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RESUMO

A leptospirose, doenga infecciosa, representa uma ameaga global para a Saiude Animal e Saude
Publica. Casos de leptospirose sdo descritos tanto em paises desenvolvidos como em
desenvolvimento, assim como em zonas rurais e urbanas. O polimorfismo clinico da leptospirose
canina dificulta o seu diagnéstico e tratamento. Esta dificuldade limita a caracterizacdo da doenca
quanto ao seu impacto, prevaléncia e distribuicdo. Desta forma, este estudo teve como objectivo
caracterizar os casos de leptospirose canina, contribuindo para melhor percepcdo da doenca em
canideos na regido do Baixo Vouga, assim como identificar possiveis factores de risco associados a
infecc@o nesta regido. A realizacdo de um estudo retrospectivo permitiu obter informacao relativa aos
casos de leptospirose diagnosticados em diferentes Centros de Atendimento Médico Veterinério da
regido do Baixo Vouga, entre 2011 e 2015. Os resultados obtidos permitiram verificar que o numero
de casos parece ser superior em meio rural que em meio urbano, assim como em animais com idade
entre os 2 e 8 anos, com acesso simultdneo ao exterior e interior, coabitantes com outros animais.
Constatou-se ainda uma grande inespecificidade do quadro clinico e que 50% dos casos ocorreram
em animais vacinados. Estes resultados realcam a necessidade de realizar mais estudos na regido
uma vez que a implementacdo de medidas profilaticas como a vacinacdo parece ndo proteger de
forma eficaz a expressao clinica. A grande diversidade de hospedeiros e o caracter zoonético da
leptospirose reforcam a necessidade de conhecer melhor a sua epidemiologia na populacdo canina
da regido.
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ABSTRACT

Leptospirosis, an infectious disease, represents a global threat to the Animal and Public Health.
Leptospirosis cases are described both in developed and developing countries, as well as in rural and
urban areas. The clinical presentation of canine leptospirosis complicates the diagnosis and treatment
of the disease. This difficulty leads to poor characterization of the disease regarding its impact,
prevalence and distribution. Thus, this study aimed to characterize the cases of canine leptospirosis
diagnosed in veterinary clinics of the Baixo Vouga region, contributing to a better perception of the
disease and to identify possible risk factors associated with infection of dogs in this region. A
retrospective study was conducted to obtain information on the cases of leptospirosis occurred in the
Baixo Vouga region between 2011 and 2015. The results showed that the number of cases was
higher in rural areas than in urban areas, as well as in animals aged between 2 and 8 years, with
simultaneous access to the exterior and interior and cohabiting with other animals. Additionally, a
great polymorphism of clinical presentation was found and 50% of cases occurred in vaccinated
animals. These results highlight the need to perform more studies in the region since the
implementation of preventive measures such as vaccination seems to be ineffective in the protection
of clinical expression. The wide host range and the zoonotic pattern of leptospirosis reinforce the need

of better understanding its epidemiology in canine population of the region.
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INTRODUCAO

A leptospirose € uma zoonose causada por espiroquetas do Género Leptospira que apresenta uma
distribuicdo mundial. A incidéncia da infeccao é superior em regifes de clima tropical, ocorrendo tanto
em contexto rural como urbano (Bharti et al., 2003; Hartskeerl et al., 2011). A identificacdo do agente
causador ocorreu pela primeira vez em 1816 por Adolf Weil, contudo a leptospirose é reconhecida
como causa de morte desde as civilizagcdes antigas (Levett, 2001). Em Portugal o primeiro isolamento
do agente ocorreu em 1931 (Vieira et al., 2006).

O Género Leptospira pertence a Ordem Spirochaetales e Familia Leptospiraceae, compreendendo
todas as espécies saprofitas e patogénicas (Adler & Moctezuma, 2010).

Tal como ilustrado na figura 1, as leptospiras sdo espiroquetas, com cerca de 0,1um de largura e 6-
20um de comprimento. Morfologicamente apresentam uma membrana dupla, com caracteristicas
comuns de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas (Haake, 2000). As extremidades sao
afuniladas, em formato de gancho, contendo dois flagelos periplasméticos, inseridos no espaco
periplasmatico, com fun¢é@o de motilidade (Li et al., 2000; Levett, 2001; Adler & Moctezuma, 2010).
Genomicamente possuem dois cromossomas circulares, com dimensdes diferentes, e com contelido
de bases G+C de 35% a 41% (Ko et al., 2009; McBride et al., 2005).

A reproducao ocorre por divisdo binaria transversal, dependente de condicbes ambientais favoraveis
(Vrain, 2004; Prescott et al., 2002: 477-482).

Estas bactérias sdo organismos quimiorganotréficos, aerdbios obrigatérios, com temperatura 6ptima
de crescimento entre 28 e 30°C, apresentando um resultado positivo nas provas de catalase e
oxidase (Levett, 2001; Prescott et al., 2002: 477-482).

Antigenicamente, as leptospiras sdo categorizadas em 24 serogrupos e 250 serovares, com base na
heterogeneidade estrutural dos lipopolissacarideos (LPS) de superficie (Levett, 2001; Adler &
Moctezuma, 2010; Evangelista & Coburn, 2010).

Os principais reservatérios de infeccdo sdo os roedores. Contudo os mamiferos domésticos ou
selvagens sado receptivos a infeccdo por leptospira, podendo actuar como hospedeiros de
manutencdo ou acidentais, de acordo com o grau de adaptacdo entre serovar infectante e hospedeiro
infectado. O homem é considerado um hospedeiro acidental, sendo que ao contrario dos animais,
nao é portador renal das leptospiras (Ko et al., 2009; Ganoza et al., 2010; Thayaparan et al., 2013).
Num animal infectado, a eliminagédo das leptospiras ocorre sobretudo através da urina, sendo que a
transmissdo ocorre geralmente apds exposicdo directa ou indirecta com urina de animais
excretores/leptospiraricos, podendo também ocorrer uma transmisséao transplacentéaria (Levett, 2001;
André-Fontaine, 2006; Adler & Moctezuma, 2010).

As principais vias de entrada séo a pele e mucosas, com destaque para a conjuntiva (Levett, 2001;
Adler & Moctezuma, 2010).

A leptospirose € uma doenga sistémica, atingindo os rins, o figado, pulmdes, bago, Uvealretina,

musculo-esquelético e musculo cardiaco, meninges, pancreas e tracto genital (Schuller et al., 2015).



A capacidade infectante do agente depende da dose, da viruléncia e do serovar infectante
(McDonough, 2001). Inicialmente as leptospiras entram no organismo através das mucosas ou da
pele. Segue-se uma fase de leptospirémia durante 4 a 11 dias, com disseminacéo através do sistema
circulatério, e causando lesdo ao nivel das células endoteliais. Nesta fase surgem os primeiros sinais
clinicos associados a febre e alteracdes hematolégicas. Durante esta fase de septicémia ocorre a
disseminacdo das leptospiras no organismo com invasdo da placenta e feto em fémeas gestantes
(McDonough, 2001).

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro, desempenhando um papel
crucial no reconhecimento precoce das leptospiras e na sua eliminacdo. Depende da capacidade dos
hospedeiros em reconhecer os LPS presentes na membrana das leptospiras, variando a sua resposta
consoante o serovar infectante (Evangelista & Coburn, 2010; Fraga et al., 2011). A imunidade
adquirida tem por base a capacidade de reconhecimento dos LPS, conferindo aos hospedeiros uma
resposta imunoldgica mais eficaz apds exposi¢ao inicial a anticorpos monoclonais ou policlonais anti-
LPS (Fraga et al., 2011).

A imunidade celular na resposta a infeccdo por leptospira, em contrataste com a imunidade humoral,
encontra-se ainda pouco compreendida (Naiman et al., 2001).

O quadro clinico da leptospirose apresenta um caracter bifasico — fase aguda ou leptospirémia inicial
seguida de uma fase imune (Levett, 2001). O periodo de incubacao varia em geral, entre 5 e 14 dias
apos a infeccdo (McDonough, 2001; World Health Organization, 2003; Ko et al., 2009; Adler &
Moctezuma, 2010).

A idade, estado imunitario, estado vacinal e tempo de exposi¢do séo considerados factores de risco,
e parecem influenciar a variabilidade e gravidade do quadro clinico, dificultando o diagnéstico da
doenca. Os principais sinais clinicos estao relacionados com a presenca de lesdes renais agudas e
alteragcBes hepéticas (Bharti et al., 2003; Schuller et al., 2015). Em hospedeiros de manutencao, a
doenga tende a manifestar-se de forma assintomatica ou crénica, em contraste com hospedeiros
acidentais em que a manifestagdo assume um caracter mais agudo e grave (McDonough, 2001;
Ward, 2002; Bharti, et al., 2003; Evangelista & Coburn, 2010; Adler & Moctezuma, 2010).

O diagnéstico da leptospirose baseia-se na detecgdo do agente ou na demonstragdo de um aumento
do titulo de anticorpos especificos (McDonough, 2001; Adler & Moctezuma, 2010).

A maioria dos casos de leptospirose é diagnosticada por métodos serolégicos, sendo os anticorpos
detectaveis no sangue, aproximadamente 5 a 7 dias apds o inicio dos sinais clinicos (Levett, 2001).
N&o poderdo ser no entanto usados como método de identificacdo do serovar infectante, dado ser

necessario isolamento do agente (OIE, 2014).



A técnica de aglutinacdo macroscépica (MAT; do Inglés Microscopic Agglutination Test) é
considerada o teste de referéncia para o diagnéstico de leptospirose aguda (World Health
Organization, 2003; Arent et al.,, 2013; OIE, 2014). Consiste na avaliacdo in vitro do grau de
aglutinacdo em diluicdes séricas do soro do animal adicionado um conjunto de serovares com maior
representatividade na regido (OIE, 2014). E um teste complexo no seu controlo, na execucdo e na
leitura/interpretacdo. Por outro lado, apresenta limitagdes no diagnéstico de infecgBes crénicas em
caso de animais vacinados contra a leptospirose, e no caso de animais com infecgdo prévia por um
serogrupo leptospirico diferente - resposta amnéstica (Levett, 2001; OIE, 2014). A deteccdo de IgM
elou IgG pelo teste imunoenzimatico (ELISA; do Inglés Enzyme Linked Immunosorbent Assay) é cada
vez mais frequente, no entanto apresenta limitacbes semelhantes ao teste MAT (Abdoel, 2011,
Schuller et al., 2015). A técnica da Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR; do Inglés Polimerase
Chain Reaction) € cada vez mais popular nos ultimos anos, em especial em animais suspeitos da
doenca e com historial de vacinagéo recente, uma vez que 0s anticorpos vacinais podem interferir
com os resultados dos testes seroldgicos. Contudo os elevados custos associados e a incapacidade
de identificar serovares infectantes ainda sao factores desfavoraveis (OIE, 2014; Schuller et al.,
2015).

O sucesso do tratamento da leptospirose depende da gravidade
e duracdo dos sinais clinicos do animal (Levett, 2001). Na
presenca de alteracdes renais e/ou leptospirémia deve ser
instituida uma terapia antimicrobiana, na qual a escolha inicial
depende da capacidade do animal em tolerar a administracédo
oral de doxiciclina (5mg/kg BID ou 10mg/kg SID durante 14 dias)
(McDonough, 2001; Schuller et al., 2015).

A vacinagdo é a medida mais usada no controlo médico da
leptospirose, sendo considerada vacina ndo essencial em caes
(Day et al., 2016). As vacinas utilizadas para a imunizagdo dos
animais s8o vacinas inactivadas preparadas a partir de
suspensdes bacterianas inactivadas ou a partir de fraccdes da

membrana externa (Fraga et al., 2011). Para além da vacinacao,

o controlo da infeccdo baseia-se também no controlo de
infeccGes nos animais selvagens e domésticos, sendo os Figura 1 - Fotomicrografia de
animais reservatorios (em especial os roedores) e ambientes campo escuro (a) e incidéncia de
contaminados o principal alvo para uma eficaz prevengdo da  electrdes de Leptospira spp (b)
doenca (Spickle & Leedom Larson, 2013). (Adaptado de Adler & Moctezuma,
O elevado polimorfismo clinico da leptospirose pode dificultar o 2010)

seu diagnéstico e, consequentemente levar a um fraco

conhecimento da epidemiologia da infeccdo numa determinada

area geografica. Estudos recentes efectuados em Portugal,



avaliaram a seroprevaléncia em populacdes de cées errantes em Coimbra (Duarte, 2007), na regido
metropolitana de Lisboa (Duarte, 2015), a evolucdo clinica de cdes de cédes diagnosticados com
leptospirose admitidos em CAMVs na regido de Beja (Lanca, 2011). O presente estudo teve como
objectivo analisar o impacto da doenca na populacdo canina da regido do Baixo Vouga e caracterizar
os casos de infeccao de forma a contribuir para uma melhor a percepcédo da doenca em caes, assim
como identificar possiveis factores de risco associados a infecgdo nesta regido. De referir que
existem outros estudos sobre leptospirose canina em Portugal, nomeadamente Duarte, 2007, Lanca
2011 e Duarte, 2015.

MATERIAIS E METODOS

1. Desenho do estudo

De forma a concretizar os objectivos propostos foi delineado um estudo retrospectivo dos casos de
leptospirose canina ocorridos entre 2011 e 2015, nos concelhos de Agueda, Albergaria-a-Velha,
Estarreja, Anadia, Aveiro, ilhavo, Murtosa, Oliveira do Bairro, Ovar, Sever do Vouga, e Vagos.

Para este estudo, foi considerado um caso suspeito de leptospirose, um animal que no periodo
considerado apresentou sinais clinicos compativeis com leptospirose e/ou em que pelo menos um
teste laboratorial para pesquisa de anticorpo especificos anti-leptospira e/ou deteccdo de DNA
leptospirico foi realizado. Os principais sinais clinicos considerados foram anorexia, vomitos, dor
abdominal, diarreia e ictericia (Schuller et al., 2015). Os testes considerados foram ELISA, MAT e
PCR.

2. Recolha dos dados

A selecgdo dos casos foi efectuada através de uma amostragem de conveniéncia. Numa primeira
fase foi efectuado um primeiro contacto com dez Centros de Atendimento Médico-Veterinério situados
na regido do Baixo Vouga, com o intuito de analisar a ocorréncia de casos suspeitos e/ou
confirmados de leptospirose no periodo de tempo definido para o estudo e averiguar sobre a
disponibilidade em colaborar. Apés a concordancia na colaboracdo, foi solicitada a pesquisa de
informacao sobre os casos de leptospirose, durante o periodo de tempo definido, tendo sido
seleccionados apenas 0s que cumpriam os critérios de inclusao. Tal como ilustrado na figura 2, para
este estudo apenas contribuiram cinco dos dez Centros de Atendimento Médico-Veterinario que
inicialmente concordaram em participar no estudo - a Policlinica de Aveiro, o Centro Veterinario de
Vilarinho do Bairro (Anadia) e o Centro Veterinario de Oliveira do Bairro, assim como os hospitais

veterinarios de Aveiro e do Baixo Vouga (Agueda).
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Figura 2 - Mapa da distribuicdo dos Centros de Atendimento Médico Veterinario que cederam dados
para este estudo.

D Hospital Veterinario do Baixo Vouga (Agueda)

[[] Hospital Veterinario de Aveiro

3. Andlise dos dados

A informacé&o foi organizada numa base de dados em ficheiro Excel. Foram considerados trés grupos
de variaveis: 1) caracterizacdo da populacdo em estudo (idade, sexo, raca, estado vacinal, meio
ambiente, acesso ao meio ambiente, coabitagdo com outros animais); 2) caracterizacao clinica dos
casos de leptospirose (sinais clinicos); 3) caracterizacdo laboratorial (dados hematol6gicos, dados
bioguimicos, dados serologicos e dados moleculares). Foram considerados como casos de
leptospirose todos 0s que apresentaram sinais clinicos compativeis com resultados de serologia
ELISA (IgG) 21:400 ou MAT 21:400 e nao vacinado nos Ultimos 6 meses ou PCR positivo (IDEXX
Reference Laboratories, 2014). As analises foram realizadas nos laboratérios INNO — Servigos
Especializados em Veterinaria, Lda (Braga) e Segalab — Laboratério de Sanidade Animal e

Seguranga Alimentar, S.A. (P6voa do Varzim).

A analise dos resultados do hemograma sérico teve em conta os valores de referéncia do Manual
Merck (Merck Sharp & Dohme Corp, 2015). Desta forma, contagens de eritrocitos inferiores a
4.95x10%pL foram consideradas anemia, valores de leucdcitos superiores a 16x10°%/L foram
considerados leucocitose, valores de neutrdfilos superiores a 12x103/uL foram considerados
neutrofilia e valores de plaquetas inferiores a 211x10°/uL foram considerados trombocitopenia. O
mesmo sucedeu para os resultados da bioquimica sérica, que tiveram em conta 0s valores de
referéncia do Manual Merck (Merck Sharp & Dohme Corp., 2015).

Os resultados foram analisados utilizando os programas estatisticos Epiinfo (versdo 7) e Vassarstats.



RESULTADOS

Um total de 23 casos suspeitos de leptospirose foi registado num primeiro levantamento de
informacao a partir dos Centros de Atendimento Médico-Veterinario que aceitaram participar neste
estudo. Contudo, dois casos foram excluidos por ndo apresentarem os critérios de incluséo definidos
para este estudo. Assim, este estudo incluiu 21 casos suspeitos de leptospirose. Como ilustra o
gréafico 1, a pesquisa de anticorpos especificos por ELISA foi realizada em 17 animais (74%), tendo-
se obtido em trés (17,7%; 95%IC: 3,8-43,4) um resultado negativo (<1:50), em trés (17,7%; 95%IC:
3,8-43,4) um resultado duvidoso (<1:100 — 1:200) e em 11 (64,7%; 95%IC 29,8-74,3) um resultado
positivo (=1:400). Além disso, foi também efectuada a pesquisa de anticorpos especificos pelo teste
MAT em dois animais, tendo-se obtido um resultado negativo (<1:400) num animal (50%; 95%IC 1.3-
98.7) e um resultado positivo (=1:400) no outro animal. O diagndstico molecular por PCR foi realizado
em quatro (17%) animais, onde em dois dos quais (50%; 95%IC 6.8-93.2) o resultado foi negativo, e
nos restantes dois (50%) o resultado foi positivo. Nos dois animais com diagndstico molecular
negativo, foi realizada a pesquisa de anticorpos especificos por ELISA tendo o resultado sido positivo.
Assim, a infecc¢éo foi confirmada em 14 animais, sendo que em sete animais o resultado laboratorial
negativo ndo permitiu confirmar a presenca de infeccao.

B ELISA
m MAT

m PCR

Grafico 1 - Percentagem de testes realizados no total dos 21 animais com possibilidade de
serem casos de estudo.



1. Caracterizacao dos casos confirmados

Entre os casos de leptospirose, a média de idade foi estimada em 60 meses (DP=44,7 meses). Nado

se verificaram diferencas entre animais do sexo masculino (50%; 95%IC: 23-77) e feminino, mas

entre 0s casos constatou-se um predominio de animais da raca Labrador Retriever (28,6%; 95%IC:

8,4-58,1), provenientes de meio rural (64,3%; 95%IC: 35,1-87,2), com acesso simultdneo ao exterior
e interior (85,7%; 95%IC: 57,2-98,2), e coabitantes com outros animais (57,1%; 95%IC: 28,9-82,3).
Em relacdo a vacinagdo, cerca de 50% (95%IC: 23-77) dos casos apresentavam um historial de

vacinagdo, sendo que 42,9% (95%IC: 9,9-81,6) destes havia sido vacinado ha menos de 1 ano. Tal

como ilustra a figura 3, as freguesias que apresentaram

maior percentagem de casos foram as

freguesias de Nariz, do concelho de Aveiro (21,4%; 95%IC: 4,7-50,8) e ilhavo, do concelho de ilhavo

(14,29%; 95%IC: 1,8-42,8).

Canelas
- Pessegueiro I
Fermela Vale Maior Paradela Ladario Ral
Albergari@®a-Velha

C#a | Angeja Cam

Fa m’.: ____.Moita Campia

Sao Jacinto Alufnieirg Névon = e Talhadas
A2S B
Barra 8
Séo Jodo de Loure
Avﬁo L] Alcofra
Aradas Eixo Alquerubim Junqueiro Pousadas

Gafanha da e ] = C:
Encarnacao Illﬁo Oliv@irinha | EO .

Travasso Séo Jodo do Monte

Gafanha do Carmo Avelal de Cima
Lz Rio Cévo
Gafanha da = = Guarc
Vagueira Salgueiro Fermefitelos Recarddis Dornas ¢
Vagos
S i Redofda Caste
Gafanha da Boa Hora Lombo Medo o @ Oia BéG Lomba
A1 Fragua
tamba [} Palhaca
Oy OI’;:':?odo Forcada BNrreiro de
i i iros
Troviscal
Mamarrosa Sangalhos Cerca Ferreirinhos
Barra
Ponte de Vagos Sk
’—‘—I
Bemposta Smi
Mogofors Sardoal
o nle Cabeco s dara Covao do Lobo $a%.ourenco Moita Sobral RSk
LEGENDA @ 3casos// @ 2casos // e 1caso .

Joéo Cruz

Figura 3 - Distribuicdo dos casos em estudo pelas respectivas freguesias de origem.



Tabela 1 — Caracteristicas descritivas dos casos de estudo

Variavel Frequéncia Percentagem (%) IC 95% ©
Casos em estudo 14®
IDADE
<1 3 23,08 6,16 — 54,02
1-59 5 38,46 15,13 - 67,72
6-99 3 23,08 6,16 — 54,02
>10 2 15,38 2,71 - 46,33
MEIO
Rural 9 64,29 35,14 - 87,24
Urbano 5 35,71 12,76 - 64,86
GENERO
Macho 7 50 23,04 - 76,96
Fémea 7 50 23,04 - 76,96
AMBIENTE
Sem dados disponiveis 1 7,14 0,18 - 33,87
Qutdoor 1 7,14 0,18 - 33,87
Misto 12 85,71 57,19 - 98,22

COABITACAO COM ANIMAIS

Sem dados disponiveis 5 35,71 12,76 - 64,86
Sim 8 57,14 28,86 - 82,34
Nao 1 7,14 0,18 - 33,87

VACINAGCAQ @@

Sem dados disponiveis 3 21,43 4,66 - 50,80
Sim 7 50 23,04 - 76,96
N&o 4 28,57 8,39 - 58,10
VACINACAO <1ANO

Sim 3 42,86 9,90 - 81,59
N&o 4 57,14 18,41 - 90,10

(a) Intervalo de confianga - intervalo estimado onde a média de um parametro de uma amostra tem
uma dada probabilidade de ocorrer;

®) Excepcéo - ndo é possivel determinar a idade de um dos casos;

© Vacinacgdo — de acordo com as Guias de Orientagdo para a Vacinacao de caes e gatos do World
Small Animal Veterinary Association (Day et al., 2016);

@ Serogrupos contemplados na vacinagdo — L. interrogans serogrupo canicola e L. interrogans

serogrupo Icterohaemorrhagiae.



2. Caracterizacdao clinica

A primeira consulta dos animais ocorreu predominante entre os dias 16 e 31 (57,14%; 95%IC: 29,7-
81,2), dos meses de Outubro a Marco (78,6%; 95%IC: 48,8-94,3) e dos anos de 2014 e 2015 (71,4%;
95%IC: 42-90,4), como ilustra o grafico 2. O nimero médio de casos por ano foi estimado em 2,8

(minimo=0; maximo=7).

7
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3
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Grafico 2 - Numero de casos registados durante o periodo 2011- 2015

Entre os 14 casos de leptospirose, 12 (85,7%; 95%IC: 56,2-97,5) apresentaram sinais clinicos
suspeitos de leptospirose, sendo os restantes dois animais testados para despiste da doenca, por

convivéncia com um dos animais confirmados com leptospirose.

Os principais sinais clinicos reportados nos casos de leptospirose foram prostracdo (71,4%; n=10;
95%IC: 41,9-91,6), anorexia (64,3%; n=9; 95%IC: 35,1-87,2) e vomitos (57,1%; n=8; 95%IC: 28,9-
82,3).

No exame fisico, as principais alteracdes encontradas foram dor abdominal (50%; n=7; 95%IC: 23-
77), ictericia (35,7%; n=5; 95%IC: 12,8-64,9) e taquicardia (21,4%; n=3; 95%IC: 4,7-50,8). Apenas
quatro animais (28,6%; n=4; 95%IC: 8,4-58,1) apresentaram hipertermia (>39°C) e nenhum

apresentou hipotermia.

N&o foram registados resultados de imagiologia.



3. Caracterizacgao laboratorial

Os resultados de provas complementares de diagndstico foram também analisados, estando estes
ilustrados no gréafico 3. Em 13 dos 14 casos (92,9%) foi realizado um hemograma. Em trés animais
(23,1%; 95%IC 5-53,8) observaram-se valores compativeis com anemia. Relativamente ao
Leucograma verificou-se a ocorréncia de leucocitose em 10 animais (83,3%; 95%IC: 38,4-83,7),
caracterizada por neutrofilia em 10 de 12 animais (83,3%; 95%IC: 38,4-83,7) testados para este
parametro. A contagem de plaquetas foi realizada em 13 casos (92,9%), sendo que em 9 animais

(69,2%, 95%IC: 38,6-90,9) se verificaram valores compativeis com trombocitopénia.

14 13 12 13 100,0%
1(2) 80,0%

60,0% mmmm N2 Exames realizados
40,0%
20,0%
0,0%

8

= 0% exames com valores
alterados

oON PO

Gréfico 3 - NUmero de componentes dos testes hematolégicos realizados, associados com

resultados fora dos valores normais para céaes.
Em 14 (85,7%) animais foram realizados exames hioquimicos. Contudo nem todos os parametros

foram testados de igual forma em todos os animais.

Tabela 2- Tipos de exames bioquimicos realizados, associados ao numero de animais que os realizaram, e aos
valores apresentados como normais, diminuidos e aumentados.

Enzimas NUmero de Valores _Ve_llores Valores normais
/Proteinas casos Aumentados diminuidos
Ureia 12 (85,71%) 10 (83,33%) 0 (0%) 2 (16,67%)
Creatinina 12 (85,71%) 10 (83,33%) 0 (0%) 2 (16,67%)
Fosfatase Alcalina | 10 (71,43%) 7 (70%) 0 (0%) 3 (30%)
ALT 7 (50%) 7 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Albumina 5 (35,71%) 3 (60%) 0 (0%) 2 (40%)
Glicose 4 (28,57%) 3 (75%) 0 (0%) 1 (25%)
cPLI 4 (28,57%) 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%)
Bilirrubina 4 (28,57%) 2 (50%) 0 (0%) 2 (50%)
Proteinas Totais 2 (14,29%) 2 (100%) 0 (0%) 0 (0%)
Sodio 1 (7,14%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Cloro 1 (7,14%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Potassio 1 (7,14%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)
Fésforo 1 (7,14%) 0 (0%) 1 (100%) 0 (0%)

cPLI — teste de imunoreactividade da lipase pancreatica canina; ALT - alanina aminotransferase;
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DISCUSSAO

No presente estudo, o nimero médio de casos de leptospirose foi superior ao nimero indicado num
estudo anterior realizado em diferentes distritos do pais (Langa, 2011), porém inferior ao estudo de
Duarte (2015) na regido da Grande Area Metropolitana de Lisboa. Esta diferenca podera estar
associada a varios factores, designadamente o método de seleccdo dos casos (Centros de
Atendimento Médico-Veterinario versus contactos telefénicos), o periodo de tempo de estudo (5 anos
versus um ano) e as condicdes geo-ambientais da regido do Litoral de Portugal que parecem

favorecer a transmisséo da doencga entre pessoas e animais (Vieira et al., 2006).

A taxa de infeccéo tende a ser superior em meio urbano que em meio rural (Alton et al., 2009;
Azécar-Aedo & Monti, 2015). No presente estudo verificou-se uma taxa de infecc@o inferior em
animais residentes em meio urbano (35%). Este facto pode ser explicado por condi¢fes de higiene
superiores nos centros urbanos, assim como uma maior dificuldade dos cées contactarem com

possiveis portadores da doenca ou areas contaminadas com leptospiras.

Entre os anos de 2014 e 2015 verificou-se um aumento do nimero de casos. Este aumento podera
estar relacionado com as alteragfes dos programas informaticos de registo dos dados dos animais
(que permitiu uma melhor registo dos dados clinicos dos animais), com a pluviosidade na regido do
Baixo Vouga (superior nestes dois anos, comparativamente ao periodo entre 2011 e 2013 podendo
ter favorecido a transmissdo do agente), assim como a temperatura média do ar (superior no periodo
entre 2013 e 2015) (Pordata, Fundacéo Francisco Manuel dos Santos, 2016)

Na andlise de outras variaveis de caracterizacdo dos casos verificou-se que a idade compreendida
entre os 2 e 8 anos, 0 acesso ao exterior e interior e a coabitacdo com outros animais, parecem ser
mais frequentes nos casos de leptospirose canina, enquanto o sexo € uma variavel de menor
importancia. Estes resultados diferem dos resultados obtidos por Lanca (2011) e Duarte (2015) no
que respeita ao sexo dos animais, tendo-se verificado relativa concordancia com variavel acesso ao
exterior e interior e média de idades. As discrepancias verificadas demonstram a existéncia de uma
variabilidade de factores de risco para as popula¢gdes caninas, referidas na bibliografia internacional
(Ward, 2002; Az6car-Aedo & Monti, 2015).

A raca Labrador Retriever foi a que apresentou maior numero de casos confirmados de leptospirose,
0 que vem parcialmente ao encontro de estudo realizado nos EUA e Canada por Ward (2002). Neste
estudo, esta raca surge em segundo lugar entre as racas de animais com maior incidéncia de
leptospirose, apenas ultrapassada pelos animais de raga ndo definida. Porém, dado o baixo nimero
de casos neste estudo, a raga Labrador Retriever apresentou maior nimero de casos confirmados do
gue os animais de raca nao definida, sendo que a diferenga entre ambos é apenas de 1 animal, pelo
gue nao se pode considerar apenas esta ragca como possivel factor de risco, mas sim os animais de
raca Labrador Retriever e de Racga ndo definida. A raz8o para esta raca apresentar maior

predisposicéo para a infecgéo por leptospirose ndo existe ainda na bibliografia.
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Quanto ao plano vacinal, metade dos casos estudados apresentava um histérico de vacinagéo, dos
quais cerca de metade terd sido vacinado no ano anterior a ocorréncia da doenca, como
recomendado pelas Guias de Orientacdo para a Vacinacao de cées e gatos do World Small Animal
Veterinary Association (Day et al., 2016). Além deste dado, foi encontrado (resultado n&o
apresentado) num dos casos que realizou o teste MAT, a presenca dos serovares Autumnalis (1:800),
Pomona (1:1600) e Bratislava (1:1600) que néo estédo abrangidos ainda pelas vacinas disponiveis no
mercado contra a leptospirose. Estes dados vem reforcar a falha da vacina em imunizar contra todos
os serovares infectantes, em resultado de possiveis alteracées epidemiolégicas da leptospirose
canina. De igual forma, confirma-se a ocorréncia de um maior numero de casos residentes em meio
rural, uma vez que estes serovares tém como hospedeiros naturais animais domésticos e silvestres.
Assim a caracterizacdo epidemiolégica regular da infeccdo por Leptospira nas varias espécies
animais com identificacdo dos principais serovares infectantes € essencial para uma proteccao

vacinal mais eficaz (Scanziani et al., 2002; Adesiyun et al., 2006).

Os principais sinais clinicos encontrados s&@o similares aos descritos em diversos estudos
internacionais, nomeadamente Adesiyun e col. (2006) e Geisen e col. (2007). Destacam-se sinais
inespecificos como a prostragdo e anorexia. No entanto, sinais como o vémito, a ictericia e a dor
abdominal sdo sinais mais especificos do envolvimento do sistema renal e gastrointestinal, resultante
da fase de leptospirémia, em que 6rgdos como o rim e o figado sofrem lesdes significativas (Ko et al.,
2009). Contrariamente ao descrito na bibliografia nenhum dos casos estudados apresentou sinais
clinicos compativeis com sindrome hemorragica pulmonar que tém aumentado a sua frequéncia na
populagdo canina nos ultimos anos (Klopfleisch et al., 2010). As razdes para justificar este facto
poderdo ser diversas, estando eventualmente relacionadas com os serovares infectantes nos casos
destes estudo. Poucos estudos sobre leptospirose canina relacionam determinados serovares com a
ocorréncia de sindrome hemorragico pulmonar, sendo que, em humanos, um estudo de Gouveia e
col. (2008) refere uma associacdo entre o serovar Copenhageni e a ocorréncia de sindrome
hemorragico pulmonar. Assim, seria interessante realizar estudos mais aprofundados sobre os
serovares mais prevalentes na regido deste estudo e tentar estabelecer uma associagao entre a nao-

ocorréncia deste achado clinico com os serovares infectantes.

As alteracdes encontradas no hemograma foram concordantes com o descrito na bibliografia (Geisen
et al.,, 2007; Lanca, 2011; Duarte, 2015), com predominio de leucocitose associada a neutrofilia e
trombocitopénia. Estas alteragcdes podem ser explicadas pela patogenia do agente, em que durante o
periodo de leptospirémia se vai desencadear uma resposta imunolégica inespecifica inicial,
responsavel pelo défice plaquetario em humanos (Medeiros et al., 2010). De destacar também a
relacdo entre os exames hematolégicos (ilustrado no grafico 3) requisitados pelos clinicos, onde se
verificou um destaque para as contagens de eritrécitos e plaquetas. De facto, os veterinarios, perante
a suspeita de um animal infectado com leptospirose, parecem sensibilizados para estes parametros
sanguineos, que poderéo estar predominantemente alterados, em especial as plaguetas, conforme foi

possivel observar nos dados hematoldgicos obtidos neste estudo. A andlise bioquimica sérica
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evidenciou a ocorréncia de azotémia, aumento da creatinina e aumento das enzimas hepaticas
(fosfatase alcalina e alanina aminotransferase — ALT), evidenciando o envolvimento dos sistemas

renal e gastrointestinal.

O nudmero baixo de Centros de Atendimento Médico-Veterinario que participaram no estudo pode
constituir um ponto fraco do trabalho desenvolvido. A taxa de ndo resposta a primeira abordagem foi
elevada (50%) sendo que a auséncia de dados ou a falta de disponibilidade podera ter contribuido
para a nao resposta. Confirma-se assim uma das desvantagens ja descritas para os estudos
retrospectivos (Toma et al., 2004).

O presente estudo considerou apenas casos agudos de doenca em animais que apresentavam titulos
de anticorpos compativeis com a presenca da doenga ou que apresentavam resultado positivo na
pesquisa do agente por métodos moleculares. Assim os resultados obtidos poderéo estar enviesados
e pouco completos. Acresce ainda, que o MAT é considerado como teste de referéncia para o
diagndstico serolégico (OIE, 2014), sendo que neste estudo apenas dois animais foram testados por
este método (ilustrado no grafico 2). Assim, apenas foram identificados animais como positivos ou
negativos, ndo se tendo obtido informacdo sobre os serovares infectantes. Contudo, o teste ELISA
tem sido referido como um teste valido na confirmacdo de casos clinicos de Leptospirose, sendo
vantajoso relativamente a execucao e interpretacdo de resultados comparativamente ao MAT (OIE,
2014) o que valoriza a informacéo obtida neste estudo visto que foi o principal teste utilizado para o

diagndstico dos casos estudados.

Conclui-se entdo que o niUmero de casos de Leptospirose registados na Regido do Baixo Vouga,
entre 2011 e 2015, poderé ser inferior ao niumero de casos reais, devido & grande diversidade de
manifestagbes clinicas, muitas vezes inespecificas e mimetizando quadros de outras doencas,
dificulta o seu diagnostico (Bharti et al., 2003). De igual forma conclui-se que as medidas
profilacticas nomeadamente a vacinacdo, parecem nao proteger de forma eficaz a expressédo
clinica, pelo que a grande diversidade de hospedeiros e o caracter zoonético da infeccao reforcam a

necessidade de conhecer melhor a epidemiologia da infec¢éo na populac¢éo canina da regiéo.

Assim, e dado o impacto desta doenca na saldde animal e humana, é necessario continuar a realizar
novos estudos sobre esta doenga, e aprofundar os aspectos clinicos e epidemiolégicos por forma a

diminuir a prevaléncia desta doenca.
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O meu estagio curricular, na area “Clinica de Animais de Companhia, Desporto e Exéticos”, decorreu
no Hospital Veterinario de Aveiro, sob orientacdo da Dra. Inés Santos, no periodo de 31 de Agosto de
2015 a 18 de Dezembro de 2015.

O estagio teve como orientagdo interna, a Dra. Sofia Duarte (Orientadora Interna) e a Dra. Sofia

Anastéacio (Co-Orientadora Interna).
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A

)

Casos clinicos

Infecciologia
Cardiologia
Oftalmologia
Traumatologia

TOTAL
Cirurgias
Orquiectomia
Ovariohisterectomia
Ortopedia
TOTAL

Necrdpsias

TOTAL

ESCOLA
UNNVERSITARA

MEDICINA
VETERNARIA

REGISTO DE CASUISTICA

Caninos

16
12
12

48

23
26

52

Felinos

21

17

41

70
54

126

TOTAL

29
16
15
29

89

93
80

178
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