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Resumo
Contributo para o Estudo da Leptospirose Canina na Grande Area Metropolitana
de Lisboa

Com o objectivo de contribuir para a caracterizacdo clinica da leptospirose canina na Grande
Area Metropolitana de Lisboa, realizou-se um estudo retrospectivo com a contribuicéo de trés
unidades hospitalares veterinérias da area, entre Janeiro de 2014 e Margo de 2015. Investigou-
se epidemiologia, métodos de diagndstico, sinais clinicos, resultados laboratoriais,
terapéutica, taxa de sobrevivéncia e indicadores de prognostico. A analise estatistica foi feita,
recorrendo ao teste exacto de Fischer, risco relativo e teste Kruskal-Wallis.

Foram diagnosticados 28 cdes com leptospirose, 16 machos (57%) e 12 fémeas (43%). O
ELISA foi 0 método de diagnostico laboratorial mais utilizado (61%). Os sinais clinicos mais
frequentes foram vomito (71%), letargia (68%) e anorexia (57%). No hemograma destacaram-
se leucocitose com neutrofilia (71%), anemia (40%) e trombocitopénia (42%). Houve quadro
renal em 93% dos casos, hepatico em 75% e pulmonar em 61%. A hepatomegalia (48%) e a
renomegélia (43%) foram as alteracfes mais frequentes na ecografia abdominal.

A ampicilina foi o antibidtico mais utilizado (64%), seguido da doxiciclina (50%).

A taxa de sobrevivéncia foi de 43%, sendo a hemorragia pulmonar a principal causa de morte
(81%). Neutrofilia e quadro pulmonar aumentaram o risco de mortalidade da doenca em 4
vezes (p=0,048) e 4,5 vezes (p=0,0013) respectivamente, apresentando-se como potenciais
indicadores de prognostico.

Seria necessario um estudo com maior casuistica e mais dados laboratoriais e de imagiologia
para uma avaliacdo epidemiologica da doenca mais completa e investigacdo de mais

indicadores de prognostico.

Palavras-chave: Leptospirose canina, Quadro clinico, Hemorragia pulmonar, Tratamento,

Progndstico, Céo.
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Abstract

Contribution for the Study of Canine Leptospirosis in the Large Metropolitan
Area of Lisbon

As a contribution to the clinical characterization of the canine leptospirosis in the Large
Metropolitan Area of Lisbon, a retrospective study was performed with the collaboration of
three veterinary hospitals within the area, between January 2014 and March 2015. The
following parameters were analyzed: epidemiology, diagnosis criteria, clinical signs,
laboratorial results, therapy, survival rate and outcome predictors. Statistical data was
analyzed with Fisher exact test, relative risk and Kruskal-Wallis test.

Leptospirosis was diagnosed in 28 animals, 16 males (57%) and 12 females (43%). ELISA
was the most frequently used laboratorial diagnosis method (61%). The most frequent clinical
signs were vomit (71%), lethargy (68%) and anorexia (57%). In the complete blood count
neutrophilic leukocytosis (71%), anaemia (40%) and thrombocytosis (42%) were
predominant. There was renal presentation in 93% of the cases, hepatic presentation in 75%
and pulmonary presentation in 61%. Hepatomegaly (48%) and renomegaly (43%) were the
most frequent alteration in the abdominal ultrasound.

Ampicilin was the chosen antibiotic in most cases (64%), followed by doxiciclin (50%).

The survival rate was 43%, with the pulmonary haemorrhage as the main cause of death
(81%). The presence of neutrophilia and the development of pulmonary presentation
increased the risk of mortality in 4 times (p=0,048) and 4,5 times (p=0,0013) respectively,
representing possible outcome predictors.

Further studies with more clinical cases and more laboratorial and imaging data would be
necessary for an improved epidemiological characterisation of the disease and investigation of

more outcome predictors.

Key-words: Canine leptospirosis, Clinical presentation, Pulmonary haemorrhage, Treatment,

Prognosis, Dog.
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| - Introducao

A presente dissertacdo foi realizada no ambito do Mestrado Integrado em Medicina
Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa.

Realizei um estagio curricular no Hospital Veterinério do Atlantico (HVA), onde contactei
com oito casos de leptospirose canina. Na presenca de quadros clinicos graves, onde sete dos
casos apresentaram envolvimento pulmonar, a taxa de sobrevivéncia face a esta doenca
aparentou ser baixa. Apds o contacto com alguns clinicos, do HVA e de outras unidades
hospitalares, a maioria foi da opinido que, para além do surgimento de um elevado nimero de
casos de leptospirose canina, superior ao habitual, a doencga apresentar-se-ia com um quadro
antes pouco presenciado, mais grave e com envolvimento pulmonar. Por outro lado, ndo
existiu um consenso sobre 0 melhor método de confirmacdo laboratorial da doenca.

A presente dissertacdo surgiu com o objectivo de reunir a bibliografia mais recente acerca da
leptospirose canina, a fim de a comparar com a apresentacdo da doenca observada durante o
meu estagio curricular. Aspectos como diagndstico, terapéutica, prevencdo e salde publica

também foram investigados, com destaque para a pesquisa de indicadores de prognaostico.

1. Estagio Curricular - Hospital Veterinario do Atlantico

Desenvolvi o meu estagio curricular no Hospital Veterinario do Atlantico (HVA), situado em
Mafra, durante um periodo de seis meses, entre 1 de Setembro de 2014 e 27 de Fevereiro de
2015, perfazendo um total de 1280 horas. Durante este periodo acompanhei todas as areas
clinicas oferecidas pelo hospital sob a orientacdo da Dra. Sofia Domingues.

1.1 Unidade de Hospitalizacdo

Desenvolvi trabalho nas unidades de hospitalizacdo de cdes, de gatos, de animais exoticos e
na unidade de doencgas infecto-contagiosas. Participei no trabalho de rotina hospitalar que
passa pelo maneio e tratamento dos animais internados. Adquiri treino e particular autonomia
nas tarefas de enfermagem como a manutencdo da higiene das jaulas e dos animais,
alimentacdo, correcta contencdo e preparacdo dos animais para procedimentos médicos e
cirargicos, colocacdo e manutencao de catéteres endovenosos, monitorizagdes periodicas dos

parametros vitais e de bem-estar dos animais, administracdo de medicacao oral, endovenosa,
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subcutanea, intramuscular e ocular, limpeza e desinfeccdo de feridas e realizacdo de pensos.
Participei na administracdo de agentes quimioterdpicos, no entanto, sempre com supervisao de
um Médico Veterinario ou Enfermeiro.

Realizei por rotina analises sanguineas, exames radiograficos e participei nos exames
ecogréaficos. Nesta unidade tive a oportunidade de assistir a um exame de rinoscopia.

Com a devida supervisdo, exerci actos médicos mais invasivos como gastrocentese para
descompressdo gastrica numa dilatacdo e volvo gastrico, toracocentese para drenagem de
derrame pleural e cistocentese ecoguiada para colheita de urina.

Tive também oportunidade de participar na discuss@o dos casos clinicos, acompanhando as

rondas médicas e as decisdes tomadas pelos médicos responsaveis.

1.2 Consultério de medicina

Assisti a grande parte das consultas médicas que ocorreram no hospital durante 0 meu horério
de trabalho. Participei no atendimento de consultas de primeira opinido e consultas de rotina
(consulta pés-adopcdo, consulta de vacinacdo, consulta pré-cirurgica), atraveés da recepcéo dos
pacientes e clientes no consultério, recolha da anamnese, realizacdo de exame fisico,
discussdo do caso com o clinico responsavel e tomada de decisdes clinicas, preparagdo e
administracao de medicacdo, troca de pensos e preenchimento das fichas clinicas.

Assisti a consultas de referéncia, com énfase nas areas de dermatologia, cardiologia, medicina
interna, traumatologia, oftalmologia, neurologia, diagndstico de imagem e medicina de
exoticos. A minha participacdo nas consultas de referéncia consistiu na contengdo dos
pacientes, realizacdo de exame fisico, execucdo de analises sanguineas e radiografias e

preparacdo de medicamentos.

1.3 Bloco operatorio

No bloco operatorio entrei em contacto com diversa casuistica cirdrgica como cirurgia
reproductiva (ovariohisterectomia, orquiectomia), cirurgia gastro-intestinal (resolucdo de
dilatacdo-volvo gastrico com gastropexia, remocao de corpo estranho), cirurgia ortopédica,
cirurgia oftalmica (enucleacdo), cirurgia reconstrutiva, cirurgia de baco (esplenectomia),
cirurgia de figado (lobectomia parcial), resseccdo de tumores, ablacdo de canal auditivo,
mastectomia e cirurgia toracica (resolucéo de persisténcia de ducto arterioso).

Adquiri aptidao para aplicar as regras de assépsia no bloco operatorio.

Tomei um papel activo na inducdo da anestesia, incluindo a realizagdo de intubacgéo

endotraqueal, e na monitorizagdo anestésica.



Participei activamente nalgumas cirurgias como ajudante cirdrgico, onde aprendi a manusear
os tecidos e entrei em maior contacto com a técnica cirurgica. Tive a oportunidade de realizar

duas orquiectomias em c&o e uma em gato como primeiro cirurgiéo.

1.4 Formagao

Durante 0 meu periodo de estagio foram organizadas duas sessdes de formacao dirigidas aos
enfermeiros do HVA, nas quais me foi permitida a assisténcia. A primeira sessao intitulada de
“Medicina Dentaria” foi leccionada pela Dra. Sofia Domingues e teve como objectivo
protocolar a consulta de medicina dentéria, transmitindo conceitos e técnicas para a
identificacdo de lesGes ou alteracbes e para o aconselhamento sobre prevencdo e a
destartarizacdo aos clientes. A segunda sessdo intitulada de “Monitorizagdo Anestésica” foi
leccionada pelo Dr. Rui Maximo e transmitiu os conceitos basicos de monitorizacdo dos
sinais vitais e profundidade anestésica durante uma anestesia, adaptada ao equipamento e

situacGes médico-cirdrgicas vividas no HVA.

2. Estagio extra-curricular - Hospital Escolar Veterinario — Faculdade de

Medicina Veterinaria

Desenvolvi um estagio extra-curricular no Hospital Escolar Veterinario (HEV) da Faculdade
de Medicina Veterinaria (FMV) da Universidade de Lisboa (ULisboa), durante o més de
Marco, perfazendo um total de 48 horas. Durante este periodo acompanhei o servico de
oftalmologia, sob orientacdo da Professora Esmeralda Delgado.

Assisti as consultas deste servico de referéncia, entrando em contacto com casuistica muito
especifica e especializada. Participei nas consultas através da realizacdo do exame
oftalmologico, adquirindo pratica na interpretagio do mesmo, e na administracdo de
medicacdo.

Assisti a exames de diagnoéstico especializados como electrorretinografia e ecografia ocular e

as cirurgias realizadas neste periodo de tempo.

3. Estagio extra-curricular - Queen Mother Hospital for Animals — Royal
Veterinary College

Desenvolvi um segundo estagio extra-curricular no Queen Mother Hospital for Animals
(QMHA) do Royal Veterinary College (RVC) da Universidade de Londres de 30 de Abril a



10 de Maio, num total de 88 horas. Durante este periodo fui integrado no servigo de
Oncologia do hospital sob a supervisao da chefe de servigo Dra. Ana Lara.

Durante as duas semanas do estagio tive a oportunidade de conhecer o trabalho realizado num
centro de referéncia com maior capacidade de trabalho e acesso a tecnologias e métodos de
diagnostico e terapéutica ainda pouco desenvolvidos em Portugal.

Acompanhei os casos do servigo de Oncologia, assistindo as consultas, aos tratamentos de
quimioterapia e a execucdo de exames de diagndstico como tomografia computorizada,
ecografia e citologia e adquiri maior conhecimento da especialidade e do trabalho
desenvolvido na mesma. Participei nas rondas médicas com a apresentagdo dos casos clinicos

e na interpretacéo de citologias.



Il - Revisao Bibliografica — Leptospirose Canina

1. Etiologia

A leptospirose é uma doenca provocada por espiroquetas da espécie Leptospira interrogans e
Leptospira kirshneri (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). Leptospira spp. sdo bactérias flexiveis,
dotadas da capacidade de mobilidade, filamentosas (0,1 a 0,2 um de largura e 6 a 12 um de
comprimento), em forma de espiral e com terminacdo em gancho (figura 1) (Greene, 2012;
Sykes, 2014). Estes microrganismos sdo aerébios obrigatorios, tém uma temperatura éptima
de crescimento entre os 28 e 0s 30°C e produzem catalase e oxidase (Levett, 2001).

A nomenclatura e taxonomia da Leptospira spp. tem sofrido evolugdo que data desde 1989,
ano em que foi inicialmente classificada com base em cultura e reactividade imunoldgica.
Classicamente o género Leptospira foi dividido em duas espécies, L. interrogans sensu lato,
na qual se incluem as estirpes patogénicas e Leptospira biflexa sensu lato, contendo as
estirpes saprofitas (Cerqueira & Picardeau, 2009; Greene, 2012). Dentro destes dois grupos
identificam-se diferentes serovares, que se distinguem antigenicamente a partir da
heterogeneidade estrutural da membrana externa de lipopolissacaridos (LPS) (Greene, 2012).
Através do teste de absorcdo de aglutinacdo cruzada (CAAT) foram identificados,
aproximadamente, 250 serovars de leptospiras patogénicas (Cerqueira & Picardeau, 2009),
agrupando-se em 20 serogrupos relacionados antigenicamente (Greene, 2012; Sykes, 2014),
numa lista que € periodicamente actualizada. Os serogrupos, que sdo identificados através do
teste de microaglutinacdo (MAT), ndo tém valor taxonémico, mas sao Uteis para a aplicacdo
pratica de agrupar os organismos antigenicamente semelhantes (Cerqueira & Picardeau,
2009). O quadro 1 apresenta uma listagem de serogrupos e alguns serovars de L. interrogans
sensu lato.

Apesar da relacdo antigénica entre organismos do mesmo serogrupo ou até do mesmo serovar,
a tentativa de relacionar aspectos clinicos pode ser frustrante, uma vez que serovares de
diferentes areas geograficas e que pertencem ao mesmo serogrupo podem ter vastas
diferengas na composicdo genética e patogenicidade e ter diferentes hospedeiros reservatorio
(Greene, 2012).



Figura 1 — Ultraestrutura das lepstospiras patogénicas (Adaptado de Greene, 2012).
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Com a emergente evolucao de métodos de tipificagdo molecular, o conceito de “serovar” tem-
se revelado cada vez menos satisfatério, dado que falha na definicdo epidemioldgica de
estirpes importantes duma forma adequada (Cerqueira & Picardeau, 2009). Recentemente,
tem-se recorrido a métodos que utilizam polimerase chain reaction (PCR) para amplificar
polimorfismos no &cido desoxirribonucleico (ADN) que identificam diferentes estirpes de
Leptospira, o que permite uma classificacdo baseada no gendtipo. Em comparagdo com a
classificacdo classica em serovares, genotipos especificos parecem associar-se de forma mais
coerente no que diz respeito a hospedeiros reservatorio e manifestacdo clinica da doenca
(Sykes, 2014).



Quadro 1 — Serogrupos e alguns serovares de L. interrogans sensu lato (Adaptado de Levett,
2001).

Serogrupo Serovar(es)

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai,
Zimbabwe

Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos

Autumnalis Autumnalis, Fortbrag, Bim, Weerasinghe

Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae

Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura

Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava, Lora

Pomona Pomona

Javanica Javanica

Sejroe Sejroe, Saxkoebing, Hardjo

Pamana Pamana, Mangus

Cynopteri Cynopteri

Djasiman Djasiman

Sarmin Sarmin

Mini Mini, Georgia

Tarassovi Tarassovi

Ballum Ballum, Aroborea

Celledoni Celledoni

Louisiana Louisiana, Lanka

Ranarum Ranarum

Manhao Manhao

Shermani Shermani

Hurstbridge Hurstbridge




2. Epidemiologia

2.1 Factores de risco

As leptospiras sdo transmitidas entre hospedeiros por contacto directo e menos
frequentemente por contacto indirecto. A transmissao directa ocorre através do contacto com
urina infectada, contacto venéreo, transferéncia placentéaria, ferimentos de mordedura ou
ingestdo de tecidos infectados, enquanto a transmissdo indirecta ocorre através da exposi¢do
de animais susceptiveis a &guas, solos e alimentos contaminados. (Greene, 2012; Sessions &
Greene, 2004a; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).

Aguas estagnadas ou correntes lentas de &gua morna constituem um habitat apropriado para as
leptospiras (Greene, 2012; Sessions & Greene, 2004a) que, apesar de desprovidas de
capacidade de replicacdo fora do hospedeiro, podem sobreviver na dgua e no solo molhado
durante meses (Sykes, 2014). O aumento da incidéncia e surtos da doenca em cées tém sido
correlacionados com periodos de elevada pluviosidade e cheias (Greene, 2012; Sessions &
Greene, 2004a; Sykes, 2014). Do mesmo modo, a proximidade de habitacdo com cursos de
agua e locais de inundacdo frequente é considerada um importante factor de risco (Raghavan,
Brenner, Higgins, Hutchinson, & Harkin, 2012a). Surgem mais cées infectados nos meses de
Outono, altura em que a temperatura ambiental é dptima para a sobrevivéncia do
microrganismo (Birnbaum et al., 1998; Kikuti, Langoni, Nobrega, Corréa, & Ullmann, 2012;
Raghavan, Brenner, Higgins, Van der Merwe, & Harkin, 2011).

As leptospiras patogénicas sdo rapidamente inactivadas no ambiente pelo calor excessivo,
radiacdo ultravioleta, desinfectantes e temperaturas de congelacdo (Greene, 2012; Sykes,
2014).

Embora alguns estudos sugiram um aumento do risco de exposicdo em cées de trabalho, de
raca grande, machos, ndo castrados e com acesso ao exterior, a doenga pode afectar cées de
qualquer idade, raga e sexo (Birnbaum et al., 1998; Greene, 2012; Sykes, 2014). Foi
demonstrado que a doenca pode associar-se com a proximidade de parques publicos, campus
universitarios e zonas recentemente urbanizadas (Raghavan, Brenner, Higgins, Hutchinson, &
Harkin, 2012b). O estatuto de pobreza de uma regido também pode ser considerado um factor
de risco (Oliveira, Guimarées, Portugal, & Medeiros, 2009; Raghavan, Brenner, Higgins,
Hutchinson, & Harkin, 2012b). A leptospirose € uma doenca urbana e ndo apenas rural,
provavelmente devido a grande concentracdo de espécies reservatorio urbanas (roedores) e

consequente aumento do risco de transmissao (Raghavan et al., 2011).



2.2 Serogrupo e hospedeiros reservatorio

Quase todos os mamiferos, distribuidos por todo o mundo, podem ser hospedeiros
reservatorio de Leptospira. As leptospiras patogénicas persistem nos tubulos proximais renais
dos rins dos hospedeiros reservatorio, que, apesar de ndo manifestarem sintomatologia,
excretam cronicamente leptospiras pela urina. A consequente contaminagdo dos solos e aguas
permite a infeccdo de hospedeiros acidentais, como, por exemplo, o cdo que manifesta
sintomatologia aguda e nao se mantém portador renal da doenca se convenientemente tratado
(Adler & Pefia Moctezuma, 2010).

O céo foi identificado como reservatorio natural do serogrupo Canicola, enquanto os roedores
sd0 responsdveis pela preservacdo dos restantes  serogrupos, principalmente
Icterohaemorrhagiae (André-Fontaine, 2006). No quadro 2 estdo representados alguns
serovares de Leptospira interrogans e Leptospira kirshneri que infectam clinicamente o céo e

seus potenciais hospedeiros reservatorio.

Quadro 2 - Exemplo de serovares de Leptospira interrogans e Leptospira kirschneri que infectam

clinicamente o céo e potenciais hospedeiros reservatorio (Adaptado de Sykes, 2014).

Espécie Serogrupo Serovar Potenciais hospedeiros

reservatorio

Leptospira interrogans | Icterohaemorrhagiae | Icterohaemorrhagiae | Rato

Canicola Canicola Canideo

Pomona Pomona Equino, bovino, ledo
marinho

Australis Bratislava Ourigo cacheiro, suino,
equino

Sejroe ND Rato

Ballum Ballum Rato, esquilo, rato

almiscarado, gambéa

Leptospira kirschneri | Grippotyphosa Grippotyphosa Guaxinim, esquilo, rato
almiscarado, lince,
ratazana, rato, bovino,

equino




2.3 Epidemiologia na Europa

Os principais serogrupos aos quais 0s cdes estdo mais expostos na Europa sao
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Australis, Sejroe e Canicola (Ellis, 2010).

O serovar Canicola ¢ mantido pelo cdo, ndo havendo outro hospedeiro reservatorio
responsavel pela manutencdo do agente (Ellis, 2010). A vasta préatica vacinal, com vacinas
compostas dos serogrupo Canicola e Icterohaemorrhagiae, determinou uma descida da
seroprevaléncia do serogrupo Canicola na Europa, permitindo confirmar a afirmacéo anterior.
Apesar dos produtos de ambas as vacinas serem de igual imunogenicidade, foi observada uma
discrepancia de seroprevaléncia de 20% entre o serogrupo Icterohaemorrhagiae (76%) e
Canicola (56%) numa amostra de mais de 2400 animais positivos (André-Fontaine, 2006).
Um aumento t&o acentuado da seroprevaléncia do serogrupo Icterohaemorrhagiae explica-se,
plausivelmente, pela maior pressdo de infeccdo nos cdes que se mantém expostos as
leptospiras presentes no ambiente e que sdo disseminadas por outros animais, como 0S
roedores. A diminuicdo da seroprevaléncia do serogrupo Canicola explica-se, facilmente, se o
cdo for o reservatorio natural do serogrupo e a vasta vacinacao destes animais tiver diminuido
a disseminacdo por eles produzida (André-Fontaine, 2006).

E de consenso geral que a seroprevaléncia para o serovar Canicola diminuiu em muitos paises
europeus; no entanto, ainda existe evidéncia de exposicdo serolégica na Roménia e Polonia
(Ellis, 2010) e casos clinicos ainda sdo encontrados, por exemplo, na Alemanha (Geisen et al.,
2007).

A infeccdo pelo serogrupo Icterohaemorrhagiae € a que sofre menos variacao geogréafica, dada
a ubiquidade do seu hospedeiro reservatorio, o rato. InfeccGes pelos serovares pertencentes a
este serogrupo (Icterohaemorrhagiae e Copenhageni) foram identificadas na Alemanha,
Croécia, Dinamarca, Franca, Roménia, Grécia e Italia (Ellis, 2010).

O serovar Grippothyphosa foi identificado como principal agente de leptospirose clinica em
caes na Alemanha, seguido do Sejroe (Geisen et al., 2007), e em Italia, em conjunto com o
serovar Bratislava (Scanziani et al., 2002). O mesmo foi identificado em diversos paises
europeus como Republica Checa, Polonia, Croacia e Suica (Ellis, 2010).

Dada a proximidade antigénica e genética entre 0os quatro serovares actualmente incluidos no
serogrupo Australis (Bratislava, Lora, Jalna e Muenchen), apenas o serovar Bratislava tem
sido utilizado nos testes MAT para estudos de seroprevaléncia. Também se acredita que a
prevencdo para o0 serovar Bratislava produza imunidade para os restantes serovares do
serogrupo que também podem infectar o cdo. Foi descrita em Italia doenga clinica aguda
provocada pelo serogrupo Australis (Mastrorilli et al., 2007; Scanziani et al., 2002), assim

como na Suica (Major, Schweighauser, & Francey, 2014) e no Reino Unido (Ellis, 2010).
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Contrariamente a situacdo nos Estados Unidos da América, na Europa estudos em cées
indicam niveis muito baixos de exposic¢ao ao serogrupo Pomona. Podem surgir infeccbes pelo
serovar Mozdok e Pomona, sendo que apenas o segundo foi identificado em cées na Roménia
e Bélgica (Ellis, 2010).

Seroprevaléncias para o serogrupo Sejroe foram referidas nalguns paises. Foram identificados
0s serovares Saxkoebing e Hardjo no Reino Unido; no entanto, existe pouca evidéncia de
difusdo da infeccdo ou de doenga clinica e, a semelhanga do que se passa com 0 Serogrupo

Pomona, ndo se justifica a sua inclusdo na vacinagdo contra a doenca na Europa (Ellis, 2010).

2.4 Epidemiologia em Portugal

Foi realizado um estudo em canideos na regido do Alto Douro no dmbito de uma dissertacéo
de Doutoramento publicada em 1992 (Collares-Pereira, 1992). Este estudo identificou uma
seroprevaléncia de 32,1% de leptospirose canina nesta regido do pais num total de 868 soros
provenientes de 701 canideos, amostras colhidas em Maio de 1986. Os principais anticorpos
identificados no estudo corresponderam aos serovares Canicola (66,2%) e Sejroe (20,0%) e
foi também identificada a seroprevaléncia para os serovares Autumnalis (4,4%), Pyrogenes
(3,1%), Grippothyphosa (1,8%), Ballum (1,8%), Copenhageni (0,9%), Bratislava (0,9%),
Hebdomadis (0,4%) e Tarassovi (0,4%) (Collares-Pereira, 1992).

Neste mesmo estudo foi observada predominancia de seroprevaléncia nos machos (35,7%) em
comparagdo com as fémeas (23,1%), provavelmente em virtude do seu comportamento social
(Collares-Pereira, 1992).

Foi possivel confirmar a existéncia de uma prevaléncia importante da leptospirose canina, na
regido do Alto Douro, sendo que 31,6% dos casos positivos tinham uma titulacdo elevada no
MAT (>1:800). O acentuado nimero de casos observados com o serogrupo Canicola, numa
populacdo rural ndo vacinada contra esta infec¢do, demonstrou a sua normal predominancia
nesta espécie. Além disso, foi identificada uma distribuicdo semelhante de baixa titulacéo
para o segrupo Canicola, tanto nos jovens como nos adultos, confirmando a reconhecida
adaptacao deste serogrupo ao cdo, seu reservatorio natural. No entanto, o autor reconhece que
estes resultados podem néo reflectir a verdadeira situacdo em regides do pais onde a pratica
vacinal seja habitual (Collares-Pereira, 1992).

Foi realizado um estudo clinico no Distrito de Beja no ambito de uma dissertacdo de
Mestrado publicada em 2011 (Langa, 2011). O referido estudo referiu o diagndstico de 9 cées,
com recurso a uma titulacdo de MAT superior a 1:800 e compatibilidade de critérios clinicos

e epidemioldgicos. O serogrupo Australis (serovar Bratislava) foi identificado como o agente
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infectante mais provavel em 6 casos, o0 serogrupo Grippothyphosa foi identificado em 2 e o

serogrupo Icterohaemorrhagiae em apenas um (Langa, 2011).

2.5 O gato e o seu papel como hospedeiro reservatorio

Apesar da existéncia de evidéncia soroldgica da exposi¢do de gatos a leptospirose (Greene,
2012; Sykes et al., 2011), a manifestacdo clinica da doenga em gatos € rara. Foram isolados 0s
serovares Canicola, Grippothyphosa e Pomona nesta espécie e a forma de exposicao parece
estar associada com o contacto com roedores infectados. No entanto, o papel do gato na
contaminagdo ambiental com leptospiras é ainda desconhecido (Sykes et al., 2011).
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3. Fisiopatologia e Quadros Clinicos no céo

As leptospiras penetram no organismo atraves das membranas mucosas da boca, nariz e olhos
e da pele através de abrasdes e feridas ou apos amolecimento por imersao prolongada em agua
(Greene, 2012; Sykes, 2014). A duracdo da imersdao em agua contaminada parece ser um
factor preponderante, especialmente se a pele estiver macerada ou se houver exposi¢do da
conjuntiva (D. A. Haake et al., 2002). Estas multiplicam-se rapidamente assim que penetram
no espaco vascular, progredindo para se replicarem em diversos tecidos incluindo rins, figado,
baco, sistema nervoso central, olhos e aparelho reprodutor. O periodo de incubacdo varia
consoante as condi¢des da exposicdo, a viruléncia do agente e a imunidade do hospedeiro,
assim como a manifestacdo clinica e gravidade da doenca, mas alguns estudos demonstraram
0 aparecimento dos sinais clinicos sete dias apos a infeccdo (Greene, 2012; Sykes, 2014). O
periodo de incubacdo pode, inclusivamente, ser muito curto, havendo replicagdo do
organismo na corrente sanguinea ao fim de um dia ap6s a infeccdo, antes de ter ocorrido

invasdo dos tecidos (Sykes et al., 2011).

3.1 Infeccéo hiperaguda

Infec¢bes hiperagudas podem surgir por leptospirémia massiva, provocando a morte sem
sinais premonitorios. Pode surgir edema tecidular e vasculite nas infec¢bes rapidas e graves
que resultam em lesdo endotelial e manifestacdes hemorragicas. Estas geralmente surgem na
forma de sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SRIS) secundario a sepsis. O LPS
leptospiral € o grande responsavel pelas alterac@es inflamatdrias e coagulopatias associadas a
doenca (Greene, 2012), no entanto, ha muitos factores de viruléncia, incluindo adesinas,
proteinas de ligagdo do factor de complemento e hemolisinas, presumidos com base em
estudos in vitro, que necessitam futura confirmacao por testagem em modelos animais (Adler,
Lo, Seemann, & Murray, 2011).

3.2 Infeccédo aguda

Nas infec¢des agudas, febre (39,5°C a 40°C) acompanhada de tremores, relutdncia ao
exercicio e dores musculares, provavelmente resultantes de miosite, sdo 0s primeiros sinais
clinicos que surgem na fase de leptospirémia (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007;
Greene, 2012; Sykes, 2014). Subsequentemente ocorre vomito, desidratacdo rapida e colapso
vascular periférico. Também se observa taquipneia, pulso rapido e irregular e fraca perfusédo
capilar. Alteracbes na coagulacdo e lesdo vascular evidenciam-se por hematemese,

hematoquézia, melena, epistaxis e petéquias. Depressdo e hipotermia surgem no estadio
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terminal da doenca. Neste tipo de quadro a insuficiéncia renal e hepéatica ndo tém tempo de se

desenvolver (Greene, 2012).

3.3 Quadro renal

A colonizacéo renal é responsavel pelos sinais de insuficiéncia renal aguda caracteristica das
infeccOes subagudas. Esta ocorre devido a replicacao e persisténcia da leptospira nas células
epiteliais tubulares, mesmo na presenca de anticorpos neutralizantes. A lesdo endotelial da
pequena vasculatura resulta em lesGes isquémicas do parénquima renal ao qual se junta o
aparente efeito citotoxico do LPS leptospiral para a contribuicdo da lesdo renal. Ocorre
renomegalia secundaria, que provoca o decréscimo na filtracdo glomerular devido a alteracéo
da perfusdo renal. Alguns estudos apresentam o papel dos acidos gordos insaturados de uma
fraccdo glicolipidica das leptospiras na inibicdo dos canais de sddio-potéssio como causa da
espoliacdo de potéassio observada em muitos pacientes com leptospirose (Greene, 2012).
Podem surgir polidria, polidipsia, inapeténcia, vémito e diarreia (Birnbaum et al., 1998;
Geisen et al., 2007; Sykes, 2014) e a deterioracdo progressiva da funcéo renal pode evoluir
para oliguria ou andria (Greene, 2012). No exame fisico os rins podem encontrar-se
normodimensionados ou aumentados de tamanho e dolorosos a palpagéo (Greene, 2012).

3.4 Quadro hepatico

O figado é também um oOrgdo alvo da doenca, podendo estar presente um quadro de
insuficiéncia hepatica na infeccdo subaguda (Greene, 2012; Sykes, 2014). Pode ocorrer
profunda disfuncdo hepatica sem a evidéncia de grandes alteracdes histoldgicas devido a lesao
subcelular provocada pelas toxinas da leptospira (Greene, 2012). Alguns componentes do
LPS leptospiral, como os &cidos oleico e linoleico, parecem interferir com as bombas de
transporte hepaticas e contribuir para a lesdo hepatica (Burth, Younes-lbrahim, Santos,
Castro-Faria Neto, & de Castro Faria, 2005). A ictericia pode surgir nalguns animais com
infeccdo aguda e, dado que ndo ha ocorréncia de hemolise, esta serd mais exuberante quanto
mais grave for o grau de necrose hepatica (Greene, 2012; Sykes, 2014). A colestase intra-
hepética pode ser de tal forma completa que a coloragdo das fezes pode mudar para cinzento.
E possivel que a lesdo hepatocelular e persisténcia das leptospiras no figado resultem na
alteracdo da circulagdo hepatica, fibrose e alteragcbes imunologicas que perpetuam uma
resposta inflamatoria cronica. Esta sequela da leptospirose pode manifestar-se atraves de

inapeténcia cronica, perda de peso, ascite, ictericia ou encefalopatia hepética (Greene, 2012).
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3.5 Quadro gastrointestinal

Sinais gastrointestinais também podem surgir devido a pancreatite e enterite para além da
insuficiéncia renal e hepética, o que pode explicar a apresentacao clinica de abdémen agudo e
persisténcia de vomito e anorexia nalguns animais que recuperaram da azotémia apos
hospitalizacdo (Greene, 2012; Sykes, 2014). Podem surgir invaginacdes intestinais nas

infeccOes agudas, provavelmente devido a inflamacdo intestinal (Greene, 2012).

3.6 Quadro pulmonar

Pode surgir lesdo pulmonar aguda (Greene, 2012; Klopfleisch et al., 2010; Sykes, 2014). O
grau de envolvimento respiratorio é, geralmente, reflexo do prognostico de recuperacdo da
doenca e parece existir variacdo geografica na prevaléncia de surtos de hemorragia pulmonar
aguda grave associados a leptospirose (Greene, 2012). Trata-se de um achado pouco frequente
no cdo e a evidéncia clinica e radiografica de manifestacdo pulmonar da leptospirose tem sido
raramente descrita (Klopfleisch et al.,, 2010). Estudos sugerem a existéncia de um
envolvimento pulmonar subclinico comum, baseados em achados radiograficos que
demonstram alteracBes de densidade do intersticio pulmonar, compativeis com a
patofisiologia da doenca (Birnbaum et al., 1998). No entanto, em Berlim foi registado um
aumento crescente do nimero de animais com a manifestacdo pulmonar da doenca entre 2006
e 2010 semelhante ao sindrome de hemorragia pulmonar leptospiral (LPHS) descrito em
Medicina Humana (Klopfleisch et al., 2010). A hemorragia pulmonar aguda parece ocorrer
como resultado dos efeitos das toxinas leptospirais sobre o endotélio da vasculatura pulmonar
e ndao com a presenca das leptospiras em si no parénquima pulmonar (Greene, 2012;
Klopfleisch et al., 2010; Sykes, 2014). Também a vasculite pode contribuir para o
desenvolvimento de edema periférico e ligeira efusdo pleural e peritoneal (Sykes, 2014). A
manifestacdo clinica de envolvimento pulmonar inclui dispneia e tosse (Greene, 2012).

3.7 Outra sintomatologia

Em cdes gravemente afectados podem surgir, embora raramente, manifestacGes cardiacas
evidenciadas & auscultacdo cardiaca e no electrocardiograma (ECG). Arritmias,
nomeadamente taquiarritmias ventriculares, parecem ter origem em lesGes do miocéardio
(Greene, 2012; Mastrorilli et al., 2007; Sykes, 2014). Também o estado urémico pode estar na
origem da lesdo cardiaca, através de um mecanismo ainda por descrever, tendo sido
demonstrado o aumento sérico das troponinas na doenga renal (De Zoysa, 2004).

A uveite é frequente na leptospirose humana e nalguns animais como o cavalo (Greene, 2012)
e ja foi descrita ocasionalmente no cdo (Greene, 2012; Sykes, 2014). Um bom exame

oftalmologico pode também revelar conjuntivite e congestéo episcleral (Sykes, 2014).
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Também sinais de meningite benigna estdo pouco descritos no cdo, mas serdo associados a
invasdo do sistema nervoso central durante a fase aguda da doenca (Greene, 2012).
Problemas reprodutivos, nomeadamente aborto, estdo descritos em éguas, vacas e porcas. No

entanto, no cdo, poucos casos estao descritos (Greene, 2012).

3.8 Quadro clinico e o diagndstico

Segundo o Consensus Statement do Colégio Americano de Medicina Interna Veterinaria
(ACVIM) sobre a leptospirose, qualquer animal com sinais de insuficiéncia renal ou hepatica,
uveite, hemorragia pulmonar, febre ou aborto deve ser suspeito de leptospirose (Sykes et al.,
2011).

Independentemente do serovar infectante, mais de 50% dos cées infectados por leptospirose
apresentam letargia (até 100%), anorexia (até 84%) e vomito (até 72%) e mais de 30%
apresentam também histdria de diarreia. Poliuria e polidipsia podem estar presentes até 50%
dos casos, fraqueza muscular foi encontrada entre 39% e 52% dos animais e perda de peso
entre 17% e 44%. Achados de exame fisico comuns incluem dor a palpacdo abdominal,
observavel até 36% dos casos, ictericia, que varia entre 10 e 45% e a febre, que ndo se
observa em mais de 36% dos cées. (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007; Goldstein et
al., 2006; Kohn et al., 2010). Foram identificados sinais relacionados com o aparelho
respiratorio entre 62% e 68,8% dos casos em dois estudos recentes em leptospirose canina
(Kohn et al., 2010; Major et al., 2014). Num dos estudos 13 dos 31 cées apresentaram
dispneia ligeira a moderada, 18 sofreram dispneia grave e 7 desenvolveram hemoptise (Kohn
etal., 2010).

3.9 Quadro clinico e o serovar
Tém sido realizadas tentativas de associar serovares a um determinado quadro clinico.

Classicamente cdes infectados pelos serogrupos Canicola, Bratislava e Grippotyphosa estdo
associados a um envolvimento predominantemente renal ou hepatico, enquanto 0s serogrupos
Icterohaemorrhagiae e Pomona provocam sobretudo doenga hepatica (Greene, 2012). Num
estudo alemd@o o serovar Copenhageni (serogrupo Icterohaemorrhagiae) foi associado a
possivel lesdo renal e hepatica. Também o serovar Canicola demonstrou associa¢do com leséo
renal e/ou hepatica evidenciando uma taxa de mortalidade aparentemente mais elevada
relativamente as infeccbes com outros serovares. O serovar Grippothyphosa associou-se
principalmente com doenca hepatica assim como o serovar Saxkoebing (Geisen et al., 2007).
Outro estudo americano identificou a infec¢do pelo serogrupo Pomona como responsavel por
um quadro clinico mais grave e com alteracdes laboratoriais graves, como trombocitopénia,

azotémia e hiperfosfatémia, quando comparado com 0s outros serogrupos identificados no
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estudo (Goldstein et al., 2006). No entanto, até a data, ndo foi criada nenhuma correlagédo
entre o serovar infectante e a manifestagéo clinica da doenca (Geisen et al., 2007; Sykes et al.,
2011). Os estudos orientados para a associa¢do de um serogrupo infectante a um determinado
quadro clinico tém-se baseado no diagndstico soroldgico, que ndo é de todo fidvel na
confirmacdo do agente etioldgico (Goldstein et al., 2006; Greene, 2012; Sykes et al., 2011).
Também a ocorréncia de transferéncia lateral de factores de viruléncia entre serovares
dificulta a obtencdo de resultados neste tipo de estudos (Sykes et al., 2011). Futuros estudos
deverdo basear-se na combinagdo de isolamento, serotipagem e andlise genética do agente
infeccioso (Greene, 2012; Sykes et al., 2011).
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4. Diagnostico laboratorial

4.1 Hemograma e tempos de coagulagao

Os achados hematologicos de um tipico caso de leptospirose incluem leucocitose e
trombocitopénia. A contagem de leucocitos flutua dependendo do estadio e gravidade da
infeccdo (Greene, 2012). Na fase de leptospirémia é comum encontrar-se leucopénia que
posteriormente evolui para leucocitose neutrofilica com desvio a esquerda (Greene, 2012;
Sykes, 2014). A contagem de leucdcitos flutua entre 16.500 e 45.000 cel/pL (Greene, 2012)
apresentando-se entre 31% e 81% dos animais infectados (Birnbaum et al., 1998; Geisen et
al., 2007; Goldstein et al., 2006; Kohn et al., 2010) . A trombocitopénia, presente entre 14% e
58% dos animais infectados (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007; Goldstein et al.,
2006; Kohn et al., 2010) é geralmente um marcador de mau progndstico, sendo o seu grau
correlacionavel com a gravidade do esforco respiratorio, alteracGes na radiografia pulmonar e
maior mortalidade (Greene, 2012; Kohn et al., 2010). Outras alterac6es da coagulacdo podem-
se manifestar como aumento da concentracao de fibrinogénio (Sykes, 2014) ou a sua reducao
(Greene, 2012), tempos de tromboplastina parcial activada e de protrombina prolongados,
reducdo da actividade da antitrombina, aumento da concentracdo de D-dimeros e aumento de
produtos de degradacdo da fibrina, presumivelmente como resultado de coagulagio
intravascular disseminada (CID) (Greene, 2012; Sykes, 2014), que pode surgir entre 18,4% e
45% dos casos segundo estudos recentes (Geisen et al., 2007; Major et al., 2014).

Anemia € outro achado frequente no hemograma (Greene, 2012; Sykes, 2014), estando
presente em 33% a 53% dos casos (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007; Goldstein et
al., 2006; Kohn et al., 2010). Esta é, geralmente, ndo regenerativa, 0 que pode reflectir
insuficiéncia renal oliglrica compensada com sobrehidratacdo, diminuicdo da producéo
eritrocitaria secundaria a doenca renal cronica ou perda de sangue aguda (menos de quatro

dias) secundaria a trombose ou hemorragia pulmonar ou gastrointestinal (Greene, 2012).

4.2 Analises bioquimicas

Mais de 80 a 90% dos cées apresentam, geralmente, azotémia (Birnbaum et al., 1998;
Goldstein et al., 2006; Kohn et al., 2010; Sykes, 2014) sendo um achado frequente na
apresentacdo inicial do animal em consulta (Greene, 2012). No entanto, um estudo recente
referiu a presenca de parametros renais aumentados em apenas 57% dos animais infectados
(Geisen et al., 2007).

O aumento variavel da concentracdo sérica das enzimas hepaticas alanina aminotransferase

(ALT, 33 a 78%), aspartato aminotransferase (AST, 39 a 56%) e fosfatase alcalina (FAS, 56 a
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90%) e da bilirrubina (17 a 79%) demonstram leséo hepatica (Birnbaum et al., 1998; Geisen
et al., 2007; Goldstein et al., 2006; Greene, 2012; Kohn et al., 2010; Sykes, 2014). A
concentragdo de bilirrubina pode estar aumentada tanto no soro como na urina e a sua
magnitude é, geralmente, proporcional ao grau de disfuncdo hepatica. Marcada bilirrubindria
tende a preceder a hiperbilirrubinémia (Greene, 2012).

Pode surgir hipoalbuminémia em 35% dos casos, provavelmente derivada da proteinuria ou
de SRIS e o récio albumina:globulinas sérico tende a encontrar-se diminuido. Segundo o
mesmo estudo, alguns cdes podem apresentar hiperglobulinémia em 31% dos casos, 0 que
pode resultar da estimulacdo antigénica cronica devido a infeccdo prolongada e/ou
desidratacdo secundaria a insuficiéncia renal (Goldstein et al., 2006; Greene, 2012).

Na maioria dos animais surgem alteracdes electroliticas como hiponatrémia, hipoclorémia,
hipocalémia e hiperfosfatémia como reflexo do grau de disfuncdo renal e gastrointestinal
(Greene, 2012; Sykes, 2014). Hipercalémia desenvolve-se nos animais oligaricos na
insuficiéncia renal terminal. Ligeira hipocalcémia esta associada a hipoalbuminémia. Acidose
metabolica surge nos animais gravemente afectados e a hipoglicémia manifesta-se na
presenca de insuficiéncia hepatica grave (Greene, 2012).

Aumento da amilase e lipase séricas podem surgir por inflamacdo tecidular hepética e
intestinal e por diminuicdo da sua excrecdo renal. Aumento da imunoreactividade sérica da
lipase pancredtica (PLI) é encontrado em animais com aparente pancreatite secundaria
(Greene, 2012).

Aumento sérico de troponinas cardiacas sugere lesdo do miocardio (Greene, 2012) e aparenta
ter relacdo com o progndstico da doenca (Mastrorilli et al., 2007). Aumento sérico da creatina
quinase (CK) surge na ocorréncia da inflamacdo do musculo esquelético (Greene, 2012).

4.3 Urianélise

Sdo achados frequentes de urianalise a isostenuria (44%), ocasionalmente hipostendria,
glicosuria (9 a 82%), proteindria (28 a 76%), piuria (17 a 27%), cilindraria (24 a 34%),
hemataria microscopica (27 a 71%) e bilirrubinaria (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al.,
2007; Goldstein et al., 2006; Greene, 2012; Kohn et al., 2010; Sykes, 2014). Alguns animais
apresentam aumento do racio proteina:creatinina urinarias (racio UPC, 94% num estudo) e
proteinas de baixa osmolaridade na urina, indicando uma perda por via tubular ao invés de
glomerular das mesmas (Greene, 2012; Kohn et al., 2010; Sykes, 2014).
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5. Diagnostico imagioldgico

5.1 Sinais radioldgicos

Muitos cdes manifestam alteracdes visiveis na radiografia toracica, apesar da inconsisténcia
do aparecimento de sinais como a tosse e a dispneia (Greene, 2012; Klopfleisch et al., 2010;
Kohn et al., 2010; Sykes, 2014). Um aumento marcado da densidade intersticial (nodular a
difusa) e padréo alveolar surgem em cdes com hemorragia pulmonar (Greene, 2012;
Klopfleisch et al., 2010; Sykes, 2014), sendo as lesdes mais frequentemente nos lobos dorso-
caudais do pulmao (figura 2) (Greene, 2012). Menos frequentemente surge ligeira efusdo
pleural (Sykes, 2014).

Num estudo recente, que avaliou a prevaléncia de manifestacdes pulmonares da doenga em 50
caes, 70% dos animais manifestaram padrdo pulmonar alterado na radiografia toracica (Kohn
et al.,, 2010). As alteracBes observadas consistiram em padrdo intersticial caudal, ligeiro a
moderado padréo intersticial reticulo-nodular generalizado e grave padréo intersticial reticulo-
nodular generalizado com consolidacGes alveolares. Desses cdes, 4 ndo apresentavam sinais
clinicos de afeccdo pulmonar. Dos animais submetidos a eutanasia, pelo grave compromisso
respiratorio, a necropsia revelou a presenca de grave hemorragia pulmonar aguda difusa
(Kohn et al., 2010).

Figura 2 — Imagem radiogréfica, evidenciando padréo alveolar/intersticial difuso, de um céo
com leptospirose que morreu posteriormente com hemorragia pulmonar (gentilmente cedido
por HVA).
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5.2 Sinais ecograficos

Na ecografia abdominal podem-se apreciar algumas alteracdes renais ndo especificas como
renomegalia, aumento da ecogenicidade do cdrtex renal e ligeira pielectasia (figura 3). Pode
estar presente ligeira efusdo perirenal e encontrar-se visivel uma banda medular de
ecogenicidade aumentada (Medullary Rim Sign), associada histologicamente com hemorragia,
congestdo, edema e necrose (Forrest et al., 1998; Greene, 2012; Matoon & Nyland, 2015) nao
sendo, no entanto, nenhum destes sinais especifico de leptospirose em cédes (Greene, 2012;
Sykes, 2014).

Ainda na ecografia abdominal, podem surgir alteracBes sugestivas de pancreatite (Greene,
2012; Sykes, 2014), como o aumento do tamanho e hipoecogenicidade do pancreas (Sykes,
2014). Pode ainda ser visivel espessamento da parede gastrica e, menos frequentemente, da
parede intestinal, assim como hepatomegéalia e esplenomegélia ligeira a moderada (Sykes,
2014).

Figura 3 — Imagem ecogréfica renal de um cdo com leptospirose, apresentando renomegalia e
hiperecogenicidade do cértex renal e ligeira efusdo perirenal (gentilmente cedido por Dr. Rui
Lemos Ferreira).
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6. Diagnostico Sorologico

6.1 Teste de aglutinagdo microscépica

O teste de aglutinacdo microscopica (MAT) é o método de eleicdo para o diagnostico
sorologico da leptospirose. Este teste produz-se a partir de diferentes meios contendo
organismos Vvivos, representantes de VArios serogrupos, que sdo expostos a diversas diluicGes
do soro do animal em estudo (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). O teste requer
um microscopio de fundo escuro e o resultado é representado pela maior diluicdo de soro que
provocou a aglutinacdo de 50% dos organismos. Trata-se, portanto, de um ensaio especifico
para cada serogrupo, mas que ndo discrimina organismos do mesmo serovar, devido a
existéncia de reacg¢fes imunoldgicas cruzadas entre as proteinas da membrana externa das
diferentes leptospiras (Greene, 2012; Sykes et al., 2011).

E geralmente apresentado ao Médico Veterinario o relatorio laboratorial listando as
leptospiras que foram utilizadas como antigénio e as titulagbes de anticorpos que estas
revelaram (Greene, 2012).

Na analise do soro proveniente de um cdo é frequente observarem titulagfes positivas (acima
de 1:100) para mais do que um serogrupo incluido no teste. Este fendmeno resulta da reaccédo
cruzada entre o soro do animal e os varios organismos utilizados no ensaio, correspondentes a
cada serogrupo. Como tal, considera-se a titulagdo mais elevada a pertencente ao serogrupo
infectante (Greene, 2012), apesar de esta ndo prever, necessariamente, o serovar infectante
(Levett, 2003). Quando existem titulacdes iguais ou superiores a 1:3200 para mais do que um
serovar, a correspondente reacgdo provocada pelo serogrupo ¢ classificada como “mista” e
resulta da partilha de epitopos entre organismos do mesmo grupo (Greene, 2012).

Alguns laboratérios testam até sete ou mais serogrupos, incluindo, Autumnalis, Bratislava,
Canicola, Grippothyphosa, Sejroe, Icteroharmorrhagiae e Pomona. No entanto 0s serogrupos
a incluir em cada ensaio devem variar consoante a localizagdo geogréfica (Greene, 2012),
considerando os serogrupos circulantes nas populacdes caninas, embora essa informacado nem
sempre esteja disponivel (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). Podem surgir falsos negativos se o
organismo do serogrupo infectante ndo estiver presente entre os antigénios escolhidos para a
testagem, ou se houver baixa afinidade deste com os organismos escolhidos para representar
os diferentes serogrupos (Greene, 2012; Sykes, 2014).

Para a correcta interpretacdo dos resultados do MAT € importante conhecer a exposi¢do basal
da populagdo em estudo. A magnitude esperada para uma titulacdo positiva depende desse
conhecimento. Para cada localizacdo geografica, a medicdo da titulacdo de anticorpos relativa
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aos diferentes serogrupos, em animais clinicamente saudaveis ou que sofrem de diferentes
doencas, ajuda na caracterizagdo da exposicdo basal dessa populacéo (Greene, 2012).

As titulacBes vacinais e as resultantes de infec¢des prévias podem dificultar a interpretagéo
dos resultados, no entanto estas tendem a ser inferiores a 1:800, apesar de resultados até
1:3200 terem sido observados (Greene, 2012). As titulacGes tendem a decair quatro meses
apos a vacinacdo, mas persistem durante pelo menos um ano nas infec¢des naturais (Sykes,
2014; Sykes et al., 2011).

Os cées naturalmente infectados apresentam titulacdes iguais ou superiores a 1:800, o que €
presuntivo de leptospirose se for acompanhado de sinais clinicos compativeis e ndo houver
conhecimento de vacinacao recente (Gltimos quatro meses) (Greene, 2012). No entanto, uma
Unica titulacdo, mesmo que superior a 1:800, ndo confirma o diagnostico de leptospirose
(Sykes et al., 2011).

Apesar do evidente acréscimo nos custos, a realizacdo de sucessivas titulagdes de seguimento
ajuda a melhorar a sensibilidade e especificidade dos resultados obtidos no MAT (Greene,
2012). Na primeira semana de infeccdo, os cdes tém frequentemente resultados de MAT
negativos. Como tal, as titulacdes na fase de convalescenca para o diagndstico de infeccdes
agudas devem realizar-se duas a quatro semanas ap0s a titulacdo inicial, apesar de poder
ocorrer seroconversdo nos primeiros trés a cinco dias apos a apresentacdo do animal no
Médico Veterinario (Sykes et al., 2011). As titulacbes seguintes devem intervalar-se por mais
de uma semana e a utilizacdo do mesmo laboratorio é crucial para a correcta interpretacdo dos
resultados (Sykes, 2014). A demonstracdo de um aumento da titulacdo de anticorpos no MAT
para 0 quadruplo no espaco de trés semanas €, classicamente, necessaria para o diagndstico
soroldgico definitivo de uma infecgdo aguda por leptospirose, potencialmente auto limitante.
Do mesmo modo, um decréscimo da titulacdo da mesma magnitude, no curso mais avanc¢ado
da doenca, confirma o diagndstico da doenca (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).
Estéo associadas ao MAT algumas limitagGes. Foi demonstrado que a identidade prevista pelo
teste do serogrupo infectante, em cdes, varia ao longo do curso da infeccdo. Sabe-se que a
vacinacdo prévia pode influenciar o padrdo de reactividade a cada serovar e também o
serogrupo que evidencia maior titulagdo no MAT varia consoante o laboratorio que o realiza.
Os resultados do MAT ndo sdo, por isso, recomendados para a previsdao de serogrupos
circulantes numa populagdo de cédes. Sdo preferiveis ensaios envolvendo o isolamento da
leptospira para o estudo epidemioldgico da doenca e para a seleccdo de antigénios no desenho

de agentes vacinais (Sykes et al., 2011).
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O inicio precoce de uma terapéutica antimicrobiana pode ser responsavel pelo decréscimo na
magnitude da titulacdo, disfarcando o notdvel aumento provocado pelas infeccBes agudas
recentes, dificultando o seu diagnostico (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).

E também importante salientar que a magnitude da titulacdo inicial, ou as alteracdes nas
titulacbes posteriores, ndo se relacionam, de nenhuma maneira, com a gravidade da doenca
clinica (Greene, 2012).

O MAT é um teste de diagndstico bastante acessivel e relativamente pouco dispendioso, mas
complexo de realizar e de interpretar (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).

Em Portugal o Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV) realiza o
teste de MAT para a pesquisa de anticorpos leptospirais. O preco tabelado para a realizagédo
do teste é de 8 euros e o tempo de resposta € aproximadamente trés dias Uteis (Deliberacéo n.°
607/2015 de 23 de Abril).

6.2 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Tém sido realizados ensaios de ELISA em caes para a deteccdo de anticorpos leptospirais 1gG
e IgM. Nestes ensaios é utilizado o LipL32 como antigénio, uma proteina consistentemente
presente nos serovares patogénicos de Leptospira (Dey et al., 2004; Haake et al., 2000).
Apesar de ambas as classes de anticorpos serem capazes de produzir aglutinacdo, o aumento
de titulacdo no MAT corresponde, mais aproximadamente, a aumentos da titulacdo de IgM no
ELISA, em lugar de IgG (Greene, 2012).

Em estudos experimentais, a titulacdo de IgM aumenta a partir de uma semana apés infeccéo,
atingindo o pico dentro de duas semanas, a partir das quais comeca a diminuir. O aumento da
titulacdo de 1gG desenvolve-se duas a trés semanas apds a infec¢do, com a titulacdo maxima
ao final de um més, aproximadamente (Greene, 2012). De forma geral, estudos tém
demonstrado que o0s ensaios de ELISA detectam anticorpos anti-Leptospira mais
precocemente que o MAT, no entanto anticorpos IgM néo séo detectados até quatro a cinco
dias apds o inicio dos sinais clinicos (Picardeau et al., 2014).

Ao contrario das titulagdes obtidas no MAT e das titulagdes de IgM, as titulacbes de 1gG
aumentam drasticamente ap0s a vacinacao e sao capazes de persistir por varios meses. O teste
de ELISA demonstra elevadas titulagdes de 1gG em cées repetidamente vacinados, mantendo
sempre baixa titulacdo de IgM, mesmo durante a primeira semana pos vacina¢do. Desta
forma, com a medicdo combinada de IgG e IgM, o ELISA é mais apropriado para distinguir a
infeccéo natural da imunidade produzida pela vacinacéo do que o MAT (Greene, 2012).

O MAT é considerado superior em relacdo a sensibilidade e especificidade comparativamente

ao ELISA (Greene, 2012), como tal, a utilizagdo de ensaios ELISA sem 0 recurso a testes
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adicionais ndo é recomendado para um correcto diagnostico (Greene, 2012; Picardeau et al.,
2014). Por outro lado, o teste ELISA tem especificidade muito baixa para identificagdo de
serovares (Greene, 2012).

6.3 Outros imunoensaios

Outros imunoensaios incluem a imunofluorescéncia que utiliza anticorpos conjugados a
fluorocromos na deteccdo de anticorpos especificos nos fluidos corporais ou na detecgdo de
antigénios em seccdes de tecido. A sensibilidade e especificidade da imunofluorescéncia séo
semelhantes ao ELISA. Uma vez que requer a utilizacdo de um microscépio de fluorescéncia,
este método nado esta comercialmente disponivel (Picardeau et al., 2014).

A macroaglutinacdo foi, também, desenvolvida para a producdo de um teste rapido de
diagndstico de leptospirose. Sdo utilizadas suspensdes de serovares de leptospiras inactivadas
para producdo de aglutinacdo macroscopica, visivel a olho nu. A semelhanca do MAT, o
antigénio deve consistir dos serovares mais prevalentes, no entanto trata-se de um teste
relativamente insensivel para o diagnostico da doenca (Picardeau et al., 2014).

Também com o objectivo de criar um teste de diagndstico répido desta doenca, foi
desenvolvido o ensaio de hemaglutinacdo indirecta (IHA) que utiliza eritrocitos sensibilizados
por uma substancia obtida a partir do serovar Patoc de Leptospira biflexa, produzindo
hemaglutinacdo, visivel a olho nu, quando na presenca de soro de um animal infectado. O
IHA detecta 1gG e IgM, no entanto a sensibilidade varia muito consoante os estudos

existentes (Picardeau et al., 2014).
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7. Diagnostico bacterioldgico e molecular

7.1 Cultura bacteriana

A cultura bacteriana de leptospiras ndo é utilizada de forma rotineira (Greene, 2012). A
multiplicacdo das leptospiras € lenta, o tempo de incubacdo das amostras dura em média 21
dias (Wuthiekanun et al., 2007), podendo durar até seis meses para a confirmacdo de um
resultado negativo, o que torna a cultura bacteriana impropria para um diagnéstico precoce de
leptospirose (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). Adicionalmente este meio de diagndstico
implica o contacto com laboratdrios especializados e o resultado requer uma interpretacéo
cuidada, uma vez que se podem isolar leptospiras de animais clinicamente saudaveis (Greene,
2012).

Os cdes apresentam leptospirémia na primeira semana de infec¢éo, a partir da qual o nUmero
de organismos circulantes comeca a diminuir com o aumento da titulacdo de anticorpos. Deste
modo, o sangue é o produto ideal para cultura nos dez primeiros dias de infecgdo. Depois
desse periodo sdo preferiveis amostras de urina (Greene, 2012; Sykes et al., 2011). Uma vez
que se pode desconhecer 0 momento exacto da infeccdo, a submissdo de ambas as amostras
de sangue e urina pode aumentar a probabilidade de obter um resultado positivo (Sykes, 2014;
Sykes et al., 2011), preferencialmente antes de iniciar tratamento antimicrobiano (Greene,
2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). As amostras devem seguir para laboratério mantidas

em meio de transporte em gelo, mas nunca congeladas (Greene, 2012).

7.2 Microscopia de fundo escuro

Em teoria a leptospirose pode ser diagnosticada por microscopia de fundo escuro do sangue,
durante a primeira semana de infeccdo (Picardeau et al., 2014). E necessério recorrer a um
microscopio de fundo escuro para o exame directo das leptospiras porque estas ndo coram
pelos métodos tradicionais (Greene, 2012). Também o0 exame do sedimento urinério atraves
de microscopia de fundo escuro é possivel mas este € um método muito insensivel para o
diagnostico da doenca (Sykes, 2014). O limite para a detecgdo foi determinado como 10*
leptospiras por mililitro de sangue ou urina (Picardeau et al., 2014).

Podem surgir muitos artefactos que se assemelhem com as leptospiras e apesar de se tratar de
um exame pouco dispendioso, 0 microscopio de fundo escuro raramente se encontra
disponivel, sendo a sua aquisicdo demasiado dispendiosa para a maioria das instalacfes
(Picardeau et al., 2014). Devido a sua imprecisao, este exame ja ndo é recomendado (Greene,
2012).
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7.3 Imunodetec¢do

Alguns procedimentos de imunohistoquimica que foram desenvolvidos para a detec¢do de
leptospiras em tecidos caninos, nomeadamente no tecido renal, tém-se demonstrado eficazes
no diagndstico da doenca. Podem ser utilizadas amostras fixas em formol e a técnica
demonstrou elevada especificidade (Greene, 2012), mas ndo permite a identificacdo do
serovar infectante uma vez que os anticorpos utilizados na técnica reagem com multiplos
serovares de leptospira (Ross, Jakowski, Bolin, & Kiupel, 2011). O historial de prévia
vacinacdo nao tem por que interferir com o diagndstico de leptospirose através de
imunohistoquimica. Ndo é de esperar encontrar-se antigénio vacinal no tecido renal, visto
utilizarem-se apenas vacinas inactivadas cujo antigénio permanece sobretudo no tecido
subcutaneo, local de administragdo (Ross et al., 2011).

O diagnostico com recurso a imunohistoquimica aparenta ter a mesma sensibilidade e
especificidade que a técnica de impregnacdo com nitrato de prata do tecido renal (método de
Levaditti), no entanto, a primeira aumenta a qualidade do exame histoldgico, facilitando o
diagnostico e permitindo uma melhor avaliagdo da morfologia dos tecidos (Wild et al., 2002).

7.4 Detecgdo genética

Os ensaios de polymerase chain reaction (PCR) sdo realizados por diversos laboratorios para
a deteccdo de ADN de leptospiras patogénicas (Sykes, 2014). Estes ensaios pesquisam genes
presentes apenas nas leptospiras patogénicas como secY, Ifbl, lipL32 e lig (Xu et al., 2014).
Consegue-se a rapida distincao entre leptospiras patogénicas e nao patogénicas, mas ainda nao
foi desenvolvido nenhum ensaio de PCR fiavel para a distin¢do entre serovares e serogrupos
(Greene, 2012; Picardeau et al., 2014; Sykes et al., 2011).

Como na cultura bacteriana, ambas as amostras de sangue (ou plasma anticoagulado) e urina
devem ser submetidas para anélise, dado que o momento preciso da infeccdo é dificil de
precisar, e de preferéncia antes de iniciar qualquer terapéutica antimicrobiana (Greene, 2012;
Sykes, 2014). O limite de deteccdo dos ensaios de PCR foi determinado entre 100 e 1000
bactérias por mililitro de sangue ou urina (Picardeau et al., 2014)

Os ensaios de PCR tém a potencial vantagem de permitir o diagnostico no curso precoce da
doencga, quando os testes soroldgicos ainda sdo negativos (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).
Podem surgir resultados falsos positivos. Alguns ensaios detectam serovares ndo patogénicos
e todos podem detectar organismos latentes em portadores subclinicos. Os resultados falsos
negativos ocorrem quando o momento da colheita da amostra ndo corresponde ao momento

de maior concentragdo do microrganismo nesse fluido corporal, quando existem poucos
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microrganismos devido a presenca de agentes inibitdrios (especialmente na urina) e quando a
extraccdo de ADN é insuficiente para um ensaio correcto (Greene, 2012).

A vacinagdo de cdes saudaveis com vacinas inactivadas de Leptospira ndo tem razdo para
produzir um resultado positivo no PCR, como tal, o historial de vacinacéo néo interfere com o
diagnostico de leptospirose por PCR (Midence, Leutenegger, Chandler, & Goldstein, 2012;
Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).

Com o objectivo de determinar a sensibilidade e especificidade dos métodos de PCR no
diagnostico clinico de leptospirose, serdo necessarios mais estudos no futuro (Greene, 2012;
Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). No entanto, um resultado de PCR positivo no sangue ou
urina de um animal com sinais clinicos consistentes com a doenca corrobora fortemente o
diagndstico (Greene, 2012).

Actualmente, como alternativa aos métodos baseados em PCR, surgiram os métodos de
amplificacdo isotérmica de ADN como o loop-mediated isothermal amplification (LAMP).
Os ensaios baseados no LAMP foram desenvolvidos para a rapida deteccdo de leptospiras
patogénicas, com uma especificidade moderada a baixa e com limite de detec¢do de 2 a 100
leptospiras por mistura de reaccdo. No entanto, mais estudos sdo, ainda, necessarios para a

avaliacdo da verdadeira utilidade destes meios de diagndstico (Picardeau et al., 2014).
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8. Anatomia Patoldgica

8.1 Achados macroscopicos

No exame anatomopatolégico as membranas mucosas encontram-se congestionadas e
ictéricas com hemorragias petequiais e equimoses (Greene, 2012; Sykes, 2014). Para além das
mucosas, sinais de hemorragia surgem noutros 6rgdos, como petéquias e sufusdes e, mais
ocasionalmente, hemorragias cavitarias, na forma de hemotorax, hemoperitoneu e
hemopericardio (Tochetto, Flores, Kommers, Barros, & Fighera, 2012).

Nos casos de doenca aguda, os rins podem estar ligeiramente aumentados de tamanho e
palidos (Greene, 2012; Sykes, 2014; Tochetto et al., 2012). Por vezes, 0s rins apresentam
petéquias (Sykes, 2014) e observam-se hemorragias na superficie capsular (Tochetto et al.,
2012), mas hemorragias subcapsulares sdo comuns (figura 4) (Greene, 2012). Em casos mais
cronicos os rins podem-se encontrar diminuidos de tamanho, com superficie irregular (figura
5) (Greene, 2012; Sykes, 2014).

Figura 4 — A, Intensa coloracdo amarela da cortical num rim de cdo com leptospirose. B,
Hemorragias multifocais num rim amarelo palido de um cédo com leptospirose (gentilmente
cedido por Dr. Rafael Fighera).

Figura 5 — Rins retraidos e fibroticos de um céo diagnosticado previamente com leptospirose
(h& 5 meses) O céo tinha sido tratado, encontrando-se saudavel na altura da morte por um
acidente rodoviario (Greene, 2012).




AlteracBes macroscépicas do figado surgem quando existe envolvimento hepatico da doenca,
tais como mudanca de cor, para um tom mais pélido, acentuacao do padrdo lobular e aumento
difuso do tamanho (figura 6) (Greene, 2012; Tochetto et al., 2012). Alguns casos revelam,

também, hemorragias na vesicula biliar (Tochetto et al., 2012).

Figura 6 — Figado aumentado de volume e necrdético de um cédo com leptospirose aguda (Greene,
2012).

O edema pulmonar é um achado comum, muitas vezes acompanhado por congestdo e/ou
hemorragia, ficando os pulmdes pesados, com aspecto humido e brilhante (figura 7) (Greene,
2012; Klopfleisch et al., 2010; Tochetto et al., 2012). Lesbes petequiais sdo particularmente

comuns na superficie subpleural (Greene, 2012).

Figura 7 — Lesfes de hemorragia pulmonar de um cdo com leptospirose (gentilmente cedido por
Dr. Rafael Fighera).

Podem encontrar-se lesdes de urémia sob a forma de ulceracdo focal na cavidade bucal e
lingua, ulceracédo gastrica e intestinal (Greene, 2012; Tochetto et al., 2012), endocardite mural
ulcerativa, mineralizacdo da pleura parietal, mineralizacdo da intima da artéria aorta e
hiperplasia difusa das glandulas paratirdides (Tochetto et al., 2012).
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Outros achados menos comuns incluem linfadenomegalia generalizada, tonsilomegalia e
invaginacodes intestinais (Greene, 2012; Tochetto et al., 2012).

8.2 Achados histoldgicos

Observam-se vérias alteragdes histoldgicas nos rins, dependendo da viruléncia do serovar
infectante e duracdo da infeccdo (Greene, 2012). Nos casos agudos e subagudos de
leptospirose encontram-se lesdes de degeneracdo e necrose do epitélio tubular (nefrose
tubular) (figura 8). Pequenas quantidades de células necréticas e cilindros hialinos ou
granulares também se observam, podendo ser a causa de obstrucdo tubular nos casos mais
graves (Tochetto et al., 2012). Algum grau de nefrite intersticial também pode surgir, esta é
constituida principalmente por linfcitos e plasmdcitos, mas também por macréfagos e raros
neutréfilos, principalmente na juncdo corticomedular (Greene, 2012; Tochetto et al., 2012).
Os rins cronicamente afectados caracterizam-se principalmente por fibrose intersticial difusa,
com alguma ligeira a moderada inflamacdo linfoplasmocitica multifocal e esparsos
macrofagos. Estas alteracGes histoldgicas ndo sdo especificas de leptospirose cronica e
surgem na maioria dos rins em estado final de funcdo (Greene, 2012). Outras lesdes renais,
menos frequentes, surgem como mineralizacdo, necrose fibrindide vascular (Greene, 2012;
Tochetto et al., 2012), ectasia tubular, aglomerados de neutréfilos, cristais e pigmento biliar
intra-tubulares e regeneracdo tubular. Glomerulonefrite membranoproliferativa e nefrite

embdlica sdo observadas apenas ocasionalmente (Tochetto et al., 2012).

Figura 8 — Lesdes renais na leptospirose canina. Acentuada degeneracdo e necrose das células
epiteliais tubulares no rim, H&E, 200x (gentilmente cedido por Dr. Rafael Fighera).
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No figado as lesdes provocadas pela leptospirose surgem, principalmente, por dissociacdo dos
corddes de hepatdcitos e acumulacdo de pigmento biliar (Tochetto et al., 2012). Pode
observar-se, como tal, estase biliar intra-hepéatica (Greene, 2012) e focos de necrose do
parénquima (Greene, 2012; Tochetto et al.,, 2012). Hipertrofia das células de Kupffer,
associada a eritrofagocitose foi também descrita, assim como degenerescéncia vacuolar dos
hepatdcitos, neutrdfilos no interior dos sinusoides, infiltragdo inflamatéria mononuclear nos
espacos porta e no paréngquima e aumento do nimero de hepatécitos binucleados e em mitose
(figura 9) (Tochetto et al., 2012). Nas infeccBes cronicas podem-se encontrar sinais de

hepatite cronica activa e fibrose hepatica (Greene, 2012).

Figura 9 —A, Alteracfes hepaticas minimas e colestase grave num cdo com leptospirose anurica.
As concentragbes séricas da FAS e da bilirrubina total apresentavam-se ligeiramente
aumentadas (Sykes, 2014). B, Acentuada dissociacao dos corddes de hepatdcitos num figado com
namero aumentado de hepatécitos binucleados, na leptospirose canina. H&E, 200x (gentilmente
cedido por Dr. Rafael Fighera).

O exame anatomopatoldgico de animais com quadro pulmonar assemelha-se ao descrito na
leptospirose em Medicina Humana, surgindo edema e hemorragia alveolares como lesdes
mais prevalentes (figura 10) (Sykes, 2014; Tochetto et al., 2012). Acompanham o edema
filamentos e coagulos de fibrina, encontrando-se, também frequentemente, neutréfilos e
macrofagos nos espacos alveolares. As lesdes caracterizam, principalmente, processos
agudos, ocorrendo, também, ocasionalmente, capilarite, hiperplasia dos pneumdcitos tipo Il
(Tochetto et al., 2012) e formacdo de membranas hialinas (Sykes, 2014; Tochetto et al.,
2012). Sinais de pneumopatia urémica, como a presencga de neutrofilos e pequena quantidade
de fibrina ao redor de septos alveolares mineralizados, também podem ser observados
(Tochetto et al., 2012).
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Figura 10 — Hemorragia pulmonar aguda num cdo com leptospirose aguda. Os alvéolos contém
eritrocitos livres em grande namero. Presenga de neutréfilos marginalizados no interior dos
vasos sanguineos (setas). Coloragdo H&E, 400x. (Greene, 2012).

Achados de lesdo neurologica podem surgir na forma de hemorragia perivascular, infiltracdo
celular mononuclear e, ocasionalmente, trombose vascular (Greene, 2012). Miocardite
neutrofilica e necrosante pode também ocorrer e mionecrose do musculo esquelético foi,
também, ocasionalmente, descrita (Sykes, 2014).
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9. Terapéutica

9.1 Antibioterapia

O tratamento antimicrobiano deve ser iniciado imediatamente, face a suspeita de leptospirose,
mesmo antes da confirmacdo laboratorial do diagndstico (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes
et al., 2011). Os antibidticos reduzem a febre e a leptospirémia poucas horas apds o inicio da
sua administracdo e inibem imediatamente a multiplicagdo do organismo, reduzindo
rapidamente a ocorréncia de complicacOes associadas a infeccdo (Greene, 2012).

O tratamento ideal para a leptospirose é ainda desconhecido (Sykes et al., 2011). Com base na
bibliografia mais recente, o Consensus Statement do Colégio Americano de Medicina Interna
Veterindria (ACVIM) sobre a leptospirose recomenda o tratamento da leptospirose canina
com doxiciclinaa 5 mg/Kg PO ou IV, cada 12 horas, por duas semanas (Sykes et al., 2011). A
doxiciclina demonstrou-se eficaz na eliminacdo das leptospiras do sangue, rim e figado no
espaco de trés dias apds inicio do tratamento (Truccolo, Charavay, Merien, & Perolat, 2002),
sendo um farmaco de elei¢do no tratamento da leptospirose humana (Suputtamongkol et al.,
2010).

Nos animais urémicos, que ndo toleram a medicacdo oral devido ao vOmito, ou com
comprometimento da funcdo hepética pode ser administradas inicialmente ampicilina a 20
mg/Kg 1V, a cada 6 horas (com reducdo da dose nos animais azotémicos) ou penicilina G na
dose de 25000 a 40000 U/kg IV a cada 12 horas (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al.,
2011). A penicilina e os seus derivados sdo considerados os antibiéticos de eleicdo para a
eliminagdo da leptospirémia, mas ndo eliminam eficazmente o estado de portador renal
(Greene, 2012; Truccolo et al., 2002; Watt et al., 1988), sendo, por isso, recomendada a
utilizacdo da doxiciclina assim que o animal tolerar a medicacdo oral. O tratamento com
doxiciclina oral deve durar até duas semanas apds a resolugdo dos sinais gastrointestinais
(Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). A ampicilina ndo deve ser administrada por via oral porque
ndo tem boa absorcdo intestinal e a sua biodisponibilidade reduz significativamente com a
presenca de comida (Greene, 2012; Ramsey, 2014; Sykes et al., 2011).

Outros antibidticos revelaram-se eficazes contra a leptospirose em Medicina Humana como a
ceftriaxona (Panaphut, Domrongkitchaiporn, Vibhagool, Thinkamrop, & Susaengrat, 2003),
azitromicina (Phimda et al., 2007) e cefotaxima (Sykes et al., 2011). Os aminoglicosideos,
embora altamente eficazes na eliminacdo das leptospiras dos rins, ndo podem ser
administrados até os parametros renais se encontrarem no intervalo de referéncia (Greene,
2012).
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9.2 Terapia de suporte

A desidratagdo e o choque ocorrem nos animais gravemente afectados. E importante a
introducdo de um cateter venoso, de preferéncia numa veia central, para administracdo de
grande volume de fluidos e monitorizacdo da presséo arterial central (Greene, 2012). A
reposicdo da volémia requer administracdo intravenosa agressiva de cristaldides, calculada
com base nas perdas liquidas (vomito e diarreia), peso vivo do animal e monitorizagdo
cuidada da frequéncia respiratoria, ruidos pulmonares e pressdo arterial. A monitorizacdo do
estado electrolitico e de &cido-base pode revelar a necessidade de reposicdo de electrolitos
(Sykes, 2014).

Enguanto nos animais polidricos é necessaria a administracdo de grande quantidade de fluidos
(superior a 200 mL/Kg/dia), nos animais em oligdria (producéo urinéria inferior a 2 mL/Kg/h)
ou anulria, taxas de reposicdo muito elevadas podem conduzir a sobrehidratacdo e
insuficiéncia respiratdria. E, portanto, importante a monitoriza¢io cuidada do débito urinario
nos animais oliguricos ou andricos, através de um sistema fechado de colheita de urina
(Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). A oliguria e a anuria devem ser abordadas, inicialmente,
com reidratacdo (Greene, 2012). Caso estas se mantenham pode ser administrado manitol em
bolus IV lento na dose de 0,25 a 1 mg/kg. Se a producdo de urina aumentar, a manutencdo de
manitol em infusdo continua 1 a 2 mg/kg/min 1V ou 0,25 a 0,5 mg/kg a cada 4 a 6 horas pode
ser adequada. A furosemida deve ser preferida em situacbes de sobreidratagdo ou
hipercalémia. Um aumento da producdo urinaria deve ser observado 20 a 60 minutos apés a
administracdo IV de furosemida na dose 2 a 6 mg/kg e esta deve ser repetida a cada 6 a 8
horas, no caso de haver resposta. Pode ser instituida, em alternativa, a administracdo de
furosemida em infusdo continua na taxa de 0,25 a 1 mg/kg/h, acompanhada de frequente
monitorizacao (Ettinger & Feldman, 2010).

Mais de 80% dos animais que morreriam das consequéncias da urémia grave sobrevivem se
tiverem acesso a terapia de substituicdo renal. Hemodialise intermitente ou terapia de
substituicdo renal continua estdo indicadas nos animais com deébito urinario inadequado que
estdo a desenvolver sobrecarga de volume, com ureia superior a 80 mg/dL ou com sinais de
urémia ndo responsivos & abordagem médica. Espera-se a recuperacdo da funcgdo renal ao
final de 2 a 4 semanas de dialise, sendo, algumas vezes, apenas necessarios 1 a 3 tratamentos
ateé instituicdo da polidria e inicio da recuperagdo (Sykes et al., 2011).

A alimentacdo oral deve ser descontinuada nos animais que apresentem vomito e pode ser
necessaria a administracdo de antieméticos de acgdo central e antiacidos de administracdo
parenteral (bloqueadores dos receptores de histamina H2 e inibidores da bomba de protdes)

(Greene, 2012).
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A presenca de petéquias e equimoses pode indicar trombocitopénia por vasculite ou CID nos
animais gravemente afectados, devendo ser considerado o tratamento anticoagulante com ou
sem reposicdo de factores de coagulacdo. Deve-se proceder a transfusédo de plasma ou de
sangue fresco inteiro na presenca de grave hipoalbuminémia ou na suspeita de pancreatite,
concomitantes (Greene, 2012).

Actualmente € desconhecido o tratamento ideal para cdes com LPHS (Sykes, 2014). Alguns
caes podem necessitar de oxigenoterapia e ventilagdo mecénica, se gravemente afectados. Em
humanos com grave leptospirose pulmonar, o tratamento precoce com doses de choque de
bolus intravenosos de metilprednisolona foi associado a uma diminuicdo drastica da
mortalidade (Greene, 2012). Estudos em Medicina Humana revelaram melhorias apos
tratamento com ciclofosfamida (Trivedi, Vasava, Patel, & Bhatia, 2009) e transfusdo de
plasma, o que sugere o papel chave de mecanismos imunoldgicos na patogénese deste
sindrome (Trivedi et al., 2010). Tanto em humanos como em cdes com LPHS, o tratamento
com dexametasona e desmopressina ndo revelou resultados (Niwattayakul et al., 2010; Sykes
et al., 2011). A terapia imunossupressora deve ser alvo de estudo futuro no tratamento da

manifestacdo pulmonar da leptospirose em caes (Greene, 2012).

9.3 Monitorizagao hospitalar

E recomendada a referenciacio dos casos para uma unidade clinica de cuidados permanentes
(24 horas), devido a necessidade de monitorizacao intensiva (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).
Durante a hospitalizacdo deve ser realizado um painel bioquimico a cada 24 horas para
monitorizacdo da funcdo renal, enzimas hepaticas, concentracdo de proteinas e estado
electrolitico e acido-base. O hematocrito deve ser avaliado a cada 24 horas e 0 hemograma
realizado a cada 48h de hospitalizacdo. O débito urinario deve ser registado todas as horas,
inicialmente, através do sistema fechado de colheita de urina. Exames fisicos seriados, com a
frequente monitorizacdo do peso corporal, frequéncia respiratoria, ruidos pulmonares e
pressdo arterial s&o indicados para a detecgéo precoce de sinais de sobreidratacdo (Sykes et
al., 2011).

9.4 Seguimento clinico

Como minimo, os cées infectados por leptospirose devem ser reavaliados ap0s uma semana
da alta hospitalar. Um painel bioguimico e urianalise, com especial interesse na densidade
especifica, devem ser realizados. Os cédes que sofreram trombocitopénia ou anemia durante o
periodo de hospitalizacdo devem realizar um hemograma. Este momento também representa
uma oportunidade para obter uma titulagdo de anticorpos de fase de convalescenca (Sykes et

al., 2011).
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10. Prognostico

10.1 Mortalidade (taxa de sobrevivéncia)

Tém sido descritas varias taxas de sobrevivéncia que variam consoante a localizacdo
geografica e os serovares suspeitos na infeccdo. Um estudo aleméo referiu a alta de 52% dos
animais infectados e na Suica foi descrita a sobrevivéncia de 56,7% dos animais que tiveram
alta (Geisen et al., 2007, Major et al., 2014), taxas reduzidas relativamente a estudos
americanos que relatam taxas de sobrevivéncia de 78% (Birnbaum et al., 1998; Goldstein et
al., 2006). Centros com acesso a hemodialise chegam a exibir taxas de sobrevivéncia
superiores a 80% (Adin & Cowgill, 2000; Sykes et al., 2011). A taxa de sobrevivéncia para
cées com sinais de LPHS é desconhecida, mas é, provavelmente, mais baixa (Sykes, 2014).
Um estudo onde 70% dos animais apresentaram quadro pulmonar demonstrou uma taxa de
sobrevivéncia de 64% (Kohn et al., 2010).

10.2 Indicadores de progndstico

Em Medicina Humana, o juizo dos achados laboratoriais tem permitido a predicdo da
gravidade e mortalidade da doenga nos pacientes afectados. Dispneia, infiltrado alveolar grave
visivel na radiografia toracica, elevada contagem leucocitaria no sangue, trombocitopénia,
oliguria e anomalias na repolarizacdo no electrocardiograma sdo todos indicadores de mau
prognostico na leptospirose humana (Greene, 2012; Rajapakse, Rodrigo, & Haniffa, 2010). O
grau de infeccdo também é considerado um indicador de prognéstico estando a presenca de
mais de 10* leptospiras/ml associada a morte do paciente (Rajapakse et al., 2010).

Um estudo em leptospirose canina sobre infeccédo pelo serogrupo Australis demonstrou que o
tempo entre 0 aparecimento da sintomatologia e a admissdo na unidade de atendimento
veterinario ndo apresentou uma diferenca estatisticamente significativa entre os animais
sobreviventes e os ndo sobreviventes (Mastrorilli et al., 2007). Dos 16 animais infectados por
leptospiras desse serogrupo, 9 apresentaram SRIS, facto este que ndo teve impacto
significativo no desfecho da doenca. Houve envolvimento multiorganico com um consistente
envolvimento renal e 5 em 16 animais apresentaram CID subclinica, ou, mais propriamente,
um estado de hipercoagulabilidade, ndo servindo no entanto como indicador de progndéstico
(Mastrorilli et al., 2007).

Sabe-se que o grau de trombocitopénia se correlaciona com a gravidade do quadro
respiratorio e consequente mortalidade dos cées que sofrem de leptospirose, sendo, por isso,

um marcador de mau prognostico da doenca (Greene, 2012; Kohn et al., 2010).
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A troponina sérica cTnl (troponina cardiaca) foi sugerida como potencial marcador de
progndstico, em animais infectados pelo serogrupo Australis. Esta apresentou-se
significativamente mais elevada nos animais que ndo sobreviveram a infeccdo. Albumina
sérica, proteinas totais, Racio proteina C reactiva/haptoglobina (rdcio CRP/Hpt), racio UPC e
racio albumina-creatinina urindrias (racio UAC) foram outros indicadores associadas com o

desfecho da doenca no mesmo estudo (Mastrorilli et al., 2007).

10.3 Resposta a terapéutica

O sucesso do tratamento estd associado ao retorno dos pardmetros renais para intervalos de
referéncia num prazo de 10 a 14 dias. A contagem de plaguetas devera melhorar dentro de
uma semana apos inicio da antibioterapia e a bilirrubina sérica diminui mais lentamente que
as enzimas hepaticas (Sykes et al., 2011).

A regeneracdo do tecido renal pode perdurar por mais quatro semanas ap0s o tratamento da
infeccdo e nalguns animais, principalmente quando tratado num curso mais tardio da doenca,
pode ocorrer dano renal permanente (Sykes et al., 2011).

A fluidoterapia ndo deve ser descontinuada repentinamente e alguns animais podem necessitar

suporte nutricional enteral ou parenteral enquanto a inapeténcia persistir (Sykes et al., 2011).

38



11. Prevencao

11.1 Vacinagéo

Apesar da existéncia de imunidade celular, a resposta imunitaria face as leptospiras é
predominantemente humoral. Os anticorpos sdo sobretudo dirigidos para o LPS e outras
proteinas da membrana externa, que variam antigenicamente entre serovares (Greene, 2012).
O grau de proteccdo correlaciona-se melhor com a presenca dos anticorpos opsonicos
(fagociticos) em vez dos aglutinantes, medidos no MAT. Uma vez que 0s anticorpos
aglutinantes ndo sdo eficazes na neutralizacdo ou destruicdo do organismo, as titulacdes
obtidas no MAT ndo podem ser utilizadas para prever o grau de proteccdo oferecido pelo
sistema imunitario. De facto, podem identificar-se animais que estdo protegidos contra uma
infeccdo experimental, com poucos ou nenhuns anticorpos medidos pelo MAT (Greene,
2012).

A imunizacdo atraves da vacinacao tem sido eficaz na reducdo da prevaléncia e gravidade da
leptospirose em cées (Greene, 2012). As vacinas sdo contituidas, actualmente, por bacterinas
inactivadas e produzem imunidade serogrupo especifica (Greene, 2012; Sykes, 2014). Foi, no
entanto, demonstrada a presenca de imunidade cruzada parcial nalguns estudos experimentais
(Sonrier et al., 2000). Um estudo demonstrou alguma imunizacdo cruzada entre serogrupos
diferentes estimulada por uma vacina viva atenuada (Srikram et al., 2011), no entanto este
tipo de vacinas ndo €, hoje em dia, utilizada devido a sua instabilidade e possivel conversédo
para viruléncia (Greene, 2012).

A vacina bivalente, contento os serogrupos Canicola e Ictrohaemorrhagiae, foi a primeira a
ser introduzida no mercado (Sykes, 2014) e a utilizada em Portugal até a data. Segundo um
estudo que analisou 42 cées diagnosticados com leptospirose na Universidade de Munique, as
vacinas utilizadas até a data, compostas por bacterinas dos serogrupos Canicola e
Icterohaemorrhagiae, ndo induzem imunidade cruzada contra outros serogrupos e, apesar da
vacinacdo, estes dois serogrupos ainda se responsabilizam por infeccbes em cées néo
vacinados (Geisen et al., 2007). Apesar da diminuicdo da seroprevaléncia do serogrupo
Canicola na Europa, o risco de suprimir a vacinagdo contra esta leptospira tdo adaptada a um
unico hospedeiro é o da sua prevaléncia aumentar rapidamente com a diminuicdo da
imunidade da populagéo alvo. Como tal, dado o cdo ser o seu Unico hospedeiro reservatorio, a
vacinacdo contra Canicola deve ser mantida (Ellis, 2010).

Actualmente, foram introduzidas vacinas na Europa contendo bacterinas dos serovares

Portland-vere (serogrupo Canicola), Copenhageni (serogrupo Icterohaemorrhagiae),
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Bratislava (serogrupo Australis) e Dadas (serogrupo Grippotyphosa) (Sykes, 2014). A
duracdo da imunidade pds vacinal é de pelo menos 12 meses, periodo durante o qual protege o
animal da doenga clinica e do estado de portador renal (Klaasen, Molkenboer, Vrijenhoek, &
Kaashoek, 2003; Minke et al., 2009). Esta vacina ja se encontra disponivel em Portugal com a
AIM 857/01-05/12CIVPT (Direccdo Geral da Alimentacdo e Veterinaria, 2015). Para além
das vacinas bivalentes anteriormente mencionadas, existe também uma vacina trivalente,
composta dos serogrupos Canicola, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa, colocada
recentemente no mercado com a AIM 858/01/12RIVPT e 859/01/12RIVPT (Direccdo Geral
da Alimentacéo e Veterinaria, 2015)

A recomendacdo do Vaccination Guidelines Group (VGG) da World Small Animal Veterinary
Association (WSAVA) para a vacinagdo contra a leptospirose em cachorros consiste em
administrar a primeira dose entre as 12 e as 16 semanas de vida ap6s completar o protocolo da
vacina polivalente (parvovirose, esgana, hepatite viral, traqueite infecciosa...), com uma
segunda dose 3 a 4 semanas depois. Nos adultos a primovacinacdo consiste de duas doses
espacadas de 3 a 4 semanas e a revacinacdo deve ser realizada anualmente, ou mais
frequentemente, de acordo com a vacina utilizada e risco epidemioldgico (Day, Horzinek, &
Schultz, 2010).

Foram descritas no passado reaccGes adversas a vacinacao contra leptospirose, associadas a
reccoes de hipersensibilidade tipo | como anafilaxia, especialmente em cées de raca pequena.
No entanto, este tipo de reaccdes pode ocorrer em cdes de qualquer raca e sdo cada vez menos
reportadas (prevaléncia <1%) pelos Médicos Veterinarios e pela industria (Sykes, 2014;
Sykes et al., 2011).

A vacinacdo deve ser aconselhada a todos os cdes com risco de exposi¢do. Este risco varia
geograficamente. Cdes com contacto com animais selvagens, que nadem ou que bebam de
fontes de agua ambiental, como os cdes de quinta por exemplo, devem ser vacinados. Nas
areas urbanas onde a leptospirose ocorre nos caes de quintal, todos 0s cées estdo em risco,
devendo a vacinacdo contra a leptospirose inserir-se nos protocolos de rotina (Sykes, 2014;
Sykes et al., 2011).

De momento, desconhece-se a prevaléncia de recorréncia de leptospirose em cédes apds um
tratamento adequado. Um estudo de Medicina Humana realizado na Regido Autonoma dos
Acores sugere a existéncia de algum grau de proteccdo a longo termo contra a doenga, com
atenuacdo dos sinais clinicos em caso de reinfeccdo (Esteves et al., 2014). A vacinagdo anual
de cdes que recuperaram de leptospirose é recomendada, uma vez que estes animais

continuardo em risco de exposicdo. No entanto mais estudos sdo necessarios para o
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conhecimento da duracdo da imunidade e proteccdo cruzada produzidas por uma infeccao
natural (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).

11.2 Outros métodos de prevencao

A prevencdo da leptospirose envolve a eliminagdo do estatuto de portador da doenca.
Infelizmente, os hospedeiros reservatorio selvagens e os animais domésticos subclinicamente
infectados, preservam e eliminam o organismo intermitentemente pela urina (Greene, 2012).
Diminuir o acesso dos cdes a potenciais fontes de infeccdo como zonas pantanosas e com
agua estagnada, e minimizar o contacto com animais selvagens, através de vedagdes e
controlo de roedores, pode ajudar na prevencdo da infeccdo (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011),
assim como a manutencdo das condic@es de higiene nos canis e o isolamento dos animais
infectados (Greene, 2012).
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12. Saude Publica

12.1 Leptospirose humana

A leptospirose € a zoonose bacteriana com maior distribui¢do mundial (Lau, Smythe, &
Weinstein, 2010)

A leptospirose em humanos é sempre contraida a partir de uma fonte animal. A transmisséo
de humano para humano é, em termos praticos, inexistente e a doenca classifica-se
globalmente como uma zoonose. As leptospiras persistem, principalmente, nos tdbulos renais
proximais dos portadores e sdo eliminadas pela urina. Quase todos os mamiferos, incluindo os
mamiferos aquéticos, e marsupiais podem ser portadores cronicos da doenca. Os humanos,
como hospedeiros acidentais, raramente se tornam portadores cronicos, sofrendo, em
alternativa, infeccdes de caracter agudo acompanhadas, por vezes, de sequelas a longo prazo
(Adler & Pefia Moctezuma, 2010). A doenca aparece frequentemente associada a praticas de
lazer em ambiente aquéatico ou a algumas profissées, como o trabalho em minas, esgotos,
agricultura e Medicina Veterinaria (Speidel et al., 2008).

A leptospirose humana € geralmente uma doenca benigna e auto-limitante (Speidel et al.,
2008) e ¢, provavelmente, subdiagnosticada, pois apresenta-se através de sinais tipicos de uma
gripe. No entanto é possivel dar-se a progressao para insuficiéncia hepatica e renal fulminante
e envolvimento pulmonar (doenca de Weil), culminando na morte do individuo, nos casos
graves, deixados por tratar (Adler & Pefia Moctezuma, 2010; Binder & Mermel, 1998;
Sessions & Greene, 2004b). Sinais clinicos como febre, calafrios, cefaleia, mialgia, nausea,
vomito, ictericia e anemia sdo caracteristicos da leptospirose humana e surgem apds um
tempo de incubacdo médio de 10 dias (2 a 30 dias), no entanto sinais como derrame
conjuntival, petéquias, hemoptise, erupgdes cutaneas, sinais de miocardite, meningite e
comprometimento renal e sinais respiratérios também podem surgir (Declaracdo de
rectificacdo n°® 609-A/2014 de 16 de Junho; Lau et al., 2010; Sessions & Greene, 2004b;
Speidel et al., 2008; Sykes, 2014; Vieira, Gama-Simdes, & Collares-Pereira, 2006).

Num estudo retrospectivo de 18 anos foram confirmados 1024 casos de leptospirose humana
em Portugal, sendo a causa de morte em 183 pacientes. Entre os anos 1986 e 2003 foi
observada uma média de 53 casos por ano, sendo a taxa de incidéncia média muito superior
nos Acores (llha de S&o Miguel e Terceira) em comparacdo com a Madeira e Portugal
Continental. Da totalidade dos casos, 67% corresponderam a pessoas do sexo masculino e
observou-se distribuicdo sazonal da doenca, sendo superior nos meses de Inverno (Vieira et

al., 2006). Tratando-se de uma doenca de declaracdo obrigatéria em Medicina Humana a
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Direccdo Geral da Saude (DGS) publica periodicamente o numero de casos notificados em
Portugal (quadros 3 e 4). De 2002 a 2006 foram notificados 239 casos de leptospirose humana
(Direccao-Geral da Saude, 2007). De 2009 a 2012 foram notificados 115 casos confirmados
num total de 120 suspeitos, em pessoas maioritariamente do sexo masculino (Direccao-Geral
da Salde, 2014).

Quadro 3 — Numero de Leptospirose humana notificados em Portugal entre 2002 e 2006 (Fonte:
Direccao-Geral da Saude, 2007).

Ano Numero de casos notificados
2002 37
2003 72
2004 57
2005 32
2006 41
Total 239

Quadro 4 — Numero de casos de Leptospirose Humana notificados, por classificacdo de caso e
por ano, em Portugal entre 2009 e 2012 (Fonte: Direc¢do-Geral da Saude, 2014).

Classificagdo de caso
Ano Confirmado | Provavel Possivel Total
2009 32 1 0 33
2010 29 0 0 29
2011 33 1 0 34
2012 21 0 3 24
Total 115 2 3 120

12.2 O Homem e 0 risco de exposi¢ao

A leptospirose € encontrada por todo o mundo, particularmente nas regiGes tropicais e
subtropicais onde as condi¢Ges ambientais favorecem a sobrevivéncia e transmissdo das
leptospiras. Apesar da caréncia de dados epidemioldgicos fidedignos, sdo conhecidas areas de
elevado risco da doenca em humanos incluindo india, Sri Lanka, Tailandia, Vietname,
Malésia, China, Seychelles, Caraibas, Brasil e ilhas do Pacifico (Lau et al., 2010).

Com a crescente popularidade do ecoturismo e das actividades de aventura no exterior, 0s
viajantes estdo, provavelmente, cada vez mais expostos a leptospirose (Lau et al., 2010). Nos
paises desenvolvidos a leptospirose humana esta associada a actividades recreativas na agua.

Foram reportados varios surtos apds participagdo em actividades desportivas como rafting,
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triatlos e exploracédo de grutas (Greene, 2012; Monahan, Miller, & Nally, 2009; Stern et al.,
2010). Também o contacto com roedores selvagens foi descrito como fonte de leptospirose
em humanos, quando estes sdo adoptados como animais domésticos, e também através da
contaminacgdo de comida com urina infectada (Greene, 2012; Strugnell et al., 2009). Pessoas
com contacto frequente com espécies pecuarias também apresentam um certo risco de
exposicdo (Sykes, 2014).

As épocas de cheias representam um grande factor de risco para o aparecimento de
leptospirose em humanos, sobretudo nos paises em desenvolvimento. A exposicdo das
membranas mucosas ou de pele lesionada a ambientes pouco higiénicos e contaminados com
urina de roedores também representa uma possivel forma de transmissdo da doenca (Greene,
2012).

Apesar de se encontrar por confirmar, com base em métodos de tipificacdo molecular (Sykes,
2014; Sykes et al., 2011), a hipotese de que os cdes estejam envolvidos na transmissdo de

leptospirose a humanos ndo foi excluida (Greene, 2012).

12.3 Risco zoondtico no hospital veterinario

A fim de diminuir o risco de zoonose em ambiente hospitalar, todos os cdes com sinais de
insuficiéncia renal aguda devem ser considerados suspeitos de leptospirose e manipulados de
acordo com essa suspeita, até a obtencdo de outro diagnostico. O movimento destes animais
pelo hospital deve ser minimizado e, uma vez que as leptospiras ndo se transmitem por
contacto directo entre cées na fase aguda, os pacientes criticamente afectados e que requerem
monitorizacao frequente e vigilancia cuidada nédo precisam de ser hospitalizados em unidades
de isolamento. Devem, no entanto, ser alojados ao nivel do solo, em jaulas identificadas da
suspeita de leptospirose (Sykes et al., 2011).

Mulheres gravidas e pessoas imunodeprimidas ndo devem contactar com estes animais. Deve
ser utilizado equipamento de protec¢do individual por qualquer pessoa que manipule estes
animais, como luvas de latex, batas descartaveis, mascara e Oculos protectores ou, em
alternativa, uma mascara completa, especialmente nos momentos em que aerossoliza¢do da
urina é possivel, como na manipulagéo de algalias ou limpeza de urina. Especial cuidado deve
ser adoptado, para evitar picadas de agulha ou outro contacto com o sangue (Sykes et al.,
2011).

Os pacientes suspeitos que ndo se encontram algaliados devem ser passeados frequentemente,
para que ndo urinem no hospital. Para o efeito, devem-se evitar os corredores principais ou
utilizar macas como alternativa. Os pacientes devem urinar numa 4area restrita,

preferencialmente de fécil descontaminacdo (Sykes et al., 2011).
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As jaulas devem ser limpas e desinfectadas diariamente com solugdes a base de lixivia.
Equipamento de protecgdo individual deve ser utilizado durante a limpeza das jaulas. A
lavagem a méquina normal das mantas e tapetes utilizados nas jaulas inactiva eficazmente as
leptospiras. As zonas de exterior onde os cdes infectados urinaram devem ser lavadas com
solucdes de 10% de lixivia. O sangue, urina e tecidos dos animais suspeitos deve ser
manipulado como residuo hospitalar e no caso de morte ou eutanasia de um animal infectado,
os individuos que manipulardo a carcaca devem ser notificados do risco zoonotico (Sykes,
2014; Sykes et al., 2011).

12.4 Risco zoondtico em casa

Os donos de cdes afectados pela leptospirose devem ser educados para a natureza zoondtica
da doenca. Cées em tratamento representam um risco de transmissdo da doenca
provavelmente baixo, uma vez que a doxiciclina elimina as leptospiras do rim no espacgo de
trés dias e a eliminacdo das bactérias pela urina s6 comeca ao fim de sete a dez dias de
infeccdo. No entanto, os donos ndo devem descurar de cuidados até ao final do tratamento
antibacteriano, devendo evitar o contacto com a urina do seu céo. Os cées devem ser
encorajados a urinar longe dos cursos de dgua e do acesso a outros animais e pessoas e devem
ser utilizados os desinfectantes domésticos e luvas durante a lavagem da urina, caso esta
ocorra dentro de casa (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).

Dado o potencial risco zoono6tico da doenca, o tratamento de cdes que coabitem com um cédo
infectado é recomendado, pois estes podem ter sido, também, expostos a fonte ambiental de
leptospiras responsaveis pela infeccdo. O tratamento profilactico recomendado consiste em
doxiciclina, 5mg/Kg PO, cada 12 horas, durante 14 dias e, idealmente, acompanhado de
monitorizacdo de titulagdo de anticorpos de fase aguda e de convalescenca (Sykes, 2014;
Sykes et al., 2011). Nas situacfes em que se prevé a inevitabilidade da exposi¢cdo de uma
pessoa a um ambiente endémico, por curto periodo de tempo, o individuo pode optar por
quimioprofilaxia com doxiciclina, 200mg/kg PO, semanal (Speidel et al., 2008).

Os donos devem ser aconselhados a procurar assisténcia médica caso surja doenga na mesma
altura do diagndstico do seu animal, ou caso procurem maior esclarecimento acerca da doenca
em humanos (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011).
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11 - Estudo Clinico

1. Objectivos

Com este estudo pretendeu-se contribuir para a caracterizacdo da leptospirose canina na
Grande Area Metropolitana de Lisboa no periodo de um ano e trés meses. Teve-se como
objectivo definir o quadro clinico e alguns aspectos epidemioldgicos da doenga associados ao
periodo temporal do estudo, comparando-os com a bibliografia mais recente. Com a anélise
dos resultados obtidos pretendeu-se também, contribuir para o estabelecimento de indices de

prognostico.

2. Material e Métodos

2.1 Populagéo em estudo
Para o presente estudo foram reunidos os historiais médicos de 28 cédes que se apresentaram
em 3 Hospitais de Animais de Companhia abrangidos pela Grande Area Metropolitana de
Lisboa no periodo de Janeiro de 2014 até Marco de 2015. As unidades hospitalares
colaboradoras deste estudo foram o Hospital Veterinario do Atlantico (HVA), pertencente ao
concelho de Mafra, o Hospital Veterinario do Restelo (HVR) e o Hospital Escolar Veterinario
(HEV) da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) da Universidade de Lisboa (ULisboa),
ambos pertencentes ao concelho de Lisboa.
Todos os animais suspeitos de leptospirose canina foram avaliados, sendo incluidos no estudo
0S casos cuja suspeita da doenca se baseou em critérios epidemioldgicos e clinicos
compativeis e preenchimento de pelo menos um dos seguintes critérios laboratoriais:
1. Reaccdo positiva (=1:100) no MAT para outros serogrupos que ndo Canicola ou
Icterohaemorrhagiae.
2. Titulagdo elevada (=1:800) no MAT para o0s serogrupos Canicola ou
Icterohaemorrhagiae.
3. Titulagdo positiva (=1:200) de 1gG ou IgM no ELISA.
4. Resultado positivo no PCR sanguineo ou urinario.

5. Observacéo de leptospiras por histopatologia renal.
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2.2 Distribuicéo sazonal

Foi considerada a data de apresentagédo de cada animal na unidade de hospitalizagéo, para a
descrigdo da distribuicdo sazonal da doenga, no periodo de tempo considerado no estudo.

2.3 Diagndstico

No MAT foram incluidos microrganismos representantes dos serogrupos Australis (Bratislava
e Australis), Autumnalis, Canicola, Grippotyphosa, Icterohaemorrhagiae (Copenhageni) e
Pomona. Foram aceites como positivas as titulagdes iguais ou superiores a 1:100 e
considerou-se 0 serogrupo com maior titulagdo como o suspeito infectante. Nos casos em que
se observou elevada titulagéo, de igual valor, para mais do que um serogrupo, a infecgédo foi
considerada mista.

No ELISA foi medida a titulagdo sanguinea de anticorpos IgG isoladamente ou de IgG e IgM
em paralelo, considerando-se positiva qualquer reacgéo de titulacdo igual ou superior a 1:200.
Para a deteccdo de ADN de leptospira patogénica recorreu-se a técnica de Real Time-PCR
com a utilizacdo de um kit comercial da Genekam Biotechnology com a referéncia
MKFRO001. A demonstracdo da presenca de ADN leptospiral no sangue ou urina de animais
suspeitos por PCR foi considerada positiva, assim como a evidéncia de leptospiras no tecido
renal, em amostras recolhidas em exame de necrdpsia e processadas por impregnagdo com

nitrato de prata (método de Levaditti), em histopatologia.

2.4 Situacao

Para cada caso clinico foi categorizado o grau de suspeita de leptospirose (denominado no
formulario por situacdo). Consideraram-se confirmados os casos diagnosticados por PCR e
por identificacdo de leptospiras por histopatologia, suspeita forte os casos com titulacéo
elevada (>1:800) no MAT; suspeita moderada os casos com titulacdo positiva (=1:200) de
IgM ou titulagdo elevada (=1:800) de 1gG no ELISA; suspeita leve casos com titulagdo
média/baixa (<1:800) para outros serogrupos que ndo o Canicola e o Icterohaemorrhagiae no
MAT e titulagdo média/baixa (<1:800) de IgG no ELISA.

2.5 Anamnese e Exame Clinico

Para cada animal foi recolhida a informacdo referente a apresentagdo clinica obtida na
anamese e no exame clinico realizado no dia de apresentacdo do animal na unidade hospitalar.
Foram tidos em conta os casos de referéncia e de segunda opinido, tendo sido recolhida,
nestes casos, a informacao respectiva ao exame clinico realizado na unidade de referéncia. A

informacéo proveniente das unidades referentes foi incluida na anamnese.
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2.6 Hemograma, Bioquimicas e lonograma

Apenas os dados de hemograma, bioquimica e ionograma referentes ao dia de apresentacdo
foram recolhidos. Nos casos em que alguma dessas analises sanguineas ndo tenha sido
realizada no dia de apresentacdo, foi registado o primeiro exame realizado ap6s essa data. Nos
casos de referéncia que vieram acompanhados de andlises sanguineas, foram registadas essas
analises, caso ndo tenham sido repetidas na unidade de referéncia no dia de apresentacdo em

consulta.

2.7 Uriandlise
Foram recolhidos os achados de urianalise realizados no periodo de hospitalizacdo, assim
como o resultado do racio UPC (racio proteina/creatinina urinarias) e da urocultura nos casos

em que foram realizados.

2.8 Imagiologia

Nos casos em que tenha sido realizada ecografia foram registadas as alteracGes apresentadas
no relatério imagioldgico. Nos casos acompanhados de radiografia toracica foi registada a
evidéncia de sinais compativeis com hemorragia pulmonar, demonstrada por aumento da
radiopacidade através de padrdo alveolar difuso, padrdo intersticial difuso ou padréo

alveolar/intersticial difuso.

2.9 Tratamento e Hospitalizacéo

Foi registado o tratamento realizado em cada caso em termos de antibioterapia e foi
assinalado se o animal fez corticoterapia e se foi sujeito a terapia de substituicdo renal, como
hemodialise, em qualquer fase do curso clinico da doenca.

Foi registada a duracdo da hospitalizacdo em dias, sendo identificados os casos que
apresentaram quadro pulmonar durante a hospitalizacdo, quer pela presenca de sinais clinicos,
quer pela presenca de sinais radiograficos compativeis com hemorragia pulmonar. Para cada

baixa foi indicado se se recorreu ou ndo a eutanasia e foi identificada a causa de morte.

2.10 Estatistica

Os dados foram recolhidos em associa¢do com o preenchimento do formulario produzido para
a descrigdo de cada caso (anexo 1). Os formularios foram analisados através do programa Epi
Info 7 onde se utilizaram as ferramentas de célculo de frequéncias e médias. Para a testagem
de associacdo entre variaveis independentes recorreu-se ao teste exacto de Fischer e o risco
relativo (relative risk) e para a comparagdo entre médias utilizou-se o teste kruskal-wallis,

onde um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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3. Resultados

3.1 Populagéo em estudo
A listagem dos dados obtidos pelo preenchimento dos formularios, pode ser consultada no

anexo 2.

A populagdo em estudo compreendeu de 28 animais diagnosticados com leptospirose,
cumprindo os critérios de inclusdo neste estudo. Quanto a origem de proveniéncia, 14 casos
(50%) provieram do HVA, 8 (29%) do HVR e 6 (21%) da FMV, tendo sido 14 (50%) dos
casos referenciados por outros centros de atendimento médico veterinario (CAMV) e apenas 1
caso (4%) atendido como segunda opinido.

Foram distinguidos 16 machos (57%) e 12 fémeas (43%). Do total 13 (46%) eram animais
férteis, 5 das fémeas (18%) eram esterilizadas e dos restantes 10 (36%) ndo se obteve
informacdo em relacdo ao estado. N&o foi observada predominancia de racga, sendo que 10

caes (36%) eram de raca indeterminada (quadro 5).

Quadro 5 — Lista das racgas apresentadas no estudo e sua frequéncia.

Raca Frequéncia | Percentagem
American Stadfordshire Terrier | 1 3,57%
Basset Hound 1 3,57%
Border Collie 2 7,14%
Braco Aleméo 1 3,57%
Bulldog Americano 1 3,57%
Déalmata 1 3,57%
Golden Retriever 1 3,57%
Indeterminada 10 35,71%
Labrador 3 10,71%
Pastor Alemao 2 7,14%
Pointer Inglés 1 3,57%
Rottweiler 1 3,57%
Serra d'Aires 1 3,57%
Teckel 1 3,57%
Weimaraner 1 3,57%
TOTAL 28 100,00%
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A idade média observada foi de 5,85 anos (+3,12), variando dos 0 aos 11 anos. Agrupando 0s
animais por grupos etarios, foi observada uma predominancia de casos em animais adultos
(entre os 2 e os 7 anos de idade), sendo que de um dos cées ndo se obteve informacdo acerca
da idade (quadro 6).

Quadro 6 - Frequéncia das idades observadas no estudo, agrupadas em grupos etarios.

Grupos Etéarios Frequéncia | Percentagem
Junior (0 a 1 anos) 2 7,41%
Adulto (2 a 7 anos) 16 59,26%
Sénior (8 a 11 anos) 9 33,33%
TOTAL 27 100,00%

3.2 Distribuicgéo sazonal
Foi observado maior nimero de casos no més de Mar¢o de 2014 e no més de Janeiro de 2015,

parecendo haver uma maior distribuicdo dos casos pelos meses de Outono e Inverno, nao
ocorrendo nenhum caso nos meses de Verdo (Julho, Agosto e Setembro). A distribuicdo

sazonal encontra-se representada no gréafico 1.

Figura 11 - Distribui¢cdo do nimero de casos, incluidos no estudo clinico, em funcdo do més de
apresentacdo em consulta.

N® de Casos

.
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3.3 Diagnostico

De acordo com o critério para a classificacdo do diagndstico da doenca foram considerados
confirmados 7 casos (25%), 3 suspeitas fortes (11%), 13 suspeitas moderadas (46%) e 5
suspeitas leves (18%). Em relacdo a eficAcia de diagnostico nas diferentes unidades
hospitalares identificou-se maior numero de casos confirmados no HVA. A frequéncia para
cada classificacdo do diagndstico da doenca por cada unidade hospitalar pode ser consultada
no quadro 7. O ELISA foi o método de diagnostico laboratorial mais utilizado (17 casos,
61%), seguido do MAT (8, 29%) e do PCR (5, 18%) tendo-se recorrido a histopatologia renal

em apenas 2 casos (7%).

Quadro 7 — Frequéncia de casos confirmados, suspeita forte, suspeita moderada e suspeita leve

por cada unidade hospitalar incluida no estudo clinico.

Confirmado Suspeita Forte
Hospital | Frequéncia | Percentagem | Hospital | Frequéncia | Percentagem
FMV 0 0,00% | FMV 0 0,00%
HVA 6 85,71% | HVA 0 0,00%
HVR 1 14,29% | HVR 3 100,00%
TOTAL 7 100,00% | TOTAL 3 100,00%
Suspeita Moderada Suspeita Leve

Hospital | Frequéncia | Percentagem | Hospital | Frequéncia | Percentagem

FMV 6 46,15% | FMV 0 0,00%
HVA 7 53,85% | HVA 1 20,00%
HVR 0 0,00% | HVR 4 80,00%
TOTAL 13 100,00% | TOTAL 5 100,00%

Dos 17 casos que recorreram ao teste ELISA para o diagnostico, em 5 (29%) apenas se mediu
a titulacéo de 1gG, obtendo-se 4 titulagdes elevadas (=1:800) e 1 baixa (1:400). Nos restantes
12 casos (71%) foram medidas as titulacbes de 1gG e IgM em paralelo obtendo-se 10 casos
(59%) com titulacdo positiva para 1gG e IgM, 1 caso (6%) com titulagdo negativa para 1gG e
positiva para IgM e 1 caso (6%) sem seroconversdo de IgG nem de IgM mas confirmado
posteriormente por PCR.

O diagndstico com recurso ao MAT foi realizado apenas no HVR onde foi identificado o
serogrupo Australis com maior predominancia (3 serovar Australis, 37,5% e 1 serovar
Bratislava, 12,5%), seguido de 2 casos de infeccdo mista, 1 caso de Grippotyphosa e 1

Pomona. As titulagdes para cada caso encontram-se no quadro 8.
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Quadro 8 — Serogrupos suspeitos e respectivas titulacdes, nos 8 casos em que foi realizado MAT.

Serogrupo (serovar) Titulacéo
Australis (Australis) 1:100
Australis (Australis) 1:400
Australis (Australis) 1:400
Australis (Bratislava) 1:800
Grippotyphosa 1:200
Pomona 1:400
Misto: Autumnalis e Icterohaemorrhagiae (Copenhageni) | 1:1600
Misto: Australis, Autumnalis e Pomona 1:1600

3.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos mais frequentes nos dados de anamnese foram o vomito, presente em 20
casos (71%), letargia, presente em 19 (68%), anorexia, presente em 16 (57%) e inapeténcia,
presente em 10 (36%).

Ao exame clinico foi observado com maior frequéncia desidratacdo, em 10 casos (36%),
mucosas ictéricas, em 9 (32%), palpacdo abdominal dolorosa, em 9 (32%) e auscultacdo
pulmonar alterada, em 4 (14%). A lista completa de achados de anamnese e de achados no

exame clinico pode ser consultada nos quadros 9, 10 e 11.

Quadro 9 — Lista de sinais clinicos obtidos pela anamnese recolhida no dia de apresentacdo e

suas frequéncias.

Achados de Anamnese |Frequéncia| Percentagem
Vomito 20 71,43%
Letargia 19 67,86%
Anorexia 16 57,14%
Inapeténcia 10 35,71%
Diarreia 5 17,86%
Perda de Peso 3 10,71%
Polilria 2 7,14%
Polidipsia 2 7,14%
Fragueza muscular 2 7,14%
Taquipneia 1 3,57%
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Quadro 10 - Lista das combinacdes mais frequentes de sinais clinicos obtidos pela anamnese
recolhida no dia de apresentacao e suas frequéncias.

Achados de Anamnese |Frequéncia| Percentagem

Vomito + Letargia 11 39,29%
Vomito + Anorexia 11 39,29%
Letargia + Anorexia 9 32,14%
Letargia + Inapeténcia 8 28,57%
Vomito + Inapeténcia 6 21,43%
Anorexia + Inapeténcia 5 17,86%

Quadro 11 - Lista de sinais clinicos obtidos no exame clinico realizado no dia de apresentacéo e

suas frequéncias.

Achados de Exame Clinico Frequéncia| Percentagem
Desidratagéo 10 35,71%
Mucosas ictéricas 9 32,14%
Palpacao abdominal dolorosa 9 32,14%
Auscultacdo pulmonar alterada 4 14,29%
Taquicéardia 3 10,71%
Hipotermia 3 10,71%
Mucosas hiperémicas 2 7,14%
Lesdes dermatologicas 2 7,14%
Mucosas palidas 2 7,14%
Taquipneia 2 7,14%
Dispneia 2 7,14%
Linfadenomegalia 2 7,14%
Febre 2 7,14%
Petéquias 1 3,57%
Sinais de conjuntivite 1 3,57%
Hipotenséo 1 3,57%
Hipertensao 1 3,57%
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3.5 Hemograma e Anélises Bioquimicas

Foram registados os hemogramas de 24 animais e o microhematocrito de um animal. Os
achados mais frequentes foram leucocitose com neutrofilia que esteve presente em 17 casos
(71%), surgindo neutrofilia sem leucocitose num unico caso. Observou-se anemia em 10
casos (40%), sendo esta ligeira em 9 casos (hematocrito entre 30% e 37%) e moderada apenas
num (com hematocrito de 25%), trombocitopénia também em 10 casos (42%) e monocitose
em 7 (29%). Outros achados menos frequentes de hemograma consistiram em trombocitose
com 2 casos (8%), eritrocitose em 2 casos (8%) e linfocitose num caso (4%).

As andlises bioquimicas revelaram o aumento da ureia sérica em 26 casos (96%) e de
creatinina em 25 (93%), dos 27 casos em que a sua medicdo foi registada, sendo que o
aumento simultaneo dos dois valores (azotémia) identificou-se em 25 casos (93%). Em, pelo
menos, 18 animais (75%) foi evidenciada lesdo hepética pelo aumento sérico da fosfatase
alcalina, medida em 24, e em 15 (65%) pelo aumento sérico de alanina aminotransferase,
medida em 23. Dos 20 casos em que a glucose foi medida, 10 (50%) apresentaram
hiperglicémia. Dos 6 casos em que a bilirrubina total foi medida, 5 (83%) apresentaram
aumento sérico da bilirrubina. Foi medido o fdésforo inorganico em 6 casos, encontrando-se
elevado em 4 animais (67%). As proteinas totais foram medidas em 13 casos, encontrando-se
aumentadas em apenas 2 cdes (15%) e a albumina sérica que foi medida em 17, encontrou-se
diminuida em 2 (12%).

Em relacdo ao ionograma, o sédio foi medido em 16 casos encontrando-se diminuido em 12
(75%), o cloro foi medido em 15, encontrando-se diminuido em 11 (73%), o potassio foi
medido em 17 casos estando aumentado em 3 (18%), diminuido em 6 (35%) e normal nos
restantes.

3.6 Urianalise

Analise da urina foi realizada em 6 casos (21%), sendo os achados mais frequentes a
proteinuria e a glicosuria diagnosticadas em todos (100%) seguidos da hematuria em 4 (14%).
A totalidade dos parametros de uriandlise e respectivas frequéncias listam-se no quadro 12.
Foi medido o récio UPC em 2 casos (7%), num dos quais se encontrou aumentado, estando
normal no outro.

A urocultura foi realizada em 2 casos (7%), ambos com resultado negativo.
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Quadro 12 - Parametros de urianalise pesquisados e suas frequéncias no presente estudo clinico.

Uriandlise | Frequéncia | Percentagem
Proteindria 6 100,00%
Glicosuria 6 100,00%
Hematuria 4 66,67%
Isostendria 1 16,67%
Cilindraria 1 16,67%
Piuria 1 16,67%
Bilirrubindria 0 0,00%
Cetonuria 0 0,00%
Cristaldria 0 0,00%
Hipostenuria 0 0,00%

3.7 Imagiologia

Foi realizada ecografia abdominal em 21 dos casos (75%), onde 18 (86%) apresentaram
alteraces renais, sendo a renomegalia a alteracdo mais frequente surgindo em 9 casos (43%),
seguida de hiperecogenicidade do cortex em 6 casos (29%). O Medulary Rim Sign esteve
presente apenas em 5 casos (24%). Observaram-se alteracdes hepéaticas em 15 animais (71%),
como hepatomegalia, presente em 10 casos (48%) e hipoecogenicidade difusa, presente em 5
casos (24%). Outras alteracGes hepaticas como, por exemplo, colangite e nddulos hepaticos,
foram observadas em 5 casos (24%). Outros achados de ecografia incluiram esplenomegalia,
que se detectou em 7 animais (33%) e linfadenomegalia inespecifica em 5 (24%). Outros
achados como, por exemplo, peritonite e pequena quantidade de liquido livre foram
encontrado em 2 casos (10%). Todas as alteragbes observadas na ecografia abdominal

constam no quadro 13.
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Quadro 13 — Lista de alteragdes renais, hepaticas e outras no exame ecografico abdominal e suas

frequéncias.

Ecografia Frequéncia| Percentagem
Alteraces renais 18 85,71%
Renomegalia 9 42,86%
Cortex hiperecogénico 6 28,57%
Medullary Rim Sign 5 23,81%
Liquido livre retroperitoneal 3 14,29%
Hiperecogenicidade difusa 3 14,29%
Liquido subcapsular 2 9,52%
Pielectasia 2 9,52%
Perda diferenciacdo CM 2 9,52%
Calcificagdo medular 1 4,76%
Alterac0es hepaticas 15 71,43%
Hepatomegalia 10 47,62%
Hipoecogenicidade 5 23,81%
Outro 5 23,81%
Outras alteracdes 11 52,38%
Esplenomegélia 7 33,33%
Linfadenomegalia 5 23,81%
Outro 2 9,52%

Foi realizada radiografia toracica em 11 animais (39%), por presenca de sinais respiratorios,
tendo apresentado todos achados radiograficos compativeis com hemorragia pulmonar.
Outros 6 animais também apresentaram sinais respiratérios durante a hospitalizacdo, embora
ndo tenha sido realizado exame radioldgico. Destes, 5 morreram por hemorragia pulmonar

aguda e outro foi submetido a eutanasia por contengdo de custos.

3.8 Terapéutica e Evolugéo clinica
Em relagdo ao tratamento, a ampicilina foi o antibiético mais utilizado, sendo administrada
em 18 animais (64%), seguido da doxiciclina utilizada em 14 animais (50%). A lista de

antibioticos utilizados consta no quadro 14. Apenas 4 cdes (14%) foram submetidos a terapia
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de substituicdo renal, nomeadamente hemodialise intermitente e 3 (11%) fizeram
corticoterapia a dada altura da hospitalizagéo.

Dos 4 caes que foram submetidos a hemodiélise apenas 2 (50%) sobreviveram, morrendo 0s
restantes 2 por morte natural.

Dos 3 cdes que fizeram corticoterapia, 2 apresentaram quadro pulmonar durante a
hospitalizacdo, acabando por morrer com hemorragia pulmonar aguda, e 1 ndo desenvolveu

quadro pulmonar e sobreviveu a doenga.

Quadro 14 — Lista de antibidticos utilizados no tratamento e sua frequéncia.

Antibidtico e via de administracdo | Frequéncia | Percentagem
Ampicilina IV 18 64,29%
Doxiciclina PO 14 50,00%
Amoxicilina + Acido Clavulanico IV 7 25,00%
Enrofloxacina IV 6 21,43%
Metronidazol IV 5 17,86%

A hospitalizacdo durou em média 4,6 dias (+4,09), variando de 0 a 19 dias. 17 cées (61%)
apresentaram quadro pulmonar durante a hospitalizagéo. Foi registada a alta de 12 cées,
correspondendo a uma taxa de sobrevivéncia de 43% (mortalidade de 57%). Dos animais que
ndo sobreviveram, 7 (44%) foram submetidos a eutanasia e 9 (56%) tiveram baixa por morte
natural. A principal causa de morte foi a hemorragia pulmonar, responsavel pela morte de 13
caes (81%), 2 animais (13%) foram submetidos a eutanasia pela impossibilidade de prosseguir
0 tratamento dada a contencdo de custos por parte dos proprietéarios e 1 cdo foi submetido a

eutanasia devido ao mau prognastico associado a insuficiéncia renal grave.

3.9 Indicadores de Prognostico

Né&o foi demonstrada diferenca significativa na média da idade entre os animais sobreviventes
e 0s ndo sobreviventes (p=0,051). O sexo parece nao ter tido qualquer influéncia no resultado
(p=0,39).

Tanto os casos de referéncia como 0s casos de 12 e 22 opinido tiveram 0 mesmo impacto no
desfecho da doenca, e as diferencas observadas entre o nimero de baixas observadas em cada
hospital ndo demonstrou relevancia estatistica, ndo se podendo associar um hospital a maior
mortalidade.

Nenhum sinal recolhido na anamnese e no exame clinico demonstrou associagdo com o

desfecho da doenca.
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Em relacdo aos achados no hemograma, foi encontrada uma associacdo estatisticamente
relevante entre a presenca de neutrofilia e a morte com um risco relativo de 4 (p=0,048). A
trombocitopénia ndo demonstrou associagdo com o desenvolvimento de quadro pulmonar
durante a hospitalizacdo (p=0.58) nem com a morte do animal (p=0,526).

Nenhum parametro de bioquimica ou de ionograma se associou com o desfecho da doenca,
nem a presenca de alterag@es na urianalise ou na ecografia.

Encontrou-se associacdo entre o desenvolvimento de quadro pulmonar durante a
hospitalizacao e a morte do animal com um risco relativo de 4,5 (p=0,0013).

Em relacdo ao tratamento apenas a utilizacdo de doxiciclina foi associada a uma maior
sobrevivéncia, com um risco relativo de 11 (p=0,00017).

Foi encontrada uma diferenca estatisticamente relevante de 3,6 dias entre a média dos dias de
internamento dos animais que sobreviveram (6,67 dias) e dos animais que ndo sobreviveram
(3,06 dias) (p=0,0004).

Todos os valores de p encontram-se listados no anexo Ill, para consulta.
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4. Discussao

4.1 Critérios de inclusao

Todos os casos incluidos no estudo foram considerados positivos para a infeccdo por
leptospira e tratados como tal nas unidades hospitalares que os receberam. No entanto, a
suposicdo da infeccdo baseou-se num conjunto de factores que incluiram critérios clinicos
como, por exemplo, o quadro clinico e a presenca de lesdes na ecografia e critérios
epidemioldgicos como 0 acesso ao exterior e o contacto com roedores selvagens. Nao foram
considerados apenas 0s critérios laboratoriais que, em muitos casos, ndo seriam suficientes
por si sO para o diagnodstico da doenca. Por essa razdo foram incluidos casos sem a repeti¢éo
de MAT quando as titulagdes foram inferiores a 1:800 e casos com medi¢des Unicas de 1gG
no ELISA, organizando-se, em alternativa, 0s casos por categorias consoante o grau de
suspeita da infeccao baseadas apenas no diagnostico laboratorial, na tentativa de credibilizar o

estudo e avaliar a eficicia de diagndstico por parte de cada unidade hospitalar.

4.2 Diagnostico

O teste de aglutinacdo microscopica (MAT) é o método de eleicdo para o diagndstico
soroldgico da leptospirose (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011), tendo sido
realizado em apenas 8 casos (29%), no presente estudo clinico. Cées naturalmente infectados
apresentam titulacfes iguais ou superiores a 1:800, o que € presuntivo de leptospirose se for
acompanhado de sinais clinicos compativeis e ndo houver conhecimento de vacinacdo recente
(Greene, 2012). No entanto, uma Unica titulacdo, mesmo que superior a 1:800, ndo confirma o
diagnostico de leptospirose (Sykes et al., 2011). Na primeira semana de infeccdo, os cées tém
frequentemente resultados de MAT negativos. Como tal, a realizacdo de titulacdes na fase de
convalescencga melhora significativamente a sensibilidade e a especificidade no diagnostico de
infec¢Oes agudas por MAT. A demonstragdo de um aumento da titulagdo de anticorpos no
MAT para o quadruplo no espaco de trés semanas é, classicamente, necessaria para o
diagndstico soroldgico definitivo de uma infeccdo aguda por leptospirose, potencialmente
auto limitante. Do mesmo modo, um decréscimo da titulacdo da mesma magnitude, no curso
mais avangado da doenca, confirma o diagnostico da doenca (Greene, 2012; Sykes, 2014;
Sykes et al., 2011).

No presente estudo clinico ndo foi possivel confirmar nenhum caso de leptospirose com
recurso ao MAT, uma vez que ndo foram quantificadas titulagdes na fase de convalescenca,
provavelmente devido ao aumento do custo associado para o diagnostico da doenca. Todos 0s

casos com reacgOes positivas para outros serogrupos que ndo o0s vacinais (canicola e
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icterohaemorrhagiae) foram aceites no estudo, com base nos fundamentos apresentados na
seccdo anterior, identificando-se 3 casos de suspeita forte, 4 de suspeita leve e um caso que
apresentou baixa titulagdo no MAT e foi posteriormente confirmado por histopatologia. O
serogrupo mais frequente foi o Australis, identificado em 3 casos com baixa titulacdo e num
caso em que ndo foi possivel identificar o verdadeiro serogrupo infectante dada a elevada
reactividade para diferentes serogrupos.

As infecgdes identificadas como mistas neste estudo, ndo podem, no entanto, ser consideradas
verdadeiras infeccbes mistas. Para tal, seria necessaria a obtencdo de titulagdes iguais ou
superiores a 1:3200 para mais do que um serogrupo no MAT (Greene, 2012). Contudo, dada a
incapacidade de prever qual o serogrupo infectante, os casos em causa foram considerados
por conveniéncia como infeccdo mista. Devido a reduzida dimensdo da amostra de casos nos
quais foi realizado o MAT, nao € possivel aferir concluses acerca dos serogrupos suspeitos
na infeccdo neste estudo clinico.

Actualmente o Instituto Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria (INIAV) realiza o
teste de MAT para a pesquisa de anticorpos leptospirais (Deliberagdo n.° 607/2015 de 23 de
Abril). Dada a falta de divulgacdo, por parte do INIAV, da oferta deste servico, muitos
Médicos Veterinarios recorrem a laboratérios estrangeiros para o diagndstico da leptospirose
com recurso ao MAT. O custo associado ao envio das amostras e o elevado tempo de resposta
por parte dos laboratérios estrangeiros podem desencorajar a realizacdo deste teste,
considerado o método de eleicdo para o diagndstico da doenca.

Futuros estudos deverdo basear-se na combinacdo de isolamento, serotipagem e analise
genética do agente infeccioso, na tentativa de se conseguir associar um serovar a determinado
quadro clinico (Greene, 2012; Sykes et al., 2011)

Com a medicdo combinada de IgG e IgM, o ELISA € o teste mais apropriado para distinguir a
infeccdo natural da imunidade produzida pela vacina¢do. Ao contrério das titulagfes obtidas
no MAT e das titulacbes de IgM, as titulacbes de IgG aumentam drasticamente apos a
vacinacao e sdo capazes de persistir por varios meses (Greene, 2012).

Neste estudo clinico, o diagndstico realizou-se com recurso a ensaios de ELISA em 61% dos
casos, sendo o teste mais utilizado para o diagnéstico da doenca. Em 5 destes casos (29%),
apenas se mediu a titulacdo de 1gG e a sua inclusdo no estudo teve por base os fundamentos
anteriormente apresentados. Com a medicdo da titulacdo de IgG foram categorizados como
suspeita moderada 4 casos (titulagdo >1:800) e 1 caso como suspeita leve (titulagdo = 1:400),
uma vez que nado se obteve informacao em relacdo ao estado vacinal dos animais, estes casos
foram considerados positivos pela presenca de sinais clinicos, sinais ecograficos e risco

epidemioldgico compativeis com a doenga. Nos restantes casos foram medidas as titulacGes
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de IgG e IgM em paralelo, dos quais 1 caso ndo mostrou seroconversao, mas cujo diagnostico
foi posteriormente confirmado por PCR. Este fendmeno pode ser explicado se aceitarmos o0s
resultados de estudos experimentais que demonstram que a titulacdo de IgM aumenta a partir
de uma semana apo6s a infecgdo, atingindo o pico dentro de duas semanas e que o0 aumento da
titulacdo de 1gG desenvolve-se duas a trés semanas ap0s a infec¢do, com a titulacdo maxima
ao final de um més, aproximadamente (Greene, 2012). Caso o teste soroldgico tenha sido
realizado na primeira semana de infeccdo, este ndo detectaria seroconversdo porque o animal
ainda nao produziu anticorpos suficientes.

Segundo a bibliografia, a utilizacdo de ensaios ELISA sem o recurso a testes adicionais néo é
recomendada para um correcto diagnostico (Greene, 2012; Picardeau et al., 2014), como tal os
casos diagnosticados por ELISA apenas foram categorizados como suspeita moderada e
suspeita leve pois seria necessario outro teste de diagnostico como o0 MAT ou o PCR para a
um diagndstico definitivo.

O diagnostico com recurso a PCR foi realizado em 5 casos (18%) neste estudo clinico.

O PCR detecta a presenca de ADN de leptospiras patogénicas em amostras de sangue ou
urina, conseguindo-se um rapido diagnodstico da doenca. No entanto ndo foi desenvolvido
nenhum ensaio de PCR fiavel para a distingdo entre serovares e serogrupos (Greene, 2012;
Picardeau et al., 2014; Sykes et al., 2011). Os ensaios de PCR tém a potencial vantagem de
permitir o diagndstico no curso precoce da doenca, quando os testes soroldgicos ainda séo
negativos e, por outro lado, a histéria de vacinacdo ndo interfere com o diagndstico de
leptospirose por PCR (Midence et al., 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). Podem surgir
falsos positivos, sendo que alguns ensaios detectam serovares nao patogénicos e todos podem
detectar organismos latentes em portadores subclinicos (Greene, 2012). Todos 0s animais
incluidos no estudo apresentavam sinais clinicos, como tal a probabilidade de falsos positivos
no PCR foi pequena e os 5 casos nos quais foi realizado PCR foram categorizados como
confirmados.

As leptospiras podem ser observadas em microscopio oOptico em cortes de tecido com
coloracdo Giemsa ou impregnacdo com nitrato de prata (método Levaditti) (Greene, 2012).
Apesar da escassez de dados em relacdo a sensibilidade e especificidade da observagédo
microscopica de espiroguetas em cortes de tecido renal, os 2 casos (7%) diagnosticados com
recurso a este método foram categorizados como confirmados. A compatibilidade de sinais
clinicos, sinais ecogréficos e risco epidemioldgico associados a presenca de grande
quantidade de formas compativeis com leptospira em tecido renal foi aceite, nestas

circunstancias, como suficiente para o diagnostico definitivo da doenca.
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Quanto a eficacia de diagnostico de cada unidade hospitalar incluida no estudo, o HVA foi o
hospital com mais casos de leptospirose confirmados, dado ter sido também o hospital que
recorreu mais ao PCR para diagndstico da doenca. O HVR foi o hospital com maior nimero
de casos de suspeita leve, porque se incluiu no estudo os casos com titulagcbes <1:800 no
MAT, mas foi também o hospital que apresentou casos de suspeita forte, baseados em
diagndstico soroldgico e com identificagdo de serogrupos infectantes suspeitos (MAT). A
FMV apresentou apenas casos de suspeita moderada, associados & medicdo paralela de IgG e

IgM, que ndo permitem um diagndstico da doenca mais conclusivo.

4.3 Epidemiologia

Existe escassa informacao epidemioldgica recente sobre a leptospirose canina em Portugal,
ndo estando apurada a prevaléncia ou incidéncia da doenca no pais, nem na Grande Area
Metropolitana de Lisboa. No presente estudo clinico, houve uma tentativa sem sucesso de
apurar a incidéncia da doenca na Grande Area Metropolitana de Lisboa para o periodo
temporal considerado. N&o foi possivel contabilizar o nimero total de cdes apresentados nas
unidades hospitalares incluidas no estudo, devido a dificuldades impostas por limitagdes dos
programas informaticos utilizados nas unidades hospitalares para a gestdo das fichas clinicas.
A auséncia de predisposicdo racial € consistente com a bibliografia recente e apesar de se ter
observado maior incidéncia de casos em animais adultos (2 a 7 anos), esta ocorreu em animais
de todas as faixas etérias, tal como nos estudos publicados (Birnbaum et al., 1998; Greene,
2012; Sykes, 2014). No entanto, um estudo epidemiol6gico mais aprofundado seria necessario
para avaliar o verdadeiro papel do sexo, da idade e da raca como factores de risco da doenca.
Foi observado maior numero de casos nos meses de Marco de 2014 e Janeiro de 2015, meses
de inicio de Primavera e de Inverno, respectivamente, no entanto a distribuicdo dos casos foi
relativamente homogénea entre os meses de Outono e Inverno, correspondendo aos meses de
maior pluviosidade como sugerem alguns estudos epidemioldgicos (Birnbaum et al., 1998;
Kikuti et al., 2012; Raghavan et al., 2011) e ndo ocorreu nenhum caso nos meses de Veréo, no
entanto quer o tamanho da amostra, quer o periodo de tempo considerado foram insuficientes

para aferir constatagcdes de epidemiologia conclusivas.

4.4 Sinais Clinicos

Nos achados de anamnese a frequéncia de letargia, anorexia e vomito foi consistente com os
estudos publicados recentemente que apresentam respectivamente percentagens de 50 a 100%
de letargia, até 84% de anorexia e até 72% de vomito. A polilria e polidipsia surgiram apenas
em 7% dos casos, indo de encontro a informacdo publicada que apresenta frequéncias até

50%. Os resultados obtidos em relacdo a diarreia (18%), a perda de peso (11%) e a fraqueza
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muscular (7%) contrastaram, no entanto, com os resultados dos estudos publicados que
revelam frequéncias superiores a 30% para a diarreia, entre 17% e 44% para a perda de peso e
entre 39% e 52% para a fraqueza muscular (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007,
Goldstein et al., 2006; Kohn et al., 2010). Estas diferencas, principalmente as observadas
entre as frequéncias de fraqueza muscular e perda de peso, podem ser explicadas pelo
incompleto preenchimento da ficha clinica por parte do clinico, ndo sendo registado em
suporte informatico todos os dados averiguados na anamnese. A fraqueza muscular é um sinal
clinico que pode ser confundido com letargia por parte dos proprietarios, podendo nao ser
transmitida ao clinico a presenca desse sinal no momento de recolha da anamnese, 0 que
explicaria, em parte, a grande diferenca observada com os estudos publicados. A taquipneia
foi o unico sinal clinico respiratério observado pelos proprietéarios antes da apresentacdo em
consulta e apresentou-se em apenas 4% dos animais. Quanto a taquipneia e a inapeténcia, ndo
existem valores de frequéncia mais exactos publicados para comparacéo.

Quanto aos achados de exame fisico a frequéncia de desidratacdo, de dor a palpacédo
abdominal, de mucosas ictéricas e de hipotermia foi consistente com as publicacdes recentes
que descreveram entre 26% e 36% de desidratacdo, até 36% palpacdo abdominal dolorosa,
entre 10% e 45% de ictericia e entre 6% e 17% de hipotermia. A febre foi apenas observada
em 7% dos casos, compardvel aos resultados dos estudos publicados que ndo relatam
frequéncias superiores a 36%. Foi publicado num estudo a presenca de linfadenomegélia
periférica em 19% dos casos, tendo sido identificada em apenas 7% no presente estudo
clinico. Foi observada palidez das mucosas em apenas 7% dos casos, contrastando com alguns
estudos que relataram a sua presenca entre 10% e 22% (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al.,
2007; Goldstein et al., 2006; Kohn et al., 2010). Mais uma vez estes resultados podem ter sido
influenciados pela minuciosidade do clinico no preenchimento das fichas clinicas, podendo
algum sinal clinico encontrar-se subvalorizado. Por outro lado foram apenas registados 0s
achados do exame clinico realizado no dia de apresentacdo do animal em consulta, ndo se
encontrando sempre explicito o momento de recolha destes dados nos estudos consultados
para comparagao.

Os sinais respiratorios observados no exame fisico, no dia de apresentagdo do animal em
consulta, foram a taquipneia (7%), a dispneia (7%) e alteragdes na auscultacdo pulmonar
(14%), percentagens baixas em comparacdo com dois estudos recentes que relataram a
presenca de dispneia no dia de internamento em 62% dos animais e envolvimento pulmonar
em 68,8%. No entanto, apesar das baixas percentagens de sinais respiratdrios inicialmente,
61% dos animais apresentaram quadro pulmonar (clinico e radiografico) durante a

hospitalizacdo, sendo a hemorragia pulmonar a causa de morte mais frequente (81%), tendo
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ocorrido em 46% da totalidade dos casos. Estas frequéncias aproximam-se mais dos estudos
que tém tendencionalmente relatado maior nimero de casos com envolvimento pulmonar na
leptospirose canina (Kohn et al., 2010; Major et al., 2014).

Os restantes sinais clinicos observados no exame clinico ndo demostraram ser representativos

e ndo existem dados fidedignos publicados para comparacgao.

4.5 Hemograma e Andlises Bioquiimicas

As alteragdes encontradas no hemograma foram consistentes com os publicados em estudos
anteriores. A leucocitose esta descrita com frequéncias entre 31% e 81%, a anemia com
frequéncias entre 33% e 53% e a trombocitopénia encontra-se presente entre 14% e 58% dos
animais infectados (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007; Goldstein et al., 2006; Kohn et
al., 2010). Em relagdo aos restantes resultados alterados de hemograma identificados neste
estudo, ndo se encontram publicacfes representativas, nomeadamente a respeito de
monocitose, trombocitose, eritrocitose e linfocitose.

A presenca de azotémia foi concordante com a frequéncia sugerida pelos estudos mais
recentes que a referem superior a 80% e frequente na apresentacdo inicial do animal em
consulta (Birnbaum et al., 1998; Goldstein et al., 2006; Greene, 2012; Kohn et al., 2010;
Sykes, 2014), a excepc¢do de um estudo que descreveu a presenca de azotémia em apenas 57%
dos animais infectados (Geisen et al., 2007).

Também a percentagem de casos com aumento das enzimas indicadoras de doenca hepética
foram de encontro ao descrito na bibliografia, entre 56% e 90% no caso da FAS e 33% e 78%
no caso da ALT. Estudos apresentam uma frequéncia de hiperbilirrubinémia entre 17% e 79%
e apesar do grau de hiperbilirrubinémia estar associado a gravidade da disfuncdo hepatica, a
frequéncia apresentada neste estudo (83%) pode ndo ser representativa, uma vez que a
bilirrubina total foi medida num ndmero muito reduzido de animais (Birnbaum et al., 1998;
Geisen et al., 2007; Goldstein et al., 2006; Greene, 2012; Kohn et al., 2010; Sykes, 2014).

Foi observada hipoalbuminémia em 12% dos animais em que a albumina sérica foi medida,
sendo relatada a sua presencga em 35% dos casos representados num estudo recente (Goldstein
et al., 2006).

A hiperglicémia e a hiperproteinémia estdo pouco descritas na leptospirose canina, podendo
estar relacionadas com a desidratacdo observada, ou com outros factores alheios a
leptospirose.

A frequéncia de aumento do fosforo indrganico sérico ndo pode ser considerada

representativa, uma vez que este foi medido em apenas 6 animais. No entanto, a presenca de
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hiperfosfatémia pode surgir como reflexo do grau de disfuncéo renal (Greene, 2012; Sykes,
2014).

Foi diagnosticada hiponatrémia em 75%, hipoclorémia em 73% e hipocalémia em 35% dos
animais em que o sodio, o cloro e o potassio foram medidos. A presenca destas alteracdes
electroliticas esta descrita na leptospirose canina ndo havendo, no entanto, dados
significativos em relagdo as suas frequéncias (Greene, 2012; Sykes, 2014). A hipercalémia
ndo esta descrita na bibliografia mas foi diagnosticada em 18% dos casos deste estudo em que

0 potassio foi medido.

4.6 Urianélise

Os achados de urianalise presentes neste estudo corroboram os resultados de publicacdes
recentes que demonstram que as alteracGes mais frequentes na urianlise e suas frequéncias
sdo a isostenuria (44%), a hipostenuria, a glicosdria (9 a 82%), a proteinuria (28 a 76%), a
pitria (17 a 27%), a cilindraria (24 a 34%), a hematlria microscépica (27 a 71%) e a
bilirrubindria (Birnbaum et al., 1998; Geisen et al., 2007; Goldstein et al., 2006; Greene,
2012; Kohn et al., 2010; Sykes, 2014). No presente estudo clinico apenas ndo se observou a
bilirrubindria nem a hipostenuria, estando os restantes resultados descritos na bibliografia.
Contudo, a amostra de animais que realizou urianalise é demasiado reduzida para uma analise
representativa das frequéncias obtidas.

O récio UPC pode encontrar-se aumentado nalguns animais com leptospirose e foi observado
em 94% dos animais num estudo recentemente publicado (Greene, 2012; Kohn et al., 2010;
Sykes, 2014), contudo este réacio foi apenas realizado em 2 animais no presente estudo clinico
e, apesar de num dos casos se encontrar aumentado, ndo é possivel aferir conclusdes com base
nos dados recolhidos.

Os dois casos em que foi realizada urocultura apresentaram resultados negativos. Nao seriam
de esperar resultados positivos para leptospirose através da urocultura uma vez que o
crescimento das leptospiras é lento, podendo o tempo de incubacdo das amostras durar de trés
a seis meses (Sykes, 2014; Sykes et al., 2011). As culturas bacterianas foram realizadas, neste
contexto, com o intuito de averiguar a existéncia de infeccdo do tracto urinario concomitante,

situagdo que ndo estaria necessariamente relacionada com a leptospirose.

4.7 Imagiologia

A renomegalia foi o achado de ecografia mais frequente, seguido da hiperecogenicidade
cortical e da presenca de Medulary Rim Sign. Sdo sinais anteriormente descritos em animais
com leptospirose, assim como a presenca de fluido perirenal (subcapsular ou retroperitoneal)

e pielectasia (Forrest et al., 1998; Greene, 2012). Também a presenca de hepatomegélia e
66



esplenomegalia ligeira a moderada estdo associadas a leptospirose, mas nenhum dos sinais
ecograficos descritos pode ser considerado especifico da doenca (Sykes, 2014). Os restantes
sinais ecograficos como a hiperecogenicidade difusa do rim, perda de diferenciacdo cortico-
medular, calcificacdo medular, hipoecogenicidade hepatica e linfadenomegalia abdominal néo
foram associados a leptospirose canina anteriormente, podendo apresentarem-se neste estudo
devido a existéncia de doenga concomitante ou destacarem-se pela escassez de estudos
orientados para o diagnostico imagioldgico da leptospirose.

Dos 17 animais que desenvolveram quadro pulmonar durante a hospitalizacdo, apenas 11
realizaram radiografia toracica. Os restantes ndo se encontraram clinicamente estaveis para a
realizacéo deste exame.

Todos os animais a quem foi realizada radiografia toracica apresentaram sinais compativeis
com hemorragia pulmonar, padrdo intersticial ou alveolar difuso, sinais descritos em estudos
recentes sobre o envolvimento pulmonar na leptospirose canina (Greene, 2012; Klopfleisch et
al., 2010; Sykes, 2014). Os 6 animais que ndo realizaram o exame radiol6gico, muito
provavelmente também apresentariam estes sinais radiograficos.

Neste estudo clinico, nenhum animal sem sinais respiratorios realizou exame radioldgico. Este
facto explica-se facilmente, uma vez que o exame radiografico ndo € realizado por rotina nos
animais suspeitos de leptospirose. Apesar de estudos sugerirem a existéncia de um
envolvimento pulmonar subclinico comum, baseados em dados radiograficos que demonstram
alteracdes de densidade do intersticio pulmonar, este facto ndo pdde ser constatado neste
estudo (Birnbaum et al., 1998).

4.8 Terapéutica e Evolucao Clinica

A doxiciclina é eficaz na eliminagdo das leptospiras do sangue e o farmaco de elei¢do para a
eliminacdo do estado de portador renal dos animais infectados, sendo o antibidtico
recomendado pelo Consensus Statement do ACVIM sobre leptospirose canina, quando a
medicacg&o oral é tolerada (Sykes et al., 2011; Truccolo et al., 2002). Caso seja necessaria uma
abordagem parenteral a ampicilina ou a penicilina e os seus derivados sdo os farmacos de
escolha para a eliminacao da leptospirémia, devendo ser substituida por doxiciclina assim que
a medicacdo oral for possivel, para garantir a eliminacdo das leptospiras do tecido renal
(Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011; Truccolo et al., 2002; Watt et al., 1988).

A ampicilina e a doxiciclina foram os antibioticos mais utilizados neste estudo, indicando
uma concordéancia de metodologia com as recomendagdes actuais sobre o tratamento da
doenca. Além do mais, foi observada uma associacao entre a administracdo de doxiciclina e a

sobrevivéncia do animal, constatando-se que os animais a quem foi administrado este
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antibidtico, apresentaram um aumento da probabilidade de sobrevivéncia em 1000%, ou seja
11 vezes superior & dos animais nos quais ndo foi incluida a doxiciclina na antibioterapia. Esta
associacdo pode ser explicada se admitirmos que a maioria dos animais sO iniciou a
doxiciclina quando comecaram a tolerar alimentagéo oral, o que por sua vez coincide com a
fase de recuperacao do animal, em que este ja ndo corre risco de vida.

Por outro lado, apenas 64% dos animais fizeram ampicilina. Apesar de ndo se ter encontrado
associagédo da sua administracdo com a sobrevivéncia do animal, o tratamento antimicrobiano
deve ser iniciado imediatamente, face a suspeita de leptospirose, mesmo antes da confirmagéo
laboratorial do diagnostico, sendo que a escolha do antibio6tico correcto, como a ampicilina,
permite a eliminacdo répida da leptospirémia, reduzindo a ocorréncia de complicagdes
associadas a infecgdo (Greene, 2012; Sykes, 2014; Sykes et al., 2011; Truccolo et al., 2002;
Watt et al., 1988).

Segundo publicacdes recentes, mais de 80% dos animais que morreriam das consequéncias de
urémia grave sobrevivem com 0 acesso a terapia de substituicdo renal (Sykes et al., 2011).
Neste estudo, dos 4 cées que foram submetidos a terapia de substituicdo renal, apenas 2
sobreviveram. No entanto, dada a pequena dimensdo da amostra, &€ impossivel aferir
conclusdes a partir destes resultados.

Actualmente, o tratamento ideal para cdes com sindrome de hemorragia pulmonar leptospiral
(LPHS) € ainda desconhecido (Sykes, 2014). Em Medicina Humana foi demonstrada uma
diminuicdo da mortalidade na leptospirose pulmonar associada ao tratamento intravenoso
precoce com metilprednisolona (Greene, 2012). No entanto, estudos ndo revelaram melhoria
clinica com a utilizagdo de dexametasona e desmopressina em humanos e em cées com LPHS
(Niwattayakul et al., 2010; Sykes et al., 2011). Neste estudo, apenas 3 animais foram sujeitos
a corticoterapia, sendo que apenas 2 apresentavam quadro pulmonar, ndo tendo o resultado
sido favorecido com a administracdo de corticosterdides. N&o foi possivel obter concluses
em relacdo ao efeito da corticoterapia na reversao do quadro pulmonar e na sobrevivéncia do
animal, dada a pequena quantidade de animais aos quais foi administrada esta classe de
medicamentos.

Tém sido publicadas varias taxas de sobrevivéncia associadas a leptospirose canina, que varia
sobretudo com a localizacdo geografica. A taxa de sobrevivéncia demonstrada neste estudo
(43%) e bastante baixa, ainda mais reduzida do que a apresentada por alguns estudos europeus
que apresentaram taxas de sobrevivéncia de 52% e 56,7% (Geisen et al., 2007; Major et al.,
2014), j& de si reduzidas em comparagdo com alguns estudos americanos. Outro estudo, de
Berlim, que também apresentou taxa elevada de envolvimento pulmonar (70%) obteve uma

taxa de sobrevivéncia substancialmente mais elevada, de 64% (Kohn et al., 2010). Em
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Portugal o acesso a terapia de substituicdo renal, como a hemodialise, € ainda bastante
limitado. O custo associado € a limitagdo mais frequente e sdo poucos os locais que oferecem
este tipo de tratamento, 0 que pode estar a contribuir para a reduzida taxa de sobrevivéncia
obtida neste estudo, uma vez que centros com acesso a hemodialise chegam a exibir taxas de
sobrevivéncia superiores a 80% (Adin & Cowgill, 2000; Sykes et al., 2011).

Foi observado um aumento de 3,6 na media de dias de internamento dos animais que
sobreviveram em relagdo aos animais que ndo sobreviveram. Por principio qualquer animal
com leptospirose ficara internado até evidéncia de melhoria do seu estado geral. Mais
concretamente, na presenca de insuficiéncia renal aguda, o retorno dos parametros
bioquimicos renais até valores de referéncia tendem a demorar 10 a 14 dias quando o
tratamento é eficaz (Sykes et al., 2011). Por outro lado, a alta deve ser ponderada apenas apds
o inicio do tratamento oral com doxiciclina, altura a partir da qual comegcam a ser eliminadas
leptospiras do parénquima renal (Truccolo et al., 2002). E, como tal, compreensivel que haja
uma elevada média de hospitalizagdo no grupo de animais sobreviventes, dada também a
classica apresentacdo aguda da doenca, principalmente neste estudo onde a principal causa de

morte foi a hemorragia pulmonar aguda.

4.9 Indicadores de Prognostico

A trombocitopénia é aceite como um marcador de mau progndstico, sendo 0 seu grau
correlaciondvel com a gravidade do quadro respiratério e consequente mortalidade em cées
(Greene, 2012; Kohn et al., 2010). No entanto, no presente estudo ndo foi observada uma
associacdo entre a presenca de trombocitopénia e o desenvolvimento de um quadro pulmonar
durante a hospitalizacdo, nem com a mortalidade. Este facto pode ser explicado por uma
provavel sobrevalorizacdo da trombocitopénia real, dada a pouca pratica de confirmacdo por
esfregaco sanguineo. Erros na técnica de recolha de amostras sanguineas podem estar na
origem de trombocitopénias irreais, devido a formagdo de coagulo no interior do tubo de
amostra. Por outro lado, os dados de hemograma foram apenas recolhidos na apresentagéo
inicial do animal em consulta, ndo tendo sido registado caso tenha surgido trombocitopénia
mais tarde, no decorrer da hospitalizagéo.

Um estudo recente identificou a presenca de valores de racio UPC significativamente
superiores no grupo de animais que ndo sobreviveram a infeccdo por leptospirose,
comparativamente ao grupo de sobreviventes da mesma doencga. Foi, como tal, sugerido como
indicador de mau progndstico na leptospirose canina, nessa publicacdo (Mastrorilli et al.,
2007). No presente estudo clinico, ndo foi possivel avaliar essa associacdo, dado que apenas

dois animais realizaram a medi¢do do racio UPC. Todavia, um dos casos apresentou racio
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UPC significativamente elevado no momento de medicédo, tendo sido o animal submetido a
eutanasia, posteriormente, dado o grave compromisso renal.

Foi observada, no entanto, uma associacdo entre a presenca de quadro pulmonar e a
mortalidade, podendo-se afirmar que os animais incluidos neste estudo que desenvolveram
quadro pulmonar durante a hospitalizacdo apresentaram um aumento de probabilidade de
350% de morrer, ou seja, 4,5 vezes mais, em comparagdo com 0S animais que n&o
desenvolveram quadro pulmonar.

A presenca de neutrofilia no dia de apresentacdo do animal em consulta foi associada a um
aumento da probabilidade da morte do animal em 300%, ou seja, 4 vezes superior aos animais
que ndo apresentam neutrofilia no dia de apresentacdo inicial. Alguns estudos em Medicina
Humana sugerem a elevada contagem leucocitdria como um indicador de mortalidade
(Greene, 2012; Rajapakse et al., 2010). Todavia, em Medicina Veterinaria nenhum estudo
desenvolvido apresentou resultados semelhantes referentes ao leucograma. No presente
estudo clinico ndo foi contabilizado o valor absoluto da contagem de leucécitos e neutrofilos;
apenas foi registado, para cada caso, se a contagem leucocitaria ou neutrofilica se
encontravam no intervalo de referéncia ou eram superiores a este, no dia em que 0s animais se
apresentaram a consulta. Atendendo a estas condicdes, ndo se pode aferir que quanto maior o
grau de neutrofilia maior o risco de mortalidade, nem se pode concluir que o desenvolvimento

de neutrofilia durante a hospitalizacdo também apresente uma associa¢do com a mortalidade.
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1V - Conclusao

Até a data sdo escassos 0s estudos sobre leptospirose canina realizados em Portugal. O Gltimo
estudo de relevancia epidemioldgica remonta ao ano de 1992, onde apenas a regido do Alto
Douro foi analisada. Por ndo se tratar de uma doenca de declaracdo obrigatéria em Medicina
Veterinaria, ndo existem dados oficiais relativos a prevaléncia e incidéncia anual da doenca
em canideos em Portugal, nem se encontra descrito o quadro clinico mais observado e a
abordagem da doenca pelos clinicos portugueses. Neste contexto, apesar da incapacidade de
apurar a incidéncia da doenca, o presente estudo clinico apresenta-se como um contributo (til
para o estudo da leptospirose canina no pais.

Apenas 25% dos casos representados no estudo foram considerados confirmados com base
laboratorial. Este resultado reflecte a incapacidade das unidades hospitalares, aqui
representadas, de apresentar um diagnostico definitivo. O desconhecimento sobre o método de
confirmacdo laboratorial mais eficaz, aliado as limitacGes financeiras impostas pelos
proprietarios €, provavelmente, o principal responsavel pela baixa percentagem de casos
confirmados. Por outro lado, tendo em conta a elevada utilizacdo de ensaios ELISA como
recurso para o diagndstico laboratorial da leptospirose canina, é provavel que a doenca se
encontre subdiagnosticada.

Poucas sdo as conclusdes obtidas com os resultados epidemiologicos deste estudo clinico.
Apresentaram-se mais canideos de raca indeterminada, demonstrando uma auséncia de
predisposicdo racial, maior nimero de casos nos meses de Outono e Inverno e, apesar de o
serogrupo Australis se apresentar como 0 suspeito infectante predominante, a dimensdo da
amostra ndo permitiu concluir o seu papel real na epidemiologia da doenca na Grande Area
Metropolitana de Lisboa.

A semelhanca com o descrito na bibliografia os principais sinais clinicos associados a
leptospirose foram o vémito (71%), a letargia (68%), a anorexia (57%) e a inapeténcia (36%).
A leucocitose com neutrofilia esteve presente na maioria dos casos (71%), estando a
neutrofilia associada a um aumento de 4 vezes do risco de mortalidade. Menos de metade dos
casos apresentou anemia (40%) e trombocitopénia (42%), ndo estando esta Ultima associada
com maior mortalidade, ao contrario do descrito em publicagdes anteriores.

Em 93% dos casos observou-se azotémia, evidenciando lesdo renal, e observou-se leséo
hepatica em pelo menos 75% dos animais com aumento das FAS e 65% com aumento da
ALT, concluindo-se que mais de metade dos doentes apresentaram quadro renal e hepatico

em simultaneo.
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Apesar de sugerido um indicador de prognostico pela bibliografia, este estudo ndo conseguiu
associar o racio UPC com a mortalidade, dado o reduzido tamanho da amostra.

Mais de metade dos casos apresentaram alteracGes renais e hepaticas na ecografia, sendo a
hepatomegalia a alteracdo mais frequente (48%), seguida da renomegélia (43%),
hiperecogenicidade do cortex renal (29%), Medulary Rim Sign (24%) e hipoecogenicidade do
parénquima hepético (24%).

A ampicilina e a doxiciclina foram os antibi6ticos mais utilizados nos casos descritos neste
estudo, concluindo-se existir uma concordancia com as recomendacdes actuais sobre o
tratamento anitimicrobiano da leptospirose canina por parte das unidades hospitalares
envolvidas. Foi, igualmente, identificada uma associacéo relevante entre a administracdo de
doxiciclina e a alta do animal, facilmente explicada se admitirmos que 0s animais apenas
iniciam a doxiciclina, administrada por via oral, numa fase de recobro, quando ja nédo
apresentam risco de vida.

Identificou-se uma média de 4,6 dias (+4,09) no tempo de hospitalizacdo com uma diferenca
significativa de 3,6 dias no tempo de internamento entre 0os animais sobreviventes e 0s ndo
sobreviventes, interpretada como natural a necessidade dum elevado tempo de hospitalizagédo
no periodo de recobro do animal, quer por motivos de monitorizacdo clinica, quer por razbes
de salde publica.

Apesar de ndo se tratar de uma apresentacdo da leptospirose canina habitualmente
reconhecida pelos Médicos Veterinarios portugueses, 0 presente estudo demonstrou um
elevado envolvimento de quadro pulmonar (61%) durante a hospitalizacdo. Este resultado foi
fortemente associado a mortalidade da doenca (aumento do risco em 4,5 vezes) e vai de
encontro a alguns estudos mais recentes, que referem um aumento crescente desta
apresentacdo clinica da doencga na Europa.

Foi demonstrada uma taxa de sobrevivéncia de 43%, taxa baixa comparativamente aos
estudos publicados até a data, identificando-se a hemorragia pulmonar como a principal causa
de morte (81%), tendo ocorrido em 46% da totalidade dos casos.

Para um estudo aprofundado e mais completo da epidemiologia da leptospirose canina na
Grande Area Metropolitana de Lisboa, seria necessaria a recolha seroldgica de uma amostra
mais representativa da populacdo canina da area geografica. N&o foi avaliada a relagédo
exposicdo-infecgdo neste estudo com recurso ao MAT, que forneceria informacéo de elevado
interesse epidemioldgico, nem os critérios de inclusdo permitiram a obtencdo de conclusdes
nesse sentido. Seria de igual interesse a avaliacdo da exposicdo dos cées em estudo a factores
de risco, através da obtencdo de informacdo relativa aos habitos de actividade do animal,

avaliagdo da seroprevaléncia de Leptospira, com recurso a MAT, nos animais silvaticos da
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area geografica, nomeadamente o0s roedores e pesquisa de leptospiras nas fontes e
reservatorios naturais de agua. A identificacdo dos hospedeiros reservatério e dos serogrupos
de Leptospira circulantes forneceria dados Uteis relativos ao risco de exposicdo na Grande
Area Metropolitana de Lisboa.

Este estudo, primariamente orientado para a descricao fisiopatologica da doenca e pesquisa de
indicadores de progndstico, tem como principais limitacGes a dificuldade na recolha de mais
informacdo relativamente a esfregaco sanguineo, pardmetros bioquimicos, urianalise, racio
UPC, ecografia e radiografia toracica que resultou na apresentacdo de amostras demasiado
reduzidas para a obtencdo de resultados mais conclusivos.

Sugere-se, para um estudo de objectivo semelhante, a colecgdo de um maior nimero de casos,
relativos a um periodo temporal mais alargado e a utilizacéo de critérios de incluséo restritos
apenas aos casos confirmados ou fortemente suspeitos, com base num resultado de PCR
positivo, duas titulacbes consecutivas de MAT, demonstrando o aumento ou a diminuicdo da
titulacdo para o quédruplo, uma titulacdo igual ou superior a 1:800 no MAT, associada a
presenca de sinais clinicos compativeis, ou a observacdo de leptospiras em preparacdes
histoldgicas. Aconselha-se também a padronizacdo da recolha da anamnese e dos sinais de
exame clinico, para minimizar a falta de informacdo referente a estes campos, secundéria a
erro humano.

Para uma futura pesquisa de indicadores de prognostico, na continuidade deste estudo clinico,
seria de elevado interesse averiguar o valor do grau de neutrofilia e, possivelmente, da sua
evolucdo noutra fase do internamento, como eventual indicador da mortalidade em cdes com

leptospirose.
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VI — Anexos

Anexo | — Formulério para a recolha dos dados analisados no estudo clinico.

Figura 12 — P4agina 1 do formuldrio para a recolha dos dados analisados no estudo clinico.
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Figura 13 - Pagina 2 do formulario para a recolha dos dados analisados no estudo clinico.
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Figura 14 - Pagina 3 do formulario para a recolha dos dados analisados no estudo clinico.
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Anexo Il — Listagem dos dados obtidos pelo preenchimento dos formularios, para

analise no estudo clinico.

Quadro 15 — P4gina 1 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.
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Quadro 16 — Pagina 2 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.
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oN = oN A sk N on on 00F/1 enomod |67
ON L EC Y Op] =L oM ON ON 0081 _”ﬂ.wc_..m”_..ﬂ.._"mu_ STENENYT 8T
oN = 5L oN oN oN oN +JNEL + D] 5% LT
=X 2% 521 oN oN N on + JNEL + DI 531 9z
oN A 5L oN oN oN aN + JNEL + D[ sa% 5T
oN o] ON o] s2L o oN + N8I + D3] S3% +T
ON s oN s3L SaL N oN ~ JNEL + DE] 591 £7
=X = oN oN sk N on + JNEL + D[ 5L ic
oN 2% 531 S3% ON oN] oN oN 00F/1 (sTensny) syensny |1z
oN = oN oN saL oN oN oN 00F/1 (srensmy) sqenswy |z
oN B oN oN oN N an an 00911 a8t
oN A oN oN oN oN aN aN 001/1 (sTensy) sqensny o]
oN 2E 5% oN oN N on on 00911 2 01
O.Z m.w.nr D.Z mm..nr 52 MP Dud. D.w.d.?..o m n.m:W O.Z m
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oN oN 5L A sk N on + JNEL + D[ 5L 01
oN oN]| sax sax] sax oN] oanrsod| EETA +WBI = D81 EETA 6
=X = oN oN saL oN oN +JNEL + D] 5% 3
oN 2% 521 S saL N on 00ZE/1 +DF 531 [
oN op| XA op| A o] oanrsod| saf oaTjESaT - WEL - O saf g9
=X 2E 5% oN 5L N on 008/1 + D 531 <
ON s oN oN SaL N oN 0091/1 ~DE] 591 T
oN = 5L oN oN N on 00/1 + D] 5L £
ON L EC Y Op] =L QATITED d| =L ON ON T
oN oN oN AL saL oN oN 008/1 + D] sa% 1
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Quadro 17 — Pagina 3 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

oN oN A A oN oN oN oN oN oN oN oN onlie

ON oN N ON) ON ON oN ON ON ON ON ON ONJ0E
ON oN N ON) A ON oN ON ON ON ON ON ON|6T
ON oN N ON) ON ON SR =i ON =X ON ON ON|8T

2L oN N =E ON ON oN ON ON ON ON SN ONJLT
ON oN N ON SN SN ON =X ON oON ON SN ON|9T
ON =L N =K ON ON oN ON ON ON ON ON ON|ET

=24 SN SN SN SN SN oN =i SN SN ON SN ON|FT
SN SN SN ON SN SN ON =i SN A ON 52K SLIET
SN =X SN ON SN SN ON oN SN ON ON SN ONJ|IT
SN SN SN =X SN SN ON oN SN A ON SN ONJ|TIT
SN SN SN =K SN SN ON =A ON ON ON SN ONJ0T
SN °N N ON A SS9 oN ON ON ON ON SN ON|81T
ON oN N ON) ON ON oN °N ON ON ON ON ONJET
ON oN N ON) ON ON oN ON ON ON ON ON ON|FT
ON =L N =L ON ON oN ON ON ON ON ON ONJET
ON =L N ON) ON ON oN ON ON ON ON ON ol [

s34 =L N ON) ON ON oN ON =4 ON ON ON ON|TT
ON =L N ON) ON ON oN ON ON ON ON SN ON|OT
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ON oN N =K ON ON oN =R ON ON ON ON oN|8
SN SN SN SN SN 5 oN =i SN SN ON SN ONJL
SN =X SN SN SN SN N °N SN SN ON SN ON|9
SN SN SN =X SN SN ON oN SN ON S=A SN ON|&

s34 =X =K ON SN SN ON =i SN ON ON 52K ON|F
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SN °N N ON SN SN oN ON ON ON ON SN ON|T
ON oN N =L ON ON =L =i ON ON SL ON ON|T
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Quadro 18 — Pagina 4 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

ON 53 SL S oN O ON| oN ON ON ON ONJTE
i FurssT FSST Susstpy|  Sumssy oN oN °N °N °N °N onjos
ON 531 =R oN =L O ON| ON ON ON oN ON|ST
ON ON oN ON X O ON| oN ON ON ON ON|BT
oM A SR °N oN oM SN SN °N SN SN ONJ|LT
ON S SR oN oN O ON| oy oN oN ON ONJ|9T
ON 53 SL ON X O ON| oN ON ON ON ONJ|sT
i SurssT FWSST Susstiy|  Sumssy ON oN °N oN °N °N oNfiT
i Sy ST Smssmy|  Fmssmy o oN oN °N oN oN onjeT
ON 53 SL ON oN O ON| oN ON ON ON ONJiT
ON oON oN oN oN O ON) oN ON oN oN ONJ|IL
ON S SR oN oN O ON| oy oN oN ON ONJOT
ON 53 SL ON X O Sk oN ON 53X ON ONJBT
ON 53 =L oN =4 O ON) oN ON oN =L ONJET
ON ON oN S oN O ON| oy oN oN ON ONIFT
SwIssIy SuTssT i oN oN oN oN oN oN oN oN s=Ale
ON 53 =L oN oN O ON) oN ON oN oN ONJZT
ON ON oN oN =4 O ON| oy oN oN =K ONJTT
oM ON N SN =A oM SN SN SN SN SN oNJjoT
oN A s3L oN oN oN op| oN oN oN oN EEA [
ON 531 SR ON =X L ON) oN ON ON ON oN|8
oM 534 SR SN oN oM SN =A SN SN SN ONJL
ON 53 oN oN oN S ON) oN [L oN oN oNJ9
ON 531 SR ON oN ON ON) oN ON S3% ON oNJ¢
oM 534 SR SN oN oM SN SN SN SN SN ON|F
ON ON oN oN oON ON ON) ON ON oN oN ONJE
ON 531 SR ON =X ON ON) oN ON ON ON oN|T
oM 534 SR SN =A oM SN SN SN SN SN ONJ1
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Quadro 19 — Pagina 5 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

OpTRST OFT pmou|  opejuaTone opemammme|  opejmewme|  opemmaume|  opeimswme oN| oN o oN oN onlie
TeTmIoT [EmIoT TeTmIoT [ETmIo remmon| opemewme|  opeimaTnE oN oN SmssTpy| SossTp SmrssTy smssag|oe
TeTmIoT CpMITIITR TeTmIoT eI Temon| opejleume| opelTSATNE oN]| sax| op oN oN A [

OpTp=tl OFU)  OPIPSTO OBT|  OPTpSTn OFU|  OPIPSTH OETY OPIPSTE OFO| OPENISTONE| OpEJn=TONe ON SN SN SN ON S=AI8T
TeTmIoT eI remmon]  opeimemme|  oprpew opn| opemeume|  opeimewme oN]| oN op oN I A T
TeTmIoT eI Tenmou]  opejuRIInE Temon|  opejaume|  opelTATRE oN| oN o oN 3 B CH

OpTPST OB [EmIoT rmon]  opemsmme|  opemetmone| opemswme|  opemmawme oN oN o oN oN YA (54

opejuamme|  oprpem opu| oppemopn|  opemwsume|  opemetome [ETIOT| opeITTnE oN]| oN SmssTy SurssTI FussT smssfvr
opEjusmmE|  OpEITSATmE oN| opN| FmssT SuTssTA FuwssTy smss|er

OPEJIRTIIE pemuon|  oprpewm opg remson)  opeimsmme| opemeume|  opeimeswme oN]| oN op oN I onlzz
Temmon]  oprpIm opT emmou|  opmwewme|  opejuawme [ETmon [eTuoT oN oN o oN oN onli1z
opeuamne|  oprpam 0BT rmon]  opemsmme|  opemetmone| opemswme|  opemmawme = sax] o oN E3 onloz
TeTmIoT CpMITIITR TeTmIoT remson)  opeimsmme| opemeume|  opeimeswme oN]| oN op oN oN EEL
remmon]  opIpIm OBT TeTmIoT [ETmIo remmon| opemewme|  opeimaTnE oN oN o oN oN =xfer
OPEJIRTIIE | opejuene remson)  opeimsmme| opemeume|  opeimeswme oN]| oN op s3% oN onler
OpEjuEITIE ON]| N SmssTY SussTy Fmsspy SmssTN|E 1
OpEJTATIIE rmon|  oprpew oen|  opewemme|  opeymewme|  opemmsume|  opeimswme oN oN o oN E3 onlzr
OPEJIRTIIE eI TeTmIoT remson)  opeimsmme| opemeume|  opeimeswme oN]| oN op oN I onlir
OpEJTATIIE remon|  oprpewm oen remson|  opemetone| opemswme|  opemmawme oN oN o oN E3 opglor

OpTPST OFT pmon| oppewopn|  opewemme|  opewewme| opemeume|  opeimswme oN]| oN op oN oN onla

OpTPST 0BT pon| oppewoopn|  opmwemme|  opemewme| opemesume|  opeimswme oN| oN op oN oN on|s

opipawm oeu|  oprpem opn| oprpemopm|  oprpam oem remmon| opemewme|  opeimaTnE oN sax] o oN oN opg|z

OPEJIRTIIE pmon| oppewopn|  opewemme|  opewewme| opemeume|  opeimswme oN]| oN op oN oN on|o
OpTPST OB rmon|  oprpew oen|  opewemme|  opeymewme|  opemmsume|  opeimswme oN oN o oN E3 oplc
opejuamme|  oprpem opu| oprpewopu]  opeymume| opeyewme| opeymeume| opemewme oN]| oN B s3% oN on|v
remou|  oppemopu| oppewmopn]|  opememme|  opeewme| opemeume|  opejmewme oN| oN op oN oN on|¢
TeTmIoT rmon|  oprpewm oen|  oprpam oEn| remmon| opemewme|  opeimaTnE oN oN o oN E3 on|z
optpaw ogu|  oprPSm 0BT remou|  cpeewme]  opeimewme| opejmeume| opeimmE oN]| oN op oN I on|1
ny qrv 1d ITV svi B3I e ] sembajag | epaesmbey | asomopry | sseimoqmosy | emadopoqmory | asemouoy | ar
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Quadro 20 — Pagina 6 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

oN oN oN N oN oN oN oN] cpwpaw ogn] cppsw opu] oppew ogu] oprpew opu]  oprpet ogo[1¢
oN oN oN oN oN oN oN oN| cpwpaw opn| cprpsw opu|  oppew ogu]  oprpew opw|  oprpat oznfog
oN oN oN oN oN oN oN oN pewmon|  opmurmmp|  optmmmp| oppaw opu pemon |57
op| oN op oN oN op oN op| opwpemoen| oppamoen| oppemopn|  opeEmsTne openmE |57
oN 521 oN s3] B oN s3% 3% pemmon| — opmmmmp permon|  opejmawmme|  oprpew ogn|;
oN oN oN ON oN oN oN oN| opwpew ogn| opwpsw opn| opipsw ogn] opwpew ogw|  oprpew ognlog
oN oN oN ON oN oN oN oN| opmummp|  opmmmmp|  opraummp| opwpewr ogw|  opipeur ognlcz
oN oN oN oN oN oN oN oN]  opmummp|  cprmmmp| — opmummp|  oppaw opu Termon |
oN ER oN s3] ER oN oN 2% €2
oN ER oN B El oN oN 2% pewmon| oprpaw opn|  oprpam opu e e
oN oN oN ON oN oN oN oN| opwpew ogn| opwpsw opn| opipsw ogn]  opemenme|  optpew on|1z
oN oN oN ON oN oN oN oN| opwpew ogn| opwpsw opn| opipsw ogn] opwpew ogw|  oprpew om0z
oN oN oN s3] B oN oN 3% pemmon| oppam ogn]  oprammmp|  opwpew ogw|  opemewne |5y
oN oN oN ON oN oN oN oN| eppewoes| opwpew opn| opipew ogu| oprpew ogw|  opipew ozn[c
oN oN oN oN oN oN oN oN|  opmuommp peumon| — opramnmp| oprpew ogn| — opmmemme]y
oN oN oN oN oN oN oN oN|  opmummp|  cpmummp Temmon|  opeymetme €1
oN oN N B ER oN oN sax| opmummp| opmunmp| opmummp| opemsmme|  opmmswme[zp
oN oN oN ON oN oN oN oN pemmon|  opmmmmp|  oprammmp|  opwpew ogw|  oppet o1
oN 521 s3] s3] B oN oN sag| opeysmme prmon| — opmmmmp| oppem ogn|  oprpsw cgmfoy
oN oN oN ON oN oN oN oN [Emon [Rmon rermon| opipaw ogu]  oprpew oguls
oN oN oN oN oN oN oN oN| opeeume|  opmunmp|  opraummp| oprpew ogw|  opipew ogulg
oN oN oN oN oN oN oN oN pewwon| — opmummp| — oprammmp|  oprpew opu] — oprpew opn|,
oN oN oN oN oN oN oN oN pewmon|  opmummp rermon| oprpaw ogu]  oprpsw opufg
oN oN oN ON oN oN oN oN| opwpew opn| opwpsw opn| opwpew ogn| oprpst ogn|  opipe ogulg
oN oN oN ON oN oN oN oN| opmummp| opmmmmp|  oproummp| oprpsw ogw|  opipam oguly
oN oN oN ON oN oN oN oN|  opepmatme pemon|  opmmmmp| oprpew ogu]  oprpew opu|¢
oN oN oN ON oN oN oN oN| opwpewoen| opwpaw opn| oppew ogu| oprpew ogu|  opipem ogulg
oN oN oN ON oN oN oN oN| cpwpem ogn| cprpsw opu| optpem ogn| oprpstr ogu| — oprpet ogu|
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Quadro 21 — Pagina 7 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

ON) ON| ON) s34 ON 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ONJTE
O =L oM ON ON 2L ON| OpIp=io oET ON oM ON|0E
ON) ON| ON) s34 ON 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ONJ6T
oN Op| oN Op| ST oN op| oprpam cem oN oN oNlsz
ON) ON| ON) ON]| SwssT ON) ON| OpIpstm oFn ON ON ONJLT
O ON =5 ON ON 2L ON| OpIp=io oET ON oM ON|9C
oN Op| oN A% FmssTy =3 op| oprpam om OoN oN onNlez
oN Op| oN op| SurssTpy oN op| oprpam om OoN oN oNlrz
oN Op| oN Op| oN 531 opN| opemeume opN oM onNlez
ON) ON| ON) ON]| ON 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ONJ|CT
oN Op| oN Op| S35 =7y oaTjESaT saf| oppam oen opN oN onhz
53R ON| ON) ON]| ON 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ONJOT
oN sAL oN A% oN =7y oaTjESaT saf| oppam oen opN oN sLls1
53R ON| S=A s34 ON 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ONJET
O ON =5 2L ON 2L ON| OpIp=io oET ON oM NP1
N ON| ON ON]| ON s34 ON| OpIp OET ON ON ONJET
oN Op| =3 op| opN =3 opN [EVILOT OoN oN onNlz1
2L ON =5 2L ON 2L ON| OpIp=io oET ON oM ONJTT
ON) ON| ON) ON]| =L 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ONJOT
O ON oM ON =L 2L ON| OpIp=io oET ON oM N |6
ON) ON| ON) ON]| SwssT ON) ON| OpIpstm oFn ON ON ON |8
O ON oM 2L ON 2L ON| OpIp=io oET ON oM ON|L
ON) ON| S=A ON]| ON 53R ON| OpIpstm oFn ON ON ON |9
=3y Op]| oN A% opN =3y op| oprpaw ow oN oN on ¢
2L ON oM ON ON 2L ON| OpIp=io oET ON oM ON|F
ON) ON| ON) ON]| SwssT ON) ON| OpIpstm oFn ON ON ON|E
O ON oM ON SUISSTIN O ON| OpIp=io oET ON oM ON|C
ON) ON| ON) ON]| STIEETIAL ON) ON| OpIpstm oFn ON ON ONJT
] usIg T DEIEIUAIIJIP 02503313 dny - — [eULIOu EEIS002 J—— IO — — vLmuoa — a
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Quadro 22 — Pagina 8 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

A °N) SN N N ON ON SN SN ON) SNJ|IE
ON ON) SN ON) =L ON) ON SN ON ON) ONJ0E
ON ON) ON =24 oM ON] ON SN ON A =A|6T
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oN ON) ON ON] FUTSSTIAL ON]| ON SN oN ON| ONJLT
opN sag op I oN ap| op] op oN op| on|oz
opN sag op I oN ap| op] op oN op| oNlez
ON °N) SN N SUISSTAL ON ON SN SN ON) SNI|FC
ON ON) ON ON) A ON] ON SN ON ON) =A|ET
oN A on op| op oN| op on s3] opn| EA e

A ON) ON =24 oM ON] ON SN ON ON) ONJIC
ON ON) ON N ON ON]| ON SR ON ON| ONJ0T
ON oN SN 5L ON oM ON SN SN ON ON|S1T
ON oN SN ON A oM ON SN SN ON ONJST
ON °N) SN s34 N ON| ON SN SN ON) SN|FT

A ON) ON ON) oM ON] ON SR ON ON) ONJET
ON ON) ON =24 oM ON] =L SN ON ON) ONJ|CT
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ON ON) ON 53 ON ON]| ON ON ON ON| ONJOT

saL sag op I oN ap| op] op oN op| onls
ON oN SN ON SUISSTAL oM ON SN SN ON SN |8
ON °N) ON oM A ON| BL SN ON ON] ON|L

A ON) ON ON) oM ON] ON SR ON ON) ON|9
ON SR ON ON) oM ON] ON SN ON ON) ON|S
oN ON) ON oN) A ON| oN SN oN A ON|F
ON oM SN ON SUISSTAL oN SN SN SN ON SNJE
ON oN SN ON SUISSTAL oM ON SN SN ON SN|T
ON oN SN ON Smssiy oM ON SN SN ON SN|T
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Quadro 23 — P4gina 9 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

saf op| on saf | A A o] oN opN sag|1e
ON ON]| ON ON SumssTIy ON ON| ON SR ONJOE
op op| op] sag| saf] saf| op| opN saf| on |6z
ON 534 ON =L SmssT ON) ONJ| ONL ON) sussT [T
ON ON] ON =L SmssT ON) ONJ| ONL ON) sussT|L T
SR 534 SBL =L StmssT ON) ON]| ONL ON] A9
ON G S| =L SmssTy ON ON AL N ONJET
ON A ON S=|A SmssT ON ON]| ON N smssT |7
ON A ON S=|A SmssT ON ON]| ON N SL|ET
ON A ON S=|A SursSTIY ON ON]| ON S3A ONJTT
ON S ON ON SumssTIy ON ON| ON ON SA|IE
saf op| op] sag| saf] saf| op| opN opN sag loz
ON ON] ON =L SmssT ON) B4 ONL 53R ONJET
ON ON] ON =L SmssT ON) ONJ| A 53R ONJET
ON 534 ON =4 SmsST ON) ONJ A 53R ONJFI
ON ON] ON ON SmssTy ON SA ONL N ONJET
saf A op] saf | A A o] oN opN sax|zr
op A on op| A A o] oN opN sag|r1
ON A ON ON SursSTIY ON ON]| A S3A ONJOT
op sax| =5 op| saf] saf| op| oN opN| gmsst |6
oN oN oN 2L SossTy oN oN oN °oN SmssT |3
op op| op] op| saf] saf| op| opN opN sag|;
op op| opN saf| saf] saf] op| opN opN| sag|o
ON ON] S=A =4 SmsST ON) ONJ A ON ON|S
op op| saf op| A A op| opN opN sag |y
op A on op| A A o] oN opN Smsst €
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Quadro 24 — P4gina 10 da listagem de dados obtidos pelo preenchimento do formulario.

aueanp Jeaompnd orpendy

ep ovieang

ap vrderay

renowrnd erSenomaE] oN| =i oN 2Lz oN opN oN|1g

renowrnd erSenomaE] oN| =i oN x|t oN opN oN|oc

renotrnd erSenomaE] oN| =i oN 2Ly =0y opN oN|sT

ON| ON| SRX SNt ON| B ON|SET

renctnnd e1SenomaE] OpN| =2r| oN i [ oN opN oN|LT
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ON) ON[| =4 ON|T oM ON ON|ST
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renotrnd erSenomaE] saL oN| ©oN s2ak|o oN opN oN|ET

ON ON| =& . (1] =L ON =LICT

ON| ON| SRX SBA)C ON| ON fon|11

ON| ON| SRA ON |9 ON| ON ON|OT
ON) ON| ==X S8 ON] ON SLl6
renortind erEenomagy opN| =p| oN saf|o oN oN oN |8
renortind erEenomagy =) oN| oN sag|1 oN oN =21l
renownd eEenomaE] opN| =p| oN sag|1 oN oN oN|o
s0Js10 ap oudmaymo ) =) oN| oN oM|z oN oN =34 [
renownd elSenomag] opN| =il on saf|o oN op =1 |y
renotrnd erSenomaE] saL oN| ©oN iz oN opN opN|E
renowrnd erSenomaE] saL oN| ©oN x|t oN S3L oN|T
renowrnd erSenomaE] oN| =i oN s2ak|o oN S3L oN|1
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Anexo Il — Resultados da tabulagdo cruzada (valores de p)

Quadro 25 — Resultados da tabulacéo cruzada entre o0 sexo do e a alta e entre os casos de
referéncia e a alta (valor de p).

Valor de p
Sexo 0,390
Referéncia 0,352

Quadro 26 — Resultados da tabulacao cruzada entre os sinais de anamnese e exame clinico e a
alta (valor de p).

Sinais de anamnese Valor de p
Inapeténcia 0,172
Taquipneia 0,214
Perda de peso 0,228
Polidria 0,159
Polidipsia 0,159
VOmito 0,328
Anorexia 0,060
Fraqueza muscular 0,159
Diarreia 0,455
Letargia 0,194
Sinais de exame clinico Valor de p
Petéquias 0,286
Mucosas hiperémicas 0,159
LesBes dermatoldgicas 0,159
Taquicardia 0,085
Mucosas ictéricas 0,079
Conjuntivite 0,286
Hipotenséo 0,214
Mucosas Palidas 0,429
Taquipneia 0,429
Hipertensdo 0,286
Hipotermia 0,228
Dispneia 0,429
Linfadenomegalia periférica 0,429
Febre 0,429
Ausculatacdo pulmonar alterada 0,389
Palpacdo abdominal dolorosa 0,194
Desidratacéo 0,172
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Quadro 27 — Resultados da tabulacéo cruzada entre os sinais de hemograma e a alta (valor de
p)-

Hemograma Valor de p
Linfocitose 0,542
Trombocitose 0,717
Neutrofilia 0,048
Trombocitopénia 0,523
Leucocitose 0,122
Monociitose 0,395
Eritrocitose 0,697
Anemia 0,466

Quadro 28 — Resultados da tabulacéo cruzada entre os sinais de hemograma e a presenca de
guadro pulmonar durante a hospitalizacéo (valor de p).

Hemograma Valor de p
Linfocitose 0,625
Trombocitose 0,619
Neutrofilia 0,113
Trombocitopénia 0,582
Leucocitose 0,208
Monociitose 0,208
Eritrocitose 0,600
Anemia 0,530

Quadro 29 - Resultados da tabulacéo cruzada entre os sinais de bioquimicos e a alta (valor de p).

Bioquimica Valor de p
Ureia aumentada 0,444
Creatinina aumentada 0,188
FAS aumentada 0,118
ALT aumentada 0,278
Hiperproteinémia 0,731
Hipoalbuminémia 0,735
Hiperglicémia 0,242
Hiperfosfatémia 0,333
Hiperbilirrubinémia 0,666
lonograma Valor de p
Hiponatrémia 0,284
Hipoclorémia 0,231
Hipocalémia 0,471
Hipercalémia 0,576
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Quadro 30 - Resultados da tabulacéo cruzada entre os sinais de urianalise e a alta (valor de p).

Urianalise Valor de p
Isostendria 0,333
Glicosuria 0,194
Hematuria 0,400
Pidria 0,666
Cilindraria 0,666
Réacio UPC 0,500

Quadro 31 - Resultados da tabulacéo cruzada entre os sinais ecograficos e a alta (valor de p).

Ecografia Valor de p
Alteracdes na eco renal 0,074
AlteracBes na eco hepética 0,094
Alteracdes na restante eco 0,500

Quadro 32 - Resultados da tabulacéo cruzada entre terapéutica e a alta e entre a evolucéo
clinica e a alta (valor de p).

Terapéutica Valor de p
Ampicilina 0,570
Doxiciclina 0,00017
Amoxi. Clav. 0,666
Enrofloxacina 0,521
Metronidazol 0,643
Corticoterapia 0,610
Terapia de substituicdo renal 0,583
Evolucdo Valor de p
Quadro pulmonar durante hospitalizacdo | 0,0013

Quadro 33 - Resultados da tabulacéo cruzada entre a média da idade e a alta e entre a média
dos dias de hospitalizacéo e a alta (valor de p).

Médias Valor de p
Média da idade 0,051
Média dos dias de hospitalizacdo 0,0004
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