ordem dos 80% (Adin and Cowgill
2000).

Um estudo realizado por Kohn et al. (2010) implicou o desenvolvimento de alteracdes
pulmonares no decurso da leptospirose na morte de 43% dos animais, enquanto caes sem
envolvimento pulmonar apresentam uma taxa de mortalidade de 20%, sendo este um indica-
dor de mau prognostico (Kndpfler et al. 2017).

Por outro lado, um estudo realizado por Barthélemy et al. (2017) relatou que a taxa de
mortalidade associada a hipercoagulabilidade era de 21%, sendo significativamente inferior &
taxa de 57% verificada em cdes com perfil de hipocoagulabilidade.

E importante realcar que as disparidades verificadas entre estudos relativamente a
taxa de sobrevivéncia se devem a diversos fatores relacionados com o nivel de recursos dis-
poniveis consoante o pais, 0 CAMV e os tutores, nomeadamente o acesso a hospitalizagéo
em regime intensivo e acesso a dialise (Grayzel and DeBess 2016).

Os indicadores de mau prognéstico mais frequentemente relatados em estudos pren-
dem-se com as concentragfes elevadas de creatinina e ureia (Rentko et al. 1992; Birnbaum
et al. 1998; Adin and Cowgill 2000; Knopfler et al. 2017). Outros estudos realgaram a impor-
tancia do racio UPC como indicador de mau prognostico, ao invés da creatinina (Mastrorilli et
al. 2007; Greene et al. 2012).

A trombocitopenia e a bilirrubinemia sdo igualmente apontadas como indicadoras de
mau prognostico (Carr et al. 2002; Knopfler et al. 2017).

Outros indicadores de mau prognéstico incluem a leucocitose, a oliguria, alteracdes no
eletrocardiograma, bem como o0 aumento da concentragéo de troponina cardiaca | (cTnl) e o
aumento do racio proteina C-reactiva/haptoglobina (Geisen et al. 2007; Mastrorilli et al. 2007;
Greene et al. 2012; Knopfler et al. 2017).

9. Profilaxia

A vacinagdo apresenta-se como uma excelente medida profilatica que permite a dimi-
nuicao da prevaléncia da infe¢cdo, bem como a diminuicdo das consequéncias que advém da
mesma.

A utilizacdo de vacinas atenuadas permite uma melhor imunizacdo que as vacinas

inativadas utilizadas atualmente, no entanto a pouca estabilidade das mesmas e o risco de
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reversao para um estado de viruléncia determinou a sua substituicdo (Greene et al. 2012).

As primeiras vacinas a serem introduzidas eram bivalentes, garantindo a imunizacéo
contra os serogrupos Icterohaemorrhagiae e Canicola, no entanto, atualmente estao disponi-
veis vacinas que incluem os serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae, Australis e
Grippotyphosa (Greene et al. 2012; Sykes 2014; Schuller et al. 2015).

Segundo a World Small Animal Veterinary Association (WSAVA) a vacina deve ser
administrada em cachorros a partir das 8 semanas de vida e repetida duas a quatro semanas
apoés a primeira dose. Em cées adultos vacinados pela primeira vez recomenda-se a adminis-
tracdo de duas doses de vacina com duas a quatro semanas de intervalo. A vacinagéo contra
a leptospirose deve ser repetida anualmente (Day et al. 2016).

Varios estudos tém sido realizados com o objetivo de determinar o inicio do estabele-
cimento da imunidade induzida pela vacinacdo e a sua duracdo (Wilson et al. 2013a; Wilson
et al. 2013b; Klaasen and Adler 2015; Bouvet et al. 2016). Um estudo realizado por Bouvet et
al. (2016) concluiu que o estabelecimento de imunidade ocorre duas semanas apos a vacina-
¢cdo com uma vacina trivalente prevenindo-se a mortalidade, o aparecimento de sinais clinicos,
a eliminag&o de bactérias a nivel renal e o desenvolvimento de um estadio de portador assin-
tomatico. A imunidade induzida pela administracdo da vacina quadrivalente apresenta a du-
racdo de pelo menos um ano (Wilson et al. 2013b).

A vacinagdo contra os serovares previamente descritos pode induzir imunidade cru-
zada para outros, como demonstrado por Bouvet et al. (2020).

Por outro lado, uma vez que a duracdo da imunidade apés infe¢éo natural € desco-
nhecida e o animal pode ser exposto a um serovar diferente, recomenda-se que a vacinagao
do mesmo seja realizada o mais rapidamente possivel apds a recuperagéo clinica (Schuller
et al. 2015).

Além da vacinacao adequada, existem outras medidas que podem ser adotadas de
modo a diminuir o risco de infe¢cdo por Leptospira spp., nomeadamente o controlo dos hospe-
deiros definitivos, mais propriamente dos roedores, e a diminuicdo da exposicéo a fontes de
agua (Greene et al. 2012; Schuller et al. 2015).

Outra medida passa pela prevencgéo da infecdo de cdes que coabitem com cées infe-
tados, apesar do potencial destes animais como transmissores de infecdo seja ainda desco-
nhecido, recomendando-se assim a administracdo de doxiciclina durante duas semanas
mesmo que estes ndo apresentem sintomatologia compativel com a doenca (Schuler et al.
2015).

10. Saude Puablica
A infecdo humana ocorre apos contacto direto ou indireto com a urina de animais infe-
tados ou com fontes de agua ou solo contaminados.
24



Desta forma, a transmissdo da doenca esté fortemente relacionada com fatores ambi-
entais, homeadamente com a precipitacdo, cheias, catstrofes naturais, expansado urbana
descontrolada e com condi¢cBes higiossanitarias precarias, apresentando prevaléncias muito
variaveis, mas ocorrendo com maior frequéncia em paises em desenvolvimento (Pappas et
al. 2008; Schneider et al. 2015). Os fatores de risco mais frequentemente associados a lep-
tospirose humana relacionam-se com a realizacéo de atividades que envolvam contacto com
animais silvestres e roedores, o trabalho no sector agropecuario e a pratica de Medicina Ve-
terinaria (Schuller et al. 2015; Samir et al. 2015). Apesar dos roedores serem considerados a
maior fonte de infegdo para os humanos, a medicina baseada no conceito de “One Health”
motivou a realizacdo de estudos epidemioldgicos que procuram definir qual o papel dos dife-
rentes hospedeiros na transmisséo zoonotica, identificando possiveis correlagfes entre a pre-
valéncia de leptospirose em humanos com a prevaléncia encontrada em vacas, porcos, cava-
los e cées (Schneider et al. 2015; Guernier et al. 2016; Barragan et al. 2016; Jorge et al. 2017;
Lau et al. 2017).

Os humanos, sendo hospedeiros acidentais de Leptospira spp., apresentam um peri-
odo de eliminacdo destas bactérias pela via urinaria muito reduzido, sendo por isso a trans-
missao entre humanos praticamente inexistente. Por outro lado, apesar do papel da espécie
canina na transmissao zoonoética nao estar totalmente esclarecido, varios estudos tém com-
provado que esta espécie pode assumir o papel de portador assintomético, eliminando bac-
térias do género Leptospira pela urina durante varios meses com consequente contaminacao
do ambiente (Khorami et al. 2010; Lelu et al. 2015; Samir et al. 2015; Harkin and Hays 2016;
Sant’Anna et al. 2017; Sant’Anna et al. 2018; Zaidi et al. 2018; Miotto et al. 2018a).

O estudo da prevaléncia na espécie canina numa determinada regido é ainda impor-
tante para estimar o nivel de contaminacdo ambiental, uma vez que estes animais estdo mais
frequentemente expostos a fatores de risco, podendo funcionar como sentinelas no que diz
respeito a infecdo humana (Gay et al. 2014; Major et al. 2014; Goarant 2016; Jorge et al.
2017).

Os tutores de caes infetados devem ser alertados para o potencial zoon6tico da do-
enca e para os fatores de risco associados a mesma de forma a evitar o contacto com as
fontes de infecdo as quais o seu animal foi exposto. Um estudo desenvolvido por Barmettler
et al. (2011) concluiu que o desenvolvimento de titulacbes positivas em tutores de caes infe-
tados por Leptospira spp. € raro. Por outro lado, o risco zoon6tico em ambiente hospitalar foi
também avaliado, concluindo-se que nenhum dos veterinarios ou enfermeiros envolvidos no
tratamento de cdes com diagnostico de leptospirose era seropositivo para esta doenca. Nao
obstante os resultados obtidos neste estudo, recomenda-se a implementacdo de medidas de

higiene e seguranca que visem diminuir o risco de transmissdo (Tabela 2) (Schuller et al.
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2015). O panorama em Portugal relativamente a Leptospirose humana foi alvo de estudo em
2006, verificando-se a existéncia de 1024 casos de infecdo e 183 mortes durante um periodo
de 18 anos. O mesmo estudo verificou que a taxa de incidéncia média no arquipélago dos
Acores era muito superior & encontrada no arquipélago da Madeira e em Portugal continental
(Vieira et al. 2006).

Sendo considerada uma Doenca de Declaracéo Obrigatéria, os dados mais recente-
mente publicados pela Direcdo Geral de Saude (2017) registam a notificacdo de 105 casos

de Leptospirose Humana no ano de 2016.

Tabela 2 - Recomendac8es de higiene e seguranca em ambiente hospitalar (adaptado de Schul-
ler et al. 2015).

Iniciar antibioterapia o mais rapido possivel de forma a interromper a eliminacéo de bacté-
rias

Desinfetar superficies que estejam em contacto com animais infetados ou com a urina dos
mesmos

Internar os cées infetados em isolamento e evitar a circulagdo dos mesmos no hospital

Recorrer a algaliacdo de forma e evitar a contaminacdo do ambiente com a urina do paci-
ente

Lavar as maos antes e ap0s o contacto com cées infetados

Utilizar material de protegdo pessoal como luvas, bata descartavel, mascara e 6culos zo-
nas contaminadas

Inativar a urina de caes infetados com desinfetante

Considerar o sangue e a urina de caes infetados residuos hospitalares
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Parte Ill - Leptospirose canina: estudo retrospetivo sobre a relagao entre
as alterac6es hematoldgicas, achados ecograficos e desfecho clinico
1. Objetivos do estudo

Este estudo incidiu sobre uma amostra de populacdo canina naturalmente infetada
com leptospirose e teve como objetivos analisar:

- As caracteristicas da amostra quanto a idade no momento do diagndstico, o sexo, e
araca.

- As caracteristicas da amostra quanto ao estado de vacinacao, estilo de vida, realiza-
¢do de atividades como a caga e ainda ao contacto com roedores, animais silvestres ou fontes
de agua.

- A frequéncia dos diferentes estimulos iatrotrépicos bem como dos dados de anam-
nese e das alterac6es verificadas no exame fisico.

- A frequéncia de recurso a cada um dos testes diagnosticos ao dispor, nomeadamente
recurso ao MAT e ELISA, e ainda analise dos resultados obtidos.

- As alteracdes nos resultados do hemograma e das analises bioquimicas no dia de
apresentacgdo a consulta.

-A existéncia de uma possivel relacdo entre a presenca de trombocitopenia e o desfe-
cho clinico dos casos.

- A frequéncia do recurso a urianalise e analise dos seus resultados.

- As alteracges verificadas no exame ecografico, com maior destaque para as altera-
¢Oes exibidas a nivel renal e hepatico.

-A existéncia de uma possivel relagdo entre as alteragbes verificadas nas analises
bioquimicas, nomeadamente na concentracao de ureia, creatinina, FAS e ALT e a presenca
de altera¢des no exame ecogréfico.

- A existéncia de uma possivel relacao entre as alteracdes verificadas no exame eco-
grafico com o desfecho do caso clinico.

- O recurso a dialise.

- A frequéncia de desenvolvimento de quadro pulmonar e/ou oliguria/andria durante a
hospitalizacao, bem como avaliar a possivel relacdo entre o desenvolvimento destes quadros
e o desfecho do caso clinico.

- A frequéncia de alta médica, ou por outro lado, ocorréncia de morte natural ou por

eutanasia bem como as causas da mesma.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Amostragem

A amostra do nosso estudo € constituida por 17 cdes (N=17) diagnosticados com
leptospirose no Hospital Veterinario do Atlantico durante um periodo de quatro anos (marco
de 2014 a margo de 2018).

2.2. Critérios de Inclusao

No estudo foram incluidos todos os canideos com diagndstico positivo de leptospirose,
considerando-se um caso positivo quando se verificou:

-Titulagdes no teste de ELISA de IgM e/ou IgG superiores a 1:200 sem histéria de
vacinagao ha pelo menos 12 meses.

-PCR de sangue e/ou urina positivo com ou sem historia de vacinagao.

Além disto, todos os animais deviam apresentar registo completo das suas
informag0des béasicas, dados de anamnese, sinais clinicos, meios de diagndstico utilizados e
ainda uma descricao detalhada das alteragfes verificadas no exame ecografico bem como o

desfecho do caso clinico.

2.3. Critérios de excluséo

Foram excluidos do estudo todos os animais vacinados com suspeita de leptospirose
cujo teste de diagnoéstico escolhido ndo tenha sido o PCR, bem como qualquer animal cujo
diagnostico tenha sido realizado recorrendo apenas aos testes rapidos, sem confirmagéo do
mesmo por outros testes seroldgicos ou de PCR. Este critério foi principalmente motivado pela
utilizacdo do teste rapido de ELISA no CAMV em questdo, teste este que apresenta uma
menor concordancia com os resultados obtidos por MAT.

Animais com suspeita ou confirmagdo de leptospirose que apresentassem
comorbilidades foram excluidos do estudo, bem como cédes que ndo tenham sido submetidos
a exame ecogréfico ou cuja descrigdo das alteragfes verificadas neste exame ndo tenham

sido registadas de forma completa e detalhada.

2.4. Procedimentos

2.4.1. Consulta
Durante a consulta foram colocadas questfes para obtencédo da histéria pregressa e
do estimulo iatrotropico, bem como realizado um exame fisico com o objetivo de detetar alte-

ragdes clinicas nos caes.

28



2.4.2. Andlises bioquimicas e hemograma

Foram realizadas analises bioquimicas e hemograma em todos o0s canideos
integrantes do estudo, sendo que a extensao das analises bioquimicas foi varidvel. Em alguns
animais foram realizadas andlises sanguineas mdltiplas vezes, no entanto, no nosso estudo
apenas as primeiras analises foram utilizadas para efeitos estatisticos.

Nos casos de referéncia, as andlises utilizadas séo as realizadas no CAMV referente
caso existam registos das mesmas e ndo tenham sido repetidas no HVA no dia de
apresentagdo a consulta. Quando as analises foram realizadas no HVA, os parametros de
hemograma foram avaliados com recurso ao analisador automético VetScan HM5
Hematology Analyzer e os parametros bioquimicos foram avaliados através do analisador
automatico Fuijifilm DRI-CHEM NX500i.

2.4.3. Técnica ecogréfica

Todos os animais foram sujeitos a um exame ecografico completo utilizando o ecé-
grafo GE Logic P6 e uma sonda microconvexa com frequéncia de 4-10 MHz. Os exames nao
foram todos realizados pelo mesmo operador, existindo dois médicos veterinarios responsa-
veis pela realizagdo dos mesmos. No entanto, os exames seguiram um procedimento idéntico
que incluiu a observacao e avaliacdo de todos os 6rgdos abdominais e a descricdo detalhada
de todas as irregularidades encontradas.

As dimensdes dos rins, dos linfonodos e do bago foram avaliadas de forma subjetiva.
A ecogenecidade do cortex renal foi comparada com a ecogenecidade do baco, considerando-
-se hiperecogénico quando apresentava ecogenecidade igual ou superior a do parénquima
esplénico. O mesmo foi considerado espessado quando exibia uma espessura superior a da
medula. A existéncia de dilatagéo pélvica foi registada sempre que a pélvis renal apresentava
uma altura superior a 3mm quando avaliada em plano transverso. Por sua vez, o figado foi
considerado hipoecogénico quando a parede dos vasos porta surgia mais proeminente na
imagem contrastando com 0 parénquima menos ecogénico. A hepatomegalia verificou-se
sempre que os lobos hepaticos apresentavam os bordos arredondados e quando este érgdo
se estendia desde a zona do estbmago até ao rim direito, aumentando o contacto com o Ul-

timo.

2.5. Recolha de dados e analise estatistica

A identificacdo dos animais e recolha dos dados de cada um foi conseguida com re-
curso ao software OranGest VET®, sendo a informacéo relativa a cada caso inserida numa
base de dados do Microsoft Excel 2016. Os dados colhidos incluem: a idade, a raca, o sexo,

o estado reprodutivo do animal, a data de apresentacéo, o estado de vacinagéo, o estilo de
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vida (outdoor/indoor), as atividades praticadas pelos animais, o0 contacto com animais silves-
tres e/ou roedores, 0 acesso a fontes de 4gua, dados relativos & anamnese e estimulos iatro-
trépicos, os sinais clinicos exibidos em consulta, os resultados das analises laboratoriais (he-
mograma, analises bioquimicas, urianalise, racio UPC e urocultura), resultados dos exames
de diagnéstico especificos (ELISA e PCR), as alterac@es verificadas no exame ecogréfico, a
realizacao de radiografia toracica, o tratamento instituido, o recurso a dialise, o desenvolvi-
mento de quadro pulmonar e/ou andria/oliguria durante a hospitalizacao, a duracao da hospi-
talizac@o e o desfecho do caso clinico (alta médica, eutanasia ou morte natural e causa da
morte, caso tenha ocorrido).

A andlise dos dados foi realizada através de estatistica descritiva e inferencial, utili-
zando-se o software SPSS-24.0 (Statistical Package for the Social Sciences). Para realizacdo
da analise descritiva foram utilizados diversos parametros para avaliar a distribuicdo das va-
ridveis, nomeadamente a frequéncia, percentagem, média e desvio-padrao.

Para realizacao da andlise inferencial, e tendo em considera¢cdo o cumprimento dos
critérios necessarios para a realizacao de testes paramétricos, nomeadamente o tamanho
reduzido da amostra (n=17), foram utilizados testes nao-paramétricos.

Para verificar a existéncia de associagdes entre as variaveis em estudo foi aplicado o
teste do Qui-Quadrado (x2), teste este que serve para testar se dois ou mais grupos indepen-
dentes diferem relativamente a uma determinada caracteristica, isto €, se a frequéncia com
gue os elementos da amostra se repartem pelas classes de uma variavel qualitativa € ou nao
aleatéria. Foi também utilizada a significancia do teste exato de Fisher quando sugerido pelo
software. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando o p-value
obtido era inferior a 0,05.

Para a apresentacdo dos dados recorreu-se ao uso de tabelas e graficos, com os da-

dos estatisticos antecedidos de analise.

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo demografica da amostra

A amostra estudada (N=17) era constituida por dez machos (58,8%) e sete fémeas
(41,2%), sendo uma delas esterilizada. Estes animais apresentavam uma idade média de
62,24 + 43,68 meses, idades estas compreendidas entre os 3 meses e 0s 139 meses (apro-
ximadamente 11 anos) (Grafico 1).

No estudo foram incluidos canideos sem raca definida (5/17), bem como animais de
raca nomeadamente Basset Hound (1/17), Border Collie (1/17), Braco Alemao (1/17), Céo
d’Agua Portugués (1/17), Dalmata (1/17), Dogue Alemé&o (1/17), Dogue de Bordeaux (1/17),
Epagneul Breton (1/17), Labrador (1/17), Pastor Alemé&o (2/17) e Pointer Inglés (1/17).
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Grafico 1 - Distribuicdo daidade dos animais
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3.2. Estilo de vida da amostra

Quanto ao estilo de vida dos canideos da amostra, oito dos animais tinham acesso ao
exterior sem monitorizagéo (47,1%), um tinha acesso monitorizado ao exterior (5,9%) e oito
tinham acesso apenas a quintal (47,1%). Com base na histéria pregressa foi possivel apurar
que dez caes tinham contacto frequente com roedores (58,8%), trés tinham contacto com
animais silvestres através de atividades de caca (17,6%) e dois tinham acesso a fontes de

agua (11,8%).

3.3. Vacinacgéo

Dos 17 animais presentes do estudo, apenas um se encontrava corretamente vaci-
nado, embora a vacina administrada conferisse prote¢éo apenas contra o serogrupo Canicola,
serovariedade Portland-vere, e o serogrupo Icterohaemorrhagiae, serovariedade Copenha-
geni. Desta forma, 94,1% (n=16) dos canideos integrados no estudo nunca tinham sido vaci-

nados contra a leptospirose ou apresentavam a vacinacao em atraso.

3.4. Testes de diagndstico

Em relacdo aos testes de diagnoéstico, dos 13 canideos sujeitos ao teste sorolégico de
ELISA (76,5%) 12 revelaram titulaces positivas (92,3%).

Por outro lado, dez animais realizaram PCR, sendo que 90% apresentaram um resul-
tado positivo. As amostras analisadas incluiram o sangue (4/10), a urina (3/10) ou ambos

(3/10).
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E ainda importante realgar que seis animais incluidos do estudo realizaram os dois

testes de diagndstico em simultaneo.

3.5. Estimulos iatrotropicos e anamnese

Os motivos que mais frequentemente conduziram os detentores dos animais presen-
tes no estudo a procurarem auxilio médico-veterinario ou sinais mencionados na anamnese
incluem a letargia (n=14; 82,4%), a anorexia (n=12; 70,6%) e o vémito (n=9; 52,9%). De forma
menos frequente, a diarreia (n=5; 29,4%), a polidipsia (n=3; 17,6%), a polidria (n=2; 11,8%),
e a perda de peso (n=2; 11,8%) foram mencionados como estimulos iatrotrépicos ou como

dados da anamnese.

3.6. Exame fisico

As alteracBes de exame fisico mais frequentemente encontradas incluem a desidrata-
¢cdo, apresentada por mais de metade dos animais (n=9; 52,9%), e a dor abdominal (n=8;
47,1%). Por sua vez, alteragcbes como a auscultacdo cardiopulmonar alterada, a hipotermia,
a presenca de mucosas hiperémicas ou ictéricas foram registadas em 17,6% (n=3) dos ani-
mais. A febre, a linfadenomegalia, a presenca de petéquias e a taquicardia foram alteracdes
exibidas por apenas 11,8% (n=2) dos animais do estudo (Tabela 3).

Tabela 3 - AlteracBes detetadas no exame fisico

Nao Sim
n % n %
Desidratacdo 8 471 9 529
Dor abdominal 9 529 8 471
ACP alterada 14 82,4 3 17,6
Hipotermia 14 82,4 3 17,6
Mucosas hiperémica: 14 824 3 17,6
Mucosas ictéricas 14 824 3 17,6
Febre 15 88,2 2 11,8
Linfadenomegalia 15 88,2 2 11,8
Petéquias 15 88,2 2 11,8
Taquicardia 15 88,2 2 11,8
Dispneia 16 94,1 1 59
Taquipneia 16 94,1 1 5,9
Hipertensao 16 94,1 1 5,9

Legenda: ACP — Ausculta¢do cardiopulmonar

32



3.7. Analises bioquimicas

Todos os animais participantes no nosso estudo foram sujeitos a andlises bioquimicas

de extensao variavel. Os resultados das mesmas encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - AlteragcGes detetadas nas analises bioquimicas

Nao fez Diminuida Normal Aumentada Total

n n % % n % %
Ureia — — — — — 17 100 17 100,0
Creatinina — — — — — 17 100,0 17 100,0
ALT _ — — 8 47,1 9 52,9 17 100,0
FAS — — — 3 17,6 14 82,4 17 100,0
Cl 3 7 50,0 7 50,0 — — 14 100,0
K 3 4 28,6 8 57,1 2 14,3 14 100,0
Na 3 11 78,6 3 21,4 — — 14 100,0
PT 15 — — 1 50,0 1 50,0 2 100,0
Albumina 5 — — 11 91,7 1 8,3 12 100,0
Bilirrubing 12 — — 1 20,0 4 80,0 5 100,0
Fésforo 14 — — 1 33,3 2 66,7 3 100,0
Glucose 5 1 8,3 5 41,7 6 50,0 12 100,0

3.8. Hemograma

Todos os animais que integram o estudo foram sujeitos a hemograma, cujos resultados

se encontram descritos de forma mais detalhada na Tabela 5. As alteragfes mais frequente-

mente encontradas incluem a presenca de leucocitose (n=11; 65%), de neutrofilia (n=10;59%),

de trombocitopenia (n=10; 59%) e de anemia (n=5; 29%).

Tabela 5 - AlteracBes detetadas no hemograma

Sim

Leucocitose
Leucopenia
Linfocitose
Linfopenia
Monocitose
Monocitopenia
Neutrofilia
Neutropenia
Anemia
Eritrocitose
Trombocitopenia
Trombocitose

%

Né&o
%

6 35
17 100
15 88
16 94
15 88
17 100

7 41
17 100
12 71
17 100

7 41
16 94

11

N P DN

10

65

12
6
12

59

29

59
6
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3.9. Relacéo entre existéncia de trombocitopenia e o desfecho do caso
clinico

Da associacdo entre a trombocitopenia e a existéncia de alta médica apenas metade
dos casos que apresentavam trombocitopenia resultaram em 6bito (n=5; 50%); contudo, ndo
existe uma associacao significativa (p=1,000), o que sugere uma relagédo de independéncia

entre as duas variaveis (Tabela 6).

Tabela 6 - Relagao entre a trombocitopenia e o desfecho clinico

Trombocitopenia
N&o Sim Total
Alta Nado n 4 5 9
médica % Alta médica 44,4%  55,6% 100%
% Trombocitopenic 57,1% 50,0% 52,9%
Sim n 3 5 8
% Alta médica 37,5% 62,5% 100%
% Trombocitopenic 42,9%  50,0% 47,1%
Total n 7 10 17
% Alta médica 41.2% 58,8% 100%
% Trombocitopenic  100% 100% 100% 1,000
(p=Teste de Fisher)

3.10. Urianalise
Apenas quatro dos 17 canideos presentes no estudo realizaram urianalise, sendo que

todos exibiam proteindria (4/4), 75% apresentavam hematuria (3/4) e metade piaria (2/4).

3.11. Alteragdes ecogréficas
Todos os animais do estudo foram sujeitos a um exame ecografico completo, sendo
dado um maior destaque a ecografia renal e hepatica uma vez que estes sdo 0s 6rgaos mais

frequentemente afetados aquando de uma infegéo por Leptospira spp..

3.11.1. Ecografia renal

No exame ecografico foram detetadas alteracées renais em 13 dos 17 animais inclui-
dos no estudo (76,5%). Estas alteracdes incluiram o aumento da ecogenecidade do cértex
renal (n=10; 58,8%) e renomegalia (n=8; 47,1%). As restantes alteracGes observadas encon-

tram-se descritas na Tabela 7.
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Tabela 7 - AlteracBes detetadas na ecografia renal

Ecografia Renal (Alteracdes)
N&ao Sim Total
n % n % n %
Aumento da ecogenicidade do cortex 7 41,2 10 58,8 17 100,0
Renomegalia 9 529 8 471 17 100,0
Liquido perirenal 13 76,5 4 235 17 100,0
Medullary Rim Sign 15 88,2 2 118 17 100,0
Liquido subcapsular 15 88,2 2 118 17 100,0
Pielectasia 16 94,1 1 59 17 100,0
Perda de diferenciacdo corticomedular 17 100,0 S —_ 17 100,0
Hiperecogenecidade difusa 17 100,0 — — 17 100,0
Calcificacdo da medula renal 17 100,0 S - 17 100,0

3.11.2. Ecografia hepética

A ecografia hepética estava alterada em 11 dos 17 animais estudados (64,7%) (Tabela
8).

Tabela 8 - Alterac6es detetadas na ecografia
hepética

Ecografia Hepética (Alterada)

n %
Nao 6 35,3
Sim 11 64,7

Ecografia Hepética (Alteracdes)
Hepatomegalia

N&o 9 52,9

Sim 8 47,1
Hiperecogenecidade

Nao 17 100,0
Hipoecogenecidade

Nao 13 76,5

Sim 4 23,5

3.11.3. Restante exame ecografico
Relativamente ao restante exame ecogréfico, foram detetadas alterag6es em nove ani-
mais, verificando-se que a vesicula biliar era o 6rgdo mais frequentemente afetado (n=7;
41,2%) (Tabela 9). Os achados ecograficos da vesicula biliar descritos neste estudo incluem
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a presenca de lamas biliares (4/17), o espessamento da parede (3/17), a hiperecogenecidade

da parede (1/17) e o edema da parede (1/17).

Tabela 9 - Alteracfes detetadas no
restante exame ecogréfico

n %
Vesicula Biliar
Nao 10 58,8
Sim 7 41,2
Linfonodos
Nao 14 82,4
Sim 3 17,6
Baco alterado
Né&o 15 88,2
Sim 2 11,8
Estdmago
Nao 16 94,1
Sim 1 5,9
Liguido Livre
Nao 16 94,1
Sim 1 5,9
Peritonite
N&o 16 94,1
Sim 1 59
Total 17 100

3.12. Relacado entre a concentracao de ureia e creatinina e alteracdes na
ecografiarenal

Uma vez que todos os animais, independentemente de exibirem alteracfes na ecogra-
fia renal, apresentaram concentracdes aumentadas de ureia e creatinina é impossivel inferir

a existéncia de associagéo entre as duas variaveis.

3.13. Relacéao entre a concentracdo de FAS e ALT e alteracdes na ecogra-
fia hepética

Da associacdo entre a concentracdo de FAS e a existéncia de alteracfes no exame
ecografico do figado verificou-se que nao existe associa¢ao significativa entre as duas varia-
veis (p=1,000) (Tabela 10).

Da mesma forma, néo foi encontrada associacao significativa entre a concentracéo de

ALT e a presenca de alteragcfes na ecografia hepatica (p=0,620) (Tabela 11).
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Tabela 10 - Relagao entre a concentracdo de FAS e a ecografia hepéatica

Eco Hepatica Alterada
N&ao Sim Total p
FAS Normal n 1 2 3
% FAS 33,3% 66,7% 100%
% EcoHepAlt. 16,7% 18,2% 17,6%
Aumentada n 5 9 14
% FAS 357% 64,3% 100%
% EcoHepAlt. 83,3% 81,8% 82,4%
Total n 6 11 17
% FAS 35,3% 64,7% 100%
% EcoHepAlt. 100% 100% 100% 1,000
(p=Teste de Fisher)

Tabela 11 - Relagdo entre a concentracédo de ALT e a ecografia hepética

Eco Hepatica Alterada
N&o Sim Total p
ALT Normal n 2 6 8
% ALT 25,0%  75,0% 100%
% EcoHepAlt. 33,3% 545% 47,1%
Aumentada n 4 5 9
% ALT 44,4%  55,6% 100%
% EcoHepAlt. 66,7% 455% 52,9%
Total n 6 11 17
% ALT 35,3% 64,7% 100%
% EcoHepAlt. 100% 100% 100% 0,620
(p=Teste de Fisher)

3.14. Relacdo entre a existéncia de alteracdes na ecografia renal e desfe-
cho do caso clinico

Da associacao entre a existéncia de altera¢cbes na ecografia renal e a morte dos ani-
mais é possivel inferir que dos casos que apresentaram a ecografia renal alterada (n=13;
76,5%) a maioria ndo teve alta médica (n=8; 61,5%); contudo, ndo foi encontrada uma asso-
ciacdo significativa (p=0,294) no nosso estudo, 0 que sugere uma relacdo de independéncia

entre as duas variaveis (Tabela 12).
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Tabela 12 - Relacdo entre a ecografia renal e o desfecho clinico

Eco Renal Alterada
Nao Sim Total
Alta Ndo n 1 8 9
médica % Alta médica 11,1%  88,9% 100%
% Eco Renal Alt. 25,0% 61,5% 52,9%
Sim n 3 5 8
% Alta médica 37,5% 62,5% 100%
% Eco Renal Alt. 75,0% 38,5% 47,1%
Total n 4 13 17
% Alta médica 235% 76,5% 100%
% Eco Renal Alt. 100% 100% 100% 0,294
(p=Teste de Fisher)

3.15. Relacao entre a existéncia de alteracdes na ecografia hepatica e des-
fecho do caso clinico

Da associagao entre a presenca de alteracdes na ecografia hepatica e a alta médica
€ possivel observar que dos casos que apresentaram alteracées no exame ecogréfico deste
orgdo (n=11; 64,7%) a maioria ndo sobreviveu (n=6; 54,5%); contudo, ndo existe uma asso-
ciacdo significativa (p=1,000), o que sugere uma relacdo de independéncia entre as duas
variaveis (Tabela 13).

Tabela 13 - Relacéo entre a ecografia hepatica e desfecho clinico

Eco Hepatica Alterada
N&o Sim Total p

Alta Ndo n 3 6 9
médica % Alta médica 33,3% 66,7% 100%
% Eco Hep. Alt. 50,0% 54,5% 52,9%
Sim n 3 5 8
% Alta médica 37,5% 62,5% 100%
% Eco Hep. Alt. 50,0% 455% 47,1%
Total n 6 11 17
% Alta médica 35,3% 64,7% 100%

% Eco Hep. Alt. 100% 100% 100% 1,000

(p=Teste de Fisher)

3.16. Dialise

O recurso a este tratamento sé aconteceu em dois casos do nosso estudo, casos es-
ses que se apresentavam refratarios aos protocolos instituidos com o objetivo de eliminar a
azotemia. Destes animais, um sobreviveu e outro morreu, tendo completado apenas uma ses-

sdo de dialise antes da morte.
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3.17. Radiografia toracica e hemorragia pulmonar
Dos 17 animais estudados, apenas sete realizaram radiografia toracica no decorrer da
hospitalizacdo e destes, 6 apresentaram alteracdes radiograficas compativeis com a existén-

cia de hemorragia pulmonar.

3.18. Desenvolvimento de quadro pulmonar e quadro anuarico/oligurico
durante a hospitalizacéo

Os resultados do estudo indicam que oito animais desenvolveram um quadro pulmonar
durante a hospitalizacéo (47,1%), considerando-se para este efeito os animais que apresen-
taram alteracfes na radiografia toracica, alteracées na auscultacao cardiopulmonar e/ou dis-
pneia.

Por outro lado, apenas um cao desenvolveu um quadro andrico/oligurico durante o

periodo de hospitalizagéo (5,9%).

3.19. Relacao entre o desenvolvimento de quadro pulmonar e o desfecho
do caso clinico

O estudo procurou verificar a existéncia de relacéo entre o desenvolvimento de quadro
pulmonar durante a hospitalizagdo com a morte dos animais, no entanto ndo foram encontra-
das evidéncias significativas de que estas variaveis sejam dependentes (p=0,637) (Tabela
14).

Tabela 14 - Relacéo entre o desenvolvimento de quadro pulmonar e o desfecho

clinico
Alta Médica
N&o Sim Total p

Desenv. Nao n 4 5 9
quadro % Desenv Quad Pulm 44,4%  55,6% 100%
pulmonar % Alta Médica 44.4%  62,5% 52,9%
Sim n 5 3 8
% Desenv Quad Pulm 62,5% 37,5% 100%
% Alta Médica 55,6% 37,5% 47,1%
Total n 9 8 17
% Desenv Quad Pulm 52,9% 47,1% 100%

% Alta Médica 100% 100% 100% 0,637

(p=Teste de Fisher)
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3.20. Relacao entre o desenvolvimento de quadro andrico/oligurico e o
desfecho do caso clinico

Outro dos objetivos do estudo passava pelo apuramento de uma possivel relacdo entre
o desenvolvimento de um quadro de anuria ou oligdria durante a hospitalizacdo e a morte dos
animais, tendo-se verificado que a associacdo das duas variaveis nao foi significativa
(p=1,000) (Tabela 15).

Tabela 15 - Relacéo entre o desenvolvimento de quadro anarica/oliglrico e o
desfecho clinico

Alta Médica
N&o Sim Total P
Desenv. N&o n 8 8 16
quadro % Desenv Quad Anuricc  50,0% 50,0% 100%
anurico % Alta Médica 88,9% 100,0% 94,1%
oligoanurico gjm n 1 0 1
% Desenv Quad Anuricc 100,0% 0,0% 100%
% Alta Médica 11,1% 0,0% 5,9%
Total n 9 8 17
% Desenv Quad Anuricc 52 9% 47 1% 100%
% Alta Médica 100% 100% 100% 1,000
(p=Teste de Fisher)

3.21. Alta médica e causa da morte
Apenas oito animais tiveram alta médica, isto é, 52,9% dos animais morreram no de-
curso da infec@o por Leptospira spp.. A principal causa que potenciou a morte dos animais foi

o desenvolvimento de hemorragia pulmonar (55,6%). Trés caes foram sujeitos a eutanasia.

4. Discusséo

Os objetivos do nosso estudo centraram-se na caraterizacdo de uma amostra de ca-
nideos infetados com Leptospira spp., bem como na analise de possiveis relagdes entre as
alteracdes hematoldgicas, achados ecograficos e desfecho clinico dos casos.

Devido ao carater retrospetivo do estudo, nem todas as variaveis em andlise foram
avaliadas em todos os animais, 0 que pode comprometer a veracidade da frequéncia com que
algumas alteracfes foram detetadas. Por outro lado, tendo em conta que 0 nosso estudo
apenas integra animais infetados, ndo contemplando nenhum grupo controlo, néo foi possivel
determinar se variaveis como a idade, o sexo, a raga, o estilo de vida e atividades desenvol-
vidas pelos animais podem ser consideradas fatores predisponentes para a infecao.

Uma vez que apenas quatro animais em 17 apresentavam idades inferiores a um ano,
os resultados obtidos em relacédo a esta variavel estdo de acordo com as conclusfes de di-

versos estudos que afirmam que o risco de infecdo em animais com idades inferiores a um
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ano € menor (Ward et al. 2002; Grayzele and DeBess 2016; Delaude et al. 2017; Lopez et al.
2019). Além disto, a maioria dos animais estudados apresentou idades compreendidas entre
0s quatro e os dez anos de idade, o que é compativel com os resultados obtidos por Ward et
al. (2002).

Em relacdo ao sexo, no estudo desenvolvido, 58,8% dos animais infetados eram ma-
chos o que se coaduna com os resultados obtidos em diversos estudos (Kikuti et al. 2012;
Lépez et al. 2019; Smith et al. 2019).

Em relagéo ao estilo de vida dos animais incluidos no estudo, oito dos animais tinham
apenas acesso a um quintal, ndo sendo eliminada a hipétese de existir a passagem de roe-
dores nos mesmos, o que pode ter contribuido para a infecado destes animais. Por outro lado,
dos animais com acesso ao exterior, apenas um era monitorizado atentamente pelo tutor,
sendo passeado a trela, enquanto os restantes oito caes do estudo tinham acesso nao moni-
torizado ao exterior.

Tendo em conta que a maioria dos animais estudados se encontra num ambiente rural
ou misto, qualquer um destes estilos de vida permite o contacto com roedores, sendo que 0
acesso ao exterior sem monitorizagéo é, teoricamente, o estilo de vida que oferece maiores
riscos.

O contacto com roedores é considerado o principal fator de risco associado a leptos-
pirose, verificando-se neste estudo que a maioria dos animais mantinha contacto frequente
com 0S mesmos, 0 que esta de acordo com o estudo de Cardenas et al. (2018). No entanto,
0 contacto com animais silvestres, bem como com fontes de agua sdo outros fatores de risco
associados ao desenvolvimento desta infecdo e que se registaram, respetivamente, em dois
e trés dos animais estudados.

Relativamente ao estado vacinal dos animais, o resultado esperado seria a auséncia
de vacinagdo em todos os animais, no entanto, um dos animais incluidos no estudo encon-
trava-se vacinado com uma vacina cuja protecao abrange apenas o serogrupo Canicola e o
serogrupo Icterohaemorrhagiae, podendo estar infetado por outro serogrupo. Deste modo,
como a vacinagdo induz uma resposta imunitaria semelhante a existente aquando de uma
infec@o natural, a exposicao a bactéria foi confirmada por PCR, o que permitiu a inclusédo do
animal no nosso estudo.

Apesar de ser considerado o gold standard, o MAT n&o foi utilizado como meio de
diagnoéstico sorolégico no nosso estudo. As razdes que determinam esta escolha ndo séo
conhecidas, no entanto, podem estar relacionadas com o custo mais elevado deste método
de diagndstico e ainda pelo facto de ser um teste mais moroso que os restantes. Desta forma,
0s meios de diagnéstico utilizados neste estudo incluem o teste sorolégico de ELISA e o PCR,

tendo-se verificando seroconverséo em 92,3% dos animais diagnosticados por ELISA e 90%
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de resultados positivos de PCR.

E importante realcar a obtencdo de um resultado falso-negativo através do teste de
ELISA, tendo sido confirmada posteriormente a infecdo por Leptospira spp. através da reali-
zacao de PCR. A auséncia de seroconversao foi, provavelmente, o que motivou este resul-
tado, sendo importante mencionar que a sensibilidade deste teste oscila entre os 48 a 100%
(Effler et al. 2002; Kucerova et al. 2011; Niloofa et al. 2015).

Apesar de apresentar uma sensibilidade maior, verificou-se a presenga de um falso-
negativo nos resultados obtidos por PCR, tendo sido realizado um teste de ELISA de forma a
confirmar a infecéo (Riediger et al. 2017). Neste caso, a amostra utilizada para realizagdo do
PCR foi sangue, o que pode motivar a obtengcdo de um falso-negativo caso o animal ja ndo
se encontre na fase de bacteriémia. Desta forma, € possivel realcar a importancia da realiza-
¢do de PCR simultaneamente no sangue e urina, 0 que aconteceu em apenas trés dos ani-
mais estudados.

Os dados colhidos relativamente & anamnese e aos estimulos que motivaram a pro-
cura de assisténcia médico-veterinaria revelam que a letargia, a anorexia e o vomito apresen-
taram um maior destaque, resultados estes semelhantes aos obtidos em diversos estudos
(Geisen et al. 2007; Mastrorilli et al. 2007; Tangeman and Littman 2013; Kndpfler et al. 2017;
Sonet et al. 2017). Por outro lado, no nosso estudo as alteragdes mais frequentemente dete-
tadas no exame fisico incluem a desidratacado e a dor abdominal, sinais estes que no estudo
desenvolvido por Geisen et al. (2007) surgem em apenas 31% e 19% dos casos, respetiva-
mente. Segundo Geisen et al. (2007), a alteracdo mais frequentemente encontrada no exame
fisico de animais com leptospirose é a presenca de ictericia, alteragéo esta que surgiu apenas
em 17,6% dos animais da presente amostra analisada. Uma vez que ambos os estudos apre-
sentam aproximadamente o mesmo nimero de animais com sinais de lesdo hepatica e que
na leptospirose canina a ictericia correlaciona-se positivamente com a gravidade da necrose
hepatica, podemos sugerir que os animais estudados por Geisen et al. (2007) apresentavam
lesbes hepéticas mais graves e que, provavelmente, existiu uma maior precocidade na pro-
cura de auxilio por parte dos detentores dos animais do nosso estudo, 0 que determinou uma
menor progressao dos sinais clinicos encontrados.

A leptospirose canina pode manifestar-se de forma aguda, subaguda e crénica (Gre-
ene et al. 2012; Sykes 2014). A forma aguda instala-se rapidamente e conduz a morte dos
animais ainda antes do desenvolvimento de sinais de lesdo renal e/ou hepatica. Por outro
lado, a forma subaguda pressupde uma progressao mais lenta da infe¢cdo, com a detecéo de
sinais relacionados com a insuficiéncia renal e/ou hepatica. Tendo em conta as alteragdes

mais frequentemente encontradas no nosso estudo, e cruzando essa informagéo com a clas-
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sificacdo do tipo de infecdo sugerida por Greene et al. (2012) e Sykes (2014), é possivel afir-
mar que todos os animais incluidos neste estudo apresentavam uma infecdo subaguda por
Leptospira spp. Este resultado é diferente do descrito por Mastrorilli et al. (2007) em que dos
16 animais estudados, apenas um apresentava infecdo subaguda. No entanto, o critério utili-
zado para considerar uma infecdo como sendo subaguda pressupunha a presenca de polidip-
sia e politria num periodo de dez dias antes do surgimento de mais sinais clinicos. E impor-
tante referir que o facto de todos os casos do nosso estudo serem considerados infegoes
subagudas pode ser um resultado sobrestimado, uma vez que devido a velocidade de pro-
gressdo dos casos de infecdo aguda estes animais morrem frequentemente antes do diag-
néstico definitivo de leptospirose e antes de realizarem todos os exames incluidos nos critérios
de incluséo do estudo.

Segundo Reagan e Sykes (2019), a azotemia ocorre em 80 a 100% dos animais infe-
tados, o que se verificou no nosso estudo. Os mesmos autores afirmam que apenas 50% dos
casos apresentam um aumento das enzimas hepaticas, no entanto, no nosso estudo, 82,4%
dos animais mostraram concentracoes de FAS elevadas e 52,9% tinham a concentragéo de
ALT aumentada, o que esta de acordo com os resultados de Geisen et al. (2007) e de Tange-
man e Littman (2013).

E importante salientar que todos os casos estudados mostraram envolvimento renal
na infegdo, mas nem todos apresentavam aumento das enzimas hepaticas, sendo que trés
animais exibiam apenas alteracdes nas analises bioquimicas renais. Os resultados mencio-
nados diferem dos obtidos por Tangeman e Littman (2013) em que metade dos animais apre-
sentavam apenas aumento da ureia e da creatinina, ao contrario dos 17,6% verificados neste
estudo.

Neste estudo ndo foi encontrado nenhum animal que apenas mostrasse alteragbes
nas enzimas hepaticas como demonstrado por McCallum et al. (2018). Estes resultados po-
dem ser explicados pela maior testagem de infecdo em animais que exibam a apresentacéo
tipica de leptospirose, isto €, azotemia e aumento das transaminases, do que em animais que
apresentassem apenas 0 aumento das enzimas hepaticas.

Em relacéo ao ionograma, segundo Greene et al. (2012), as altera¢cbes mais frequen-
temente encontradas incluem a hiponatremia, hipocloremia e a hipocalemia, verificando-se no
nosso estudo que apenas trés animais apresentavam concomitantemente uma concentragao
baixa destes ides. Os resultados obtidos para cada ido foram concordantes com o esperado.

Por sua vez, a concentracéo de albumina apresentou-se normal na quase totalidade
dos animais em que foi avaliado este parametro, sendo que o resultado esperado era a pre-
sencga de hipoalbuminemia. No entanto, é de realcar que a maioria dos animais estudados

estavam desidratados no momento da andlise, o que pode significar que a concentracao de

43



albumina verificada pode nao ser real (Tangeman and Littman 2013).

E importante referir que a concentracdo de bilirrubina s6 era analisada nos animais
que apresentavam ictericia ou um aumento bastante expressivo das enzimas hepéaticas.
Desta forma, € possivel justificar o nimero diminuto de animais que foram sujeitos a esta
analise e o facto de quatro em cinco destes animais apresentar hiperbilirrubinémia.

Segundo Reagan e Sykes (2019), a trombocitopenia esta presente em 20 a 50% dos
animais infetados. No nosso estudo, mais de metade dos animais exibiu esta alteracdo no
hemograma, estando de acordo com os resultados obtidos por véarios autores (Geisen et al.
2007; Mastrorilli et al. 2007; Tangeman and Littman 2013; Barthélemy et al. 2017; Knopfler et
al. 2017).

Um dos objetivos do nosso estudo passou por avaliar se a trombocitopenia estava
associada a uma maior mortalidade, tal como sugerido por Carr et al. (2002). Os resultados
obtidos indicam que metade dos animais que apresentavam uma contagem de plaquetas in-
ferior ao esperado nao sobreviveram, no entanto, esta associagcdo nao foi significativa. Este
resultado pode ser explicado pela dimenséo reduzida da amostra e ainda pelo facto da con-
tagem de plaquetas aqui analisada ter sido realizada numa fase precoce da infecao.

E ainda importante referir que a detecdo de trombocitopenia no hemograma néo foi
confirmada por esfregagco em nenhum dos casos, 0 que pode conduzir a uma sobrestimagao
dos resultados do nosso estudo, uma vez que alguns dos casos de agregacao plaquetéria
podem ter sido contabilizados como casos de trombocitopenia.

Por outro lado, apenas 29% dos animais estudados apresentavam anemia, valor este
que se afasta dos resultados obtidos pela maioria dos estudos (37,5-86%) (Geisen et al. 2007;
Mastrorilli et al. 2007; Barthélemy et al. 2017). A percentagem diminuta de animais com ane-
mia obtida neste estudo pode ser explicada pelo facto do hemograma ter sido realizado no
dia de apresentacdo a consulta, momento este em que nenhum dos animais incluidos mos-
trava sinais de andria/oligaria, de doenca renal crénica ou de perda de sangue. E altamente
provavel que, no decorrer da hospitalizacdo e com o desenvolvimento de novos quadros, no-
meadamente de hemorragia pulmonar, que os hemogramas realizados nesse periodo apre-
sentassem sinais de anemia com maior frequéncia.

No nosso estudo, 65% dos animais apresentam leucocitose e 59% neutrofilia, sendo
estas as alteracdes mais encontradas nos estudos desenvolvidos por Geisen et al. (2007),
Mastrorilli et al. (2007) e Knopfler et al. (2017). Nos estudos de Greene et al. (2012) e de
Reagan and Sykes (2019), as altera¢des mais frequentemente encontradas incluem a leuco-
penia e, mais tarde, a leucocitose com desvio a esquerda e a linfopenia.

Uma vez que apenas quatro animais da amostra foram sujeitos a urianalise, nao po-

dem ser feitas ilagBes significativas sobre os resultados. No entanto, é importante referir que
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o facto de todas as amostras de urina analisadas exibirem sinais de proteinuria € compativel
com a lesdo dos tubulos renais descrita em casos de leptospirose (Greene et al. 2012; Sykes
2014).

Em relacdo a componente imagioldgica do estudo, nenhum animal apresentou um
exame ecografico normal, sendo que 76,5% dos animais apresentaram alteracbes renais;
64,7% exibiam alteracdes hepaticas; e 47,1% alteragdes em ambos os 6rgéos. E importante
mencionar que existe uma discrepancia evidente entre as altera¢c6es detetadas por diferentes
autores, inclusivamente no que diz respeito aos 6rgaos mais afetados. Por exemplo, os resul-
tados obtidos por Kndpfler et al. (2017) revelam uma maior frequéncia de altera¢des hepaticas
e/ou da vesicula biliar enquanto os estudos realizados por Tangeman e Littman (2013) e Sonet
et al. (2017) apontam que o 6rgédo que mais frequentemente exibe altera¢des devido a leptos-
pirose € o rim. Estas discrepancias podem ser justificadas pelo possivel diferente tropismo de
alguns serogrupos para diferentes 6rgaos; pelos diferentes desenhos de estudo, sendo que
alguns apresentam um carater prospetivo e outros retrospetivo; e ainda devido aos diferentes
operadores e diferentes ecografos utilizados nos estudos.

As alteracdes encontradas no nosso estudo estéo de acordo com a descrigdo de Re-
agan e Sykes (2019), bem como com os resultados obtidos por Forrest et al. (1998) e Tange-
man e Littman (2013). Por outro lado, ao compararmos os resultados do nosso estudo com
um estudo mais recente, podemos verificar que as alteragdes mais frequentemente encontra-
das, isto é, 0 aumento da ecogenecidade do cdértex renal e a renomegalia, apresentam uma
frequéncia ainda mais elevada no estudo de Sonet et al. (2017) (100% e 60%, respetiva-
mente). No entanto, além dos achados ecograficos previamente mencionados, Sonet et al.
(2017) detetaram ainda, com elevada frequéncia, o aumento da ecogenecidade da medula, a
perda de diferenciag@o corticomedular e o espessamento do cortex renal. O facto de no es-
tudo desenvolvido ndo terem sido encontradas estas alteracdes, que surgem de forma téo
expressiva nos resultados de Sonet et al. (2017), pode ser justificado pela natureza retrospe-
tiva do nosso estudo, o que pode conduzir a uma descricdo menos detalhada dos achados
ecograficos; e ainda pelo desenho de estudo de Sonet et al. (2017) que previa a observacdo
das imagens pelo mesmo operador em dois momentos diferentes, o que determina uma ana-
lise mais profunda das mesmas.

A acumulacao de liquido perirenal foi descrita por Holloway e O’Brien (2007) como
uma alteragdo que surge associada a insuficiéncia renal aguda e justificada pelo extravasa-
mento de fluidos dos tabulos renais para o intersticio, o que conduz a sobrecarga da drena-
gem linfatica e, consequentemente, & acumulacéo de liquido perto dos rins. A administracdo
de fluidos por via intravenosa pode ser um fator que potencia uma acumulagéo de liquido mais

extensa, no entanto, no nosso estudo ndo temos informacgdo de quantos animais realizaram
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a ecografia antes ou apoés a instituicao de fluidoterapia, ndo sendo possivel determinar se esta
influenciou os resultados obtidos em relacdo a esta alteracdo ecografica.

Um dos objetivos do estudo passou por determinar se existia alguma relacao entre a
presenca de alteracdes na ecografia renal com o desfecho dos casos clinicos, relacéo esta
gue revelou ndo ter relevancia estatistica. Este resultado pode ser justificado pelo facto das
imagens renais obtidas por ecografia hdo apresentarem uma correlacéo direta com a exten-
séo e gravidade da doenca clinica (Syme and Jepson 2017). Por outro lado, no teste estatis-
tico realizado néo foram especificadas quais as alteracdes presentes nem a gravidade das
mesmas. Desta forma, o resultado poderia ter sido diferente caso tivesse sido atribuido um
score as diferentes alteracdes e, dentro das mesmas, diferentes niveis de gravidade.

Outro objetivo do estudo era determinar se existia uma relagéo entre as concentragdes
de creatinina e ureia com a presenca de uma ecografia renal alterada, no entanto, tendo em
conta que todos 0s animais apresentavam estes parametros bioguimicos aumentados, ndo
foi possivel encontrar uma associacéo entre as duas variaveis. Uma forma de contornar este
problema passava pela organizacdo dos valores de concentracdo de ureia e creatinina se-
gundo uma escala de gravidade e, desta forma, verificar se valores mais elevados destes
parametros apresentam alguma relacdo com altera¢cdes mais ou menos extensas no exame
ecografico.

Quanto a ecografia hepatica, segundo Reagan e Sykes (2019), os achados mais fre-
guentes incluem a hipoecogenecidade do parénquima e a hepatomegalia, 0 que esta de
acordo com os resultados obtidos neste estudo e noutros (Tangeman and Littman 2013;
Knopfler et al. 2017; Sonet et al. 2017).

Semelhantemente ao realizado com a ecografia renal, procurou-se a existéncia de
uma associacao entre a presenca de alteragBes imagioldgicas do figado e a morte dos ani-
mais, no entanto, as duas variaveis sao independentes. Mais uma vez, a atribuicdo de um
score aos diferentes achados ecograficos e a gravidade dos mesmos podia conduzir a obten-
¢do de um resultado diferente.

A possivel relacdo entre a concentracdo das enzimas hepéaticas e a presenca de alte-
ragdes na ecografia deste 6rgéo foi também avaliada, concluindo-se que estas variaveis nao
apresentaram uma associacao significativa. E importante realcar que o aumento das enzimas
hepaticas ocorre com maior frequéncia do que a ocorréncia de doenca e lesédo hepatica uma
vez que outras causas externas ao figado, como por exemplo infe¢Bes sistémicas ou altera-
¢Bes gastrointestinais, podem induzir um aumento da concentracdo destas enzimas, o que
pode justificar os resultados obtidos (Cocker and Richter 2017). N&o obstante, uma nova ana-
lise que contemple diferentes niveis de aumento da concentracdo de ALT e FAS, bem como

diferentes graus de alteracdes (ecogenicidade e ecotextura do parénquima) observadas nas
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imagens ecogréficas do figado, pode conduzir a um resultado diferente do obtido.

A presenca de alteracdes no exame ecografico da vesicula biliar é algo apontado por
diversos autores, sendo o 6rgdo mais afetado no nosso estudo (41,2%) além dos rins e do
figado (Tangeman and Littman 2013; Kndpfler et al. 2017; Sonet et al. 2017; McCallum et al.
2018). E importante referir que, embora seja destacado por Sonet et al. (2017) como um pos-
sivel sinal de leptospirose canina, nenhum dos casos estudados apresentava mucocelo biliar.
As causas que conduzem ao envolvimento da vesicula biliar sédo ainda desconhecidas, no
entanto, a vasculite e a resposta inflamatéria gerada pela infegcdo com esta bactéria tém sido
apontadas como causas potenciais (Davies and Aoyagi 2017).

E relevante mencionar que é impossivel determinar se as alteracdes encontradas no
exame ecografico estavam relacionadas com a infecdo por leptospirose ou se eram pré-exis-
tentes, o que pode conduzir a alguns resultados sobrestimados.

A didlise € um procedimento cuja utilizacdo leva a uma diminuicdo acentuada na mor-
talidade dos animais que apresentem azotemia grave nos casos de leptospirose (Adin and
Cowgill 2000). O facto de apenas dois animais terem sido submetidos a didlise, sendo que
mais animais apresentavam os critérios necessarios para tal, pode ser justificado pelo preco
elevado das sessbes de dialise e ainda pelo facto das mesmas ndo serem realizadas no
CAMV em gue o estudo ocorreu, sendo necessaria referencia para outra estrutura hospitalar.

Durante a hospitalizagdo, apenas um animal desenvolveu quadro de oliguria. No pri-
meiro dia de internamento este canideo apresentava concentragdes de ureia e creatinina ele-
vadas, bem como hipercalemia e hiperfosfatemia, alteragfes estas compativeis com o quadro
desenvolvido (Greene et al. 2012). A didlise seria o tratamento de eleigdo para este animal,
no entanto por motivos financeiros, apenas foi instituido um protocolo médico de hidratagéo e
administracdo de diuréticos, com subsequente morte do animal.

Nos casos de oliguria/anudria € comum o desenvolvimento de complicagbes associadas
a azotemia e a hiperhidratacéo (Adin and Cowgill 2000). Desta forma, o nosso estudo procu-
rou encontrar uma associacao entre o desenvolvimento destes quadros de producao de urina
diminuida com o desfecho clinico dos casos. Os resultados obtidos revelam que nao existiu
uma associacédo significativa entre os dados, no entanto é pertinente mencionar que a per-
centagem de animais oligUricos/anuricos no nosso estudo € bastante inferior ao que € habitu-
almente apontado noutros estudos, provavelmente devido ao tamanho reduzido da amostra
(Adin and Cowgill 2000; Mastrorilli et al. 2007; Kohn et al. 2010; Sonet et al. 2017). Desta
forma, o nimero de casos que desenvolveram este quadro parece subestimado, podendo ser
interessante procurar esta associagdo em proximos estudos que apresentem uma amostra de

maior dimenséao.
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No nosso estudo, oito animais (47,1%) apresentaram alteracdes que evidenciam o en-
volvimento pulmonar no quadro de infecdo e que incluiam altera¢cdes na auscultacdo cardi-
opulmonar, a presenca de dificuldades respiratérias e/ou alteracdes radiograficas nos pul-
mdes. E importante referir que apenas sete animais realizaram radiografias toracicas, o que
pode determinar que os achados apresentados estejam subestimados, uma vez que 0s ani-
mais poderiam apresentar alterac6es no exame radiogréafico que néo fossem detetaveis atra-
vés do exame fisico e que, desta forma, ndo foram contabilizadas. Este tltimo facto pode
justificar as diferengas encontradas no que diz respeito ao envolvimento pulmonar na leptos-
pirose entre o estudo desenvolvido e outros estudos, cuja realizacéo de radiografias toracicas
foi sistematica e cujos resultados foram de 57 (Kohn et al. 2010) e 70% (Knopfler et al. 2017).

Os estudos realizados por Kohn et al. (2010) e Knopfler et al. (2017) indicam que o
envolvimento pulmonar em casos de leptospirose conduz a uma maior mortalidade, sendo
considerado um fator de mau prognostico. Desta forma, o nosso estudo procurou verificar a
existéncia de uma relagédo entre estas duas variaveis, no entanto os resultados nao foram
significativos. A auséncia de relacéo pode ser justificada pela dimenséo reduzida da amostra
e ainda pelo facto de nem todos os animais terem sido sujeitos a radiografia toracica.

Dos 17 animais estudados, 52,9% n&o sobreviveram, o que esta em concordancia com
os resultados relativamente a mortalidade obtidos noutros estudos (Carr et al. 2002; Miller et
al. 2007). Apesar do referido anteriormente, varios estudos apresentam taxas de mortalidade
associada a leptospirose mais baixas, com valores proximos de 30% (Birnbaum et al. 1998;
Geisen et al. 2007; Mastrorilli et al. 2007; Kohn et al. 2010; Major et al. 2014; Knopfler et al.
2017; Barthélemy et al. 2017). E, no entanto, pertinente referir que a maioria dos animais
analisados nos estudos anteriores apresentavam-se vacinados para os serogrupos Canicola
e Icterohaemorraghiae, o que pode ter conferido protecdo cruzada aos mesmos, diminuido a
gravidade da infecdo, tal como demonstrado por Bouvet et al. (2020). A taxa de mortalidade
elevada no nosso estudo pode ainda ser motivada pela disponibilidade financeira dos deten-
tores e ainda pelo parco recurso a dialise.

O desenvolvimento de hemorragia pulmonar foi a principal causa de morte registada,
0 que se verifica igualmente no estudo realizado por Knopfler et al. (2017).

O estudo desenvolvido por Klopfleisch et al. (2010) contemplou a realizacéo de ne-
crospias a 15 caes verificando-se que estes apresentavam sinais de hemorragia pulmonar
massiva em todos os lobos pulmonares enquanto a presenca de hemorragias com origem
noutros 6érgaos era diminuta. O facto de existir um tropismo evidente para os pulmdes e a falta
de envolvimento de outros 6rgaos nas manifestagcdes hemorragicas da infecdo sugerem que
0 mecanismo subjacente a estes fendmenos é altamente seletivo para a microvasculatura

pulmonar. Esta teoria € sustentada por novas descobertas na area da leptospirose humana,
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descobertas estas que identificam os pulm8es como alvos comuns em doencas que envolvam
o desenvolvimento de inflamacao sistémica (Medeiros et al. 2010).

Os mecanismos que determinam o papel dos pulmbes nestas doencas néo séo ainda
conhecidos, mas pensa-se que algumas citocinas possam ter um tropismo acentuado para as
células endoteliais pulmonares. Por outro lado, a deposi¢do de imunocomplexos nos septos
alveolares foi apontada como outra justificacdo para o desenvolvimento de hemorragia pul-
monar (Nally et al. 2004). No entanto, no estudo desenvolvido por Klopfleisch et al. (2010)
estes ndo foram detetados.

O facto das hemorragias se concentrarem nos pulmdes e ndo serem generalizadas
afasta também a hipotese de alteracdes da hemostasia primaria ou secundaria. Por outro
lado, o papel da trombocitopenia encontrada na maioria dos casos de leptospirose no desen-

volvimento de hemorragia pulmonar é algo que ainda esta por apurar.

5. Limitacdes

A primeira limitacdo encontrada no desenvolvimento do nosso estudo prende-se com
o facto do mesmo ter um carater retrospetivo, o que determinou que os dados incluidos no
estudo fossem recolhidos das fichas clinicas dos animais estudados. O facto da amostra ser
analisada retrospetivamente explica a raz&o pela qual nem todos os animais foram submeti-
dos as mesmas analises bioquimicas, o que pode conduzir & subestimacao ou sobrestimacao
de alguns resultados obtidos. Da mesma forma, as informagdes relativamente ao exame eco-
grafico estavam limitadas aos relatdrios presentes nas fichas dos animais, relatérios estes que
podem apresentar detalhes e extensdes variaveis.

Outra das limitagdes associadas a este estudo passa pelo facto de nem sempre existir
acesso as concentragfes absolutas dos diferentes parametros incluidos nas analises bioqui-
micas, sendo que algumas vezes apenas era mencionado que as mesmas se encontravam
aumentadas relativamente ao valor de referéncia. As circunstancias anteriormente referidas
impediram gque fossem estabelecidos diferentes scores consoante os valores apresentados
pelos animais que traduzissem diferentes niveis de gravidade, o que impediu, consequente-
mente, 0 estabelecimento de relagbes estre estes scores e outras variaveis em estudo.

A limitacdo mais evidente do estudo esté relacionada com a dimensao reduzida da

amostra, o que determina um menor poder estatistico do mesmo.
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6. Conclusao

Tendo em conta o carater zoono6tico da leptospirose e a ainda a elevada mortalidade
associada ao desenvolvimento da infecdo em canideos, é de extrema importancia que conti-
nuem a ser realizados estudos que visem um maior conhecimento da doenca no que diz res-
peito, por exemplo, a transmisséo entre hospedeiros, a patogenia e tratamentos que procurem
diminuir a mortalidade associada a mesma.

Desta forma, a realizacdo de estudos que procurem identificar quais 0s serogrupos
que mais frequentemente originam casos de infecdo em canideos em Portugal e o cruzamento
desta informacdo com as informacdes clinicas e mortalidade, podera ser interessante de
forma a caraterizar o comportamento desta doenga no nosso pais. Por outro lado, estudos
que incluam uma avaliacdo da evolugéo dos resultados das diferentes analises, como bioqui-
micas e hemograma, durante a hospitalizacdo podem permitir um conhecimento mais deta-
lhado da progresséo da doencga e o estabelecimento de novas associagfes entre diferentes
parametros, bem como serem Uteis para a determinacdo de novos fatores de prognostico.

Estudos que visem determinar quais 0s mecanismos subjacentes ao desenvolvimento
de hemorragia pulmonar em casos de leptospirose séo igualmente pertinentes, uma vez que
esta é a principal causa de morte detetada neste e noutros estudos.

N&o menos importante é a realizagdo de estudos com o objetivo de determinar a ex-
tensao de caes portadores crénicos de Leptospira spp. em Portugal, visto que estes apresen-
tam um papel fundamental na epidemiologia da doenca uma vez que contribuem para a dis-

seminacgao de bactérias no ambiente.
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