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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose amplamente distribuida a nivel mundial. A
leptospirose canina esta a reemergir actualmente, sendo responsavel por surtos agudos de
doenca com elevada mortalidade. A doenca em canideos apresenta uma grande variedade
de sinais clinicos, alguns previamente ndo identificados nesta espécie - como a sindrome
hemorrdgica pulmonar - dificultando a actuacdo do médico veterinario no diagndstico e

tratamento da doenca.

O estudo envolve a descricdo pormenorizada de 9 casos clinicos, onde se
demonstra a dificuldade de tratamento da doenca, a auséncia de cumprimento de planos
vacinais pelos proprietarios e a infec¢édo por serovares nao contidos na vacinacao disponivel

em Portugal.

Sumarizando, as hip6teses colocadas pelo estudo corroboram a necessidade de
estudos futuros para determinacdo da prevaléncia da doenca em Portugal, bem como dos

serovares envolvidos na mesma.

Palavras-chave: Leptospirose; serovares; sinais clinicos; prevaléncia.



ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease widely distributed throughout the world. Canine
leptospirosis is re-emerging currently, being responsible for outbreaks of acute disease with
high mortality. The disease in canidae presents a great variety of clinical signs, some
previously not identified in this species — such as pulmonary hemorrhage — making difficult
the actions of the veterinary in the diagnosis and treatment of the disease.

The study involves the detailed description of 9 clinical cases, where it shows the
difficulty of treatment of the disease, lack of compliance with vaccination plans by the owners

and the infection to serovars not contained in vaccination available in Portugal.

Summarizing, the assumptions by the study corroborate the need for future studies
to determine the prevalence of the disease in Portugal, as well as the serovars involved in
the same.

Key Words: Leptospirosis; serovars; clinical signs; prevalence.
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INTRODUCAO

No ambito do estdgio curricular do curso de Medicina Veterinaria, elegi como

objecto de estudo para dissertacdo de mestrado a leptospirose canina.

A leptospirose é uma doenca com potencial zoonético, causada pela infec¢éo por
bactérias pertencentes ao género Leptospira. A leptospirose, conhecida ha mais de um
século, foi causadora de inUmeros surtos agudos de doenca, em Vvarias espécies, por todo o
Mundo. Embora tenha sido alvo de bastantes estudos, a leptospirose possui ainda muitas
vertentes desconhecidas. A infec¢do e doenca na espécie humana estdo melhor descritas,
sendo que a evolugdo da civilizacdo e as medidas preventivas permitiram uma grande
diminuicdo da doenga em humanos, na actualidade. Por outro lado, as mudangas climéticas
e a facilidade de viagem pelo globo levam a considerar a leptospirose como uma doenca

reemergente (Levett, 2001).

O mesmo fenémeno é verificado em animais, uma vez que estdo mais expostos
aos factores de risco da infecgdo. Se em humanos o conhecimento da doenga possui varias
lacunas, na area de medicina veterinaria este facto agrava-se. Existem varios estudos
incidentes sobre a Leptospira e a sua infecgdo/doenca em animais, canideos em particular,
no entanto ainda existem muitas questdes por responder. Por se verificar um aumento da
leptospirose canina em todo o mundo, varios investigadores tém-se recentemente dedicado
a area, contribuindo com mais informacdo sobre a doenga e fazendo com que exista um

avanco no conhecimento.

Em Portugal, existem poucos estudos recentes acerca da leptospirose canina,
dificultando o seu combate e mascarando a verdadeira prevaléncia/incidéncia da doenga no
pais. Sera possivel compreender toda a problematica da bactéria e doenca, bem como a

epidemiologia desta ao longo do tempo, na revisao bibliogréafica.

O estudo, apresentado no capitulo Il, surgiu como resultado da alta ocorréncia da
doenca observada em canideos durante o periodo de estagio curricular, em Beja. Pretende
relatar a apresentagcdo e evolucdo clinica de varios canideos com leptospirose, sendo um
estudo descritivo. Pretende ainda, tentar relacionar a infeccdo com o estado vacinal do
animal, a resposta a terapéutica e o possivel surgimento de infeccdo causada por serovares

ndo habituais de causar doenga em animais domésticos no pais.
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Sendo um estudo descritivo, teve por objectivo analisar toda a informacéo recolhida
durante a sua duracdo e chegar a algumas conclusfes que suscitaram hipéteses passiveis

de serem respondidas em estudos posteriores mais aprofundados.

Foi ainda realizada, no capitulo Ill, a recolha de casos da doenca em varias partes
do pais, tentando concluir se existiria a hipétese da doenca estar concentrada numa
determinada &area do pais e observar se 0 aumento da ocorréncia da mesma também se
manifestaria pelo restante territério portugués. A analise dos dados permitiu ainda concluir
que o estudo da doenca em Portugal necessita de uma investigacdo mais profunda e que
existem ainda varias questdes com necessidade de resposta sé possivel através de estudos

minuciosos da doenca, especialmente a nivel epidemioldgico.

Todas as citacbes e referéncias bibliograficas estdo de acordo com a norma
adoptada -Norma APA.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Breve enquadramento historico da leptospirose

Os primeiros registos de leptospirose remetem para ha cerca de 125 anos atrds,
quando Adolf Weil reportou uma sindrome em pacientes humanos que consistia num quadro
agudo de ictericia associada a insuficiéncia renal e esplenomegalia (Weil, 1886). Embora
tenha sido atribuida a Weil a descoberta da sindrome (que posteriormente adquiriu o seu
nome), multiplas descricdes de sinais clinicos idénticos ja tinham sido efectuadas, varios
anos antes, em trabalhadores de esgotos. E importante frisar que, apesar de ter sido o
responsavel pela identificacdo/publicacdo da sindrome, este autor ndo conseguiu a
associacdo da doenca ao microrganismo causador, deixando uma lacuna por preencher no

conhecimento da doenca.

Durante varios anos, foram reconhecidos factores de risco responsaveis pelo
aparecimento da patologia, sendo apontados como mais expostos a doenca os individuos
que trabalhavam em plantacbes de arroz, ou habitantes de regides que sofriam
constantemente inundagfes/cheias (Levett, 2001).

Em 1907, Stimson demonstrou a presenca de agregados de espiroguetas nos
tdbulos renais de um paciente que tinha falecido de febre-amarela. O microrganismo foi
denominado Spirochaeta interrogans, devido a semelhanga da estrutura com um ponto de

interrogacao (Stimson, 1907).

As pesquisas e desenvolvimentos acerca da doenca foram aumentando devido a 12
Guerra Mundial (1914-1918), uma vez que as condigbes sub-humanas de vida nas

trincheiras causaram um aumento exponencial no nimero de casos (Levett, 2001).

Em 1915, as espiroquetas foram demonstradas por cientistas japoneses (Inada &
Ido, 1915) e alemaes (Uhlenhuth & Fromme, 1915) (Hibener & Reiter, 1915),
separadamente. Os primeiros conseguiram ndo sé detectar espiroquetas, como também
identificaram anticorpos especificos no sangue de mineiros infectados e, os Ultimos
detectaram as mesmas estruturas recorrendo ao xenodiagndstico - inoculando sangue de

soldados infectados em porcos-da-india.

A equipa de cientistas japoneses liderada por Inada e Ido, publicou além da
associacdo da espiroqueta a doenca varios estudos que incluiam informacgfes sobre a

cultura do microrganismo, via de infec¢éo, a fisiopatologia, a distribuicdo nos varios 6rgaos e
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tecidos, diagnéstico e tratamento, entre outros (Inada, Ido, Hoki, Kaneko, & Ito, 1915). Foi
denominada por estes estudiosos Spirochaeta icterohaemorrhagiae, devido ao quadro de
sinais apresentados pelos pacientes infectados (Inada, Ido, Hoki, Kaneko, & Ito, 1916). A
importancia dos ratos na infec¢cdo humana e seu papel como hospedeiro do microrganismo
foi dado a conhecer em 1917, juntamente com a capacidade de causar doenca em
diferentes espécies animais (ldo, Hoki, Ito, & Wani, 1917) sendo que a importancia nos

animais domeésticos s6 foi estudada profundamente muitos anos depois.

2. Leptospirose
2.1 Etiologia - Leptospira

2.1.1 Morfologia

As leptospiras sdo microrganismos de estrutura espiral, de tamanho variavel entre
0,1 um de didmetro por 6 - 20 ym de comprimento. As células tém extremidades
pontiagudas em forma de gancho. As espirais que formam em torno do seu proprio eixo
longitudinal sdo muito numerosas e, de tal maneira proximas que é impossivel distingui-las.
Podem ser observadas clara e pormenorizadamente por microscopia electrénica, como
apresentado na figura seguinte (Figura 1).

Figura 1: Modelos computorizados de microfotografia electronica de L. interrogans, adaptado (Overview
of the leptospira bacterium itself, 2004-2009)

As leptospiras sdo constituidas por varios componentes, sendo 0s principais, do

exterior para o interior:
a) Envelope exterior;
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b) Periplasma;

c) Cilindro protoplasmatico.

O envelope exterior € constituido por uma camada superficial e uma membrana
externa. A membrana externa actua como uma barreira, protegendo os antigénios
subjacentes do exterior, no entanto esta membrana é fluida e fragil ao contrario das
equivalentes pertencentes a outras bactérias gram-negativas (Haake, 2000). A membrana
externa contém lipopolissacaridos, sendo que os lipopolissacaridos das leptospiras tém uma
composicdo semelhante aos das outras bactérias gram-negativas, no entanto possuem uma

actividade endotéxica menor (Shimizu, et al., 1987).

A interaccdo do envelope exterior com 0s restantes componentes principais pode
ser melhor compreendida através da figura seguinte (Figura 2).

/ / AF Axal Fibril IP
AE EC (0153 PC Protoplasmic Cylinder
X \ 0S Outer Sheath
\ ' IP Insertion Pore

Figura 2: Anatomia basica das espiroquetas interpretada através de microscopia electrénica, adaptado
(Holt,1978). AF - Filamentos Axiais; PC - Cilindro Protoplasmatico; OS — Envelope Exterior; IP — Poro de
Insercéo (do filamento axial).

No periplasma, possuem uma estrutura tipica comum a todas as espiroquetas, em
que a parede celular de peptidoglicano se encontra intimamente associada a membrana
citoplasmatica (Haake, 2000). A parede de peptidoglicano é responsavel pela rigidez celular
e a membrana citoplasméatica tem como responsabilidade, a protec¢cdo do citoplasma da
célula. Alguns dos constituintes mais importantes da leptospira encontram-se neste espaco
celular, os flagelos ou filamentos axiais. Cada leptospira possui dois filamentos axiais, cada
um inserido no respectivo poro de insercdo, que se encontra em cada um dos extremos do
cilindro protoplasmético. Os filamentos axiais encontram-se entre a parede de
peptidoglicano e a membrana externa, e entrelacam-se com o cilindro protoplasmatico.
Ambos tém origem em pélos opostos do cilindro protoplasmatico e estendem-se para a
regido central da célula, no entanto as duas extremidades livres raramente se tocam (Holt,
1978).
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O cilindro protoplasmético consiste no corpo celular propriamente dito, englobando
a membrana citoplasmética, o citoplasma, conteddos citoplasmaticos e o material nuclear. O
cilindro protoplasmatico apresenta uma forma helicoidal em redor dos filamentos axiais,

como se pode observar pormenorizadamente na figura abaixo (Figura 3).

Figura 3: Leptospira interrogans B16, adaptado (Holt, 1978). AF- Filamentos Axiais; OS- Envelope
exterior.

2.1.2 Motilidade

As espiroquetas diferem das outras bactérias na medida em que 0s organelos
responsaveis pela motilidade se encontram dentro da célula, no periplasma (Li, Motaleb,
Sal, Goldstein, & Charon, 2000). O uso dos filamentos axiais e a estrutura morfologica,
caracteristica do género, permitem a estes organismos a movimentacdo através de meios
gelatinosos e viscosos, tal como tecidos conjuntivos, que inibem a motilidade da maioria das
bactérias (Armitage, 1992). A motilidade esta a responsabilidade dos filamentos axiais:
associados a parte interna da membrana, contraem periodicamente, causando rotagdo da
espiral e, consequentemente, movimento. S8o possiveis trés tipos de movimento: rotacédo
em redor do eixo central, movimento progressivo na direcgdo da terminagdo recta, e
movimentacao circular (Bharti, et al., 2003). Dentro do movimento progressivo, existem duas
formas distintas, a translacional e ndo-translacional (Levett, 2001). O filamento axial € mais
rigido que o cilindro protoplasmatico, fazendo com que as terminacdes da célula se
contorcam conforme a forma dos seus filamentos (Li, Motaleb, Sal, Goldstein, & Charon,
2000). Os diferentes tipos de motilidade encontram-se esquematizados na figura seguinte,

para melhor percepcgao (Figura 4).
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Figura 4: Motilidade leptospiral, adaptado (Wolgemuth, Charon, Goldstein, & Goldstein, 2006). a) e b)
representam o movimento ndo-translacional; c) representa o movimento de translaccéo.

2.1.3 Metabolismo e reproducéo

As leptospiras sdo microrganismos aerobios obrigatorios, com uma temperatura
Optima de crescimento no intervalo entre os 28-30°C (Levett, 2001). Embora seja esta a
temperatura ideal para a reproducao, a bactéria consegue sobreviver num espectro muito
variavel de temperatura, existindo apenas destruicdo quando se atingem temperaturas
superiores a 55°C. Quando se encontram nos tecidos sdo muito resistentes ao frio, podendo
sofrer congelacdo e posteriormente serem reavivadas, no entanto, a temperaturas inferiores
a 10°C, parecem perder a capacidade de reproducdo bem como a actividade normal. As
leptospiras necessitam de agua para sobreviver, sendo a dissecagdo o principal factor de

risco para a sua destrui¢ao.

S&o, normalmente, intolerantes a valores de pH acidos, preferindo um pH entre 7.2

e 7.6 (Overview of the leptospira bacterium itself, 2004-2009).

2.1.3.1 Metabolismo

As leptospiras s&o0 organismos quimiorganotréficos®, que utilizam o oxigénio como o
receptor final de electrbes (Faine & Adler, 2006), como tal sdo considerados aerdbios

obrigatérios.

! Organismos cujas fontes de energia provém da degradagdo de matéria organica.
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Encontram-se presentes na célula citocromos a, ¢ e ¢;, bem como catalase e
oxidase e, a Unica fonte de energia derivada do carbono é proveniente de acidos gordos de
cadeia longa, através de B-oxidacdo. Os aclUcares ndo sdo fermentados e, por isso, ndo
podem ser utilizados como fontes de carbono, no entanto os hidratos de carbono podem ser
sintetizados através de enzimas especificas existentes nas leptospiras (Faine & Adler,
2006).

As leptospiras tém capacidade de encurtar ou dessaturar acidos gordos de cadeia
longa e incorpora-los. No entanto, ndo possuem a capacidade de os sintetizar, por isso, a
composi¢cdo de acidos gordos encontrada nas leptospiras, € muitas vezes o reflexo da
composicao de &cidos gordos do meio de cultura. Os acidos gordos essenciais necessarios
para a nutricdo/metabolismo das leptospiras sao toxicos, necessitando de ser apresentados
as bactérias na presenca de um desintoxicante - como por exemplo, albumina de origem
bovina — que permita a adsorcdo dos compostos e a libertagcdo lenta de pequenas
quantidades destes, para uso da bactéria (Faine & Adler, 2006).

Existem claras diferencas entre grupos de leptospiras, no que diz respeitos ao
metabolismo das purinas e pirimidinas. Todas as espécies de L. biflexa conseguem
sintetizar as suas necessidades de purinas e pirimidinas, e conseguem crescer na presenga
de 2,6-diaminopurina (10 mg/ml) ou 8-azaguanina (225 mg/ml), quando estes sdo
adicionados ao meio de cultura. Algumas espécies patogénicas crescem na presenca de
2,6-diaminopurina, no entanto, todas as espécies patogénicas tém o seu crescimento inibido

na presenca de 8-azaguanina (Faine & Adler, 2006).

I6es de amdnia, provenientes de sais de aménia ou de aminoacidos, constituem a
Gnica fonte de nitrogénio. S8o necessarios, para o crescimento da bactéria, algumas
vitaminas - cianocobalamina e tiamina - e minerais - fosfato, calcio, ferro, entre outros (Faine
& Adler, 2006).

2.1.3.2 Reproducéo

Y

A reproducdo, a semelhanca de outras bactérias, acontece através de divisdo
binaria, quando estdo presentes condicbes favoraveis a multiplicacdo. As estirpes
patogénicas possuem uma reproducdo quase nula na auséncia do hospedeiro (ambiente
exterior/laboratorial), no entanto cada célula pode sobreviver por um periodo muito extenso
se as condic¢des para a sobrevivéncia foram favoraveis (Overview of the leptospira bacterium
itself, 2004-2009).
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2.1.4 Antigénios leptospirais

As leptospiras possuem quatro tipos de antigénios principais: o lipopolissacarido

(LPS), as proteinas, as lipoproteinas e os filamentos axiais.

2141 Lipopolissacarido (LPS)

Farrelly et al. demonstrou, através de um estudo com anticorpos monoclonais, que
o LPS leptospiral é o alvo de aglutinagdo e opsonizagcdo por anticorpos (Farrelly, Adler, &
Faine, 1987). Sendo um antigénio aglutinante, torna-se importante para a classificacdo

seroldgica das leptospiras (Faine & Adler, 2006).

Outro estudo, permitiu apreciar a accdo de anticorpos monoclonais anti-LPS na
proteccéo da infeccdo - animais a que foram administradas doses de anticorpos anti-LPS
mostraram ser resistentes a doenc¢a causada pelo mesmo serovar administrado (Jost, Adler,
Vinh, & Faine, 1986).

Apesar dos inumeros estudos efectuados, ainda pouco se conhece sobre a
estrutura do LPS leptospiral, a ndo ser a anteriormente mencionada menor actividade

endotoxica, comparativamente aos LPS das bactérias gram-negativas (Levett, 2001).

O LPS estimula o sistema imunitario, principalmente a activacao dos macréfagos

(Isogai, Isogai, Fujii, & Oguma, 1990).

2.1.4.2 Antigénios proteicos e lipoproteicos

Um grande nimero de antigénios proteicos tem sido descrito através da andlise de
conteudo celular lisado pelo método de eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato
de sédio (SDS-PAGE). No entato, na maioria das vezes as proteinas néo foram identificadas

nem associadas a uma determinada componente celular (Faine & Adler, 2006).

O uso de estudos de imunoprecipitacdo, que tém como objectivo a identificacdo de
proteinas expostas na superficie celular, permitiu a identificacdo da OmpLl (Outer
membrane protein from Leptospira). A OmpL1l é uma proteina transmembranar com
actividade de porina, que se encontra na membrana externa da leptospira (Haake, et al.,
1993).

Estudos posteriores identificaram outras proteinas importantes, sendo a principal e
mais importante a LipL32 (Lipoprotein from Leptospira). A LipL32 foi caracterizada como

uma lipoproteina da membrana externa que é expressa em grandes quantidades por
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espécies patogénicas de Leptospira, ndo s6 durante a cultura em laboratério, como durante
a infeccdo in vivo. A sequéncia e expressao da LipL32 sdo conservadas em todas as
espécies patogénicas (Haake, et al., 2000). Embora seja de extrema importancia e exista o
conhecimento de que € uma lipoproteina pertencente a membrana externa, a sua topologia
exacta ainda € desconhecida. Ao ser uma proteina presente em todas as espécies
patogénicas de Leptospira, ndo possui qualquer utilidade na classificacdo serolégica, no

entanto pode ser util no diagndstico da infeccdo pela bactéria.

Outras proteinas identificadas, como a LipL36 e a LipL41, também possuem algum
interesse. A producgdo de LipL36 parece ocorrer maioritariamente, na fase de crescimento
inicial em laboratério, no entanto o mesmo parece ndo acontecer in vivo (Haake, et al.,
1998). Em relagéo a LipL41, foi demonstrado que a sua associacdo com a OmpL1, seria
capaz de despertar uma resposta imune protectora, apenas provada com associagdo das

duas proteinas (Haake, et al., 1999).

A localizacdo das proteinas e lipoproteinas, bem como do LPS na bactéria

encontra-se caracterizada no esquema seguinte, auxiliando a compreensao (Figura 5).

Lipl32 |LipL4]

$6¢ 3 P20 £%p
3° C(D%O pm—

OmplL
0 0

Figura 5: Esquema indicando a localizacdo das varias proteinas, lipoproteinas e LPS leptospirais,
adaptado (Ko, Goarant, & Picardeau, 2009). ME -Membrana externa; PP - Periplasma; PG -
Peptidoglicano; Ml — Membrana interna; FA — Filamento Axial.

2143 Antigénios filamentares

A estrutura das proteinas filamentares € complexa. Foram reconhecidas 7 proteinas
diferentes associadas aos filamentos axiais. Uma proteina com 34 kDa foi associada ao
nucleo e, uma proteina com 36 kDa ao revestimento dos filamentos (Trueba, Bolin, &
Zuerner, 1992).
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As proteinas que presumivelmente correspondem ao nucleo dos filamentos,
mostraram permanecer conservadas nos diferentes géneros da familia Leptospiraceae,
reagindo similarmente com soro anti-leptospira e soro anti-filamentar (Kelson, Adler,
Chapman, & Faine, 1988).

2.1.5 Taxonomia e Classificacao
2.1.5.1 Classificacéo serologica

Anteriormente a 1989, o género Leptospira estava dividido em duas espécies: L.
biflexa e L.interrogans, que englobavam todas as estirpes sapréfitas existentes no ambiente

e todas as estirpes patogénicas respectivamente.

As duas espécies eram diferenciadas entre si pela capacidade de crescimento de L.
biflexa a 13°C e na presenca de 8-azaguanina (225 ug/ml), bem como na incapacidade

desta formar células esféricas em 1 M NaCl (Levett, 2001).

Ambas as espécies estdo divididas em numerosos serovares definidos por
aglutinagcdo apds absorgdo-cruzada com antigénio homologo — duas estirpes pertencem ao
mesmo serovar se menos de 10% dos anticorpos homélogos permanecerem em ambos 0s
soros ap0s a absorcdo; e pertencem a serovares diferentes quando 10% ou mais, dos
anticorpos homologos persistirem em pelo menos um dos dois anti-soros apds a absorgéo
(Levett, 2001).

Foram registados cerca de 60 serovares de L. biflexa e cerca de 200 de L.
interrogans. Os serovares relacionados antigenicamente foram agrupados em serogrupos
que, embora ndo tenham significado taxondmico, tornam-se uma ferramenta Gtil em termos
epidemioldgicos (Levett, 2001). A classificacdo serologica encontra-se demonstrada na

tabela seguinte (Tabela 1).

Tabela 1: Serogrupos e alguns serovares de L. interrogans sensu latu, adaptado (Levett, 2001)

Serogrupo Serovar(es)

Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae, Copenhageni, Lai, Zimbabwe
Hebdomadis Hebdomadis, Jules, Kremastos
Autumnalis Autumnalis, Fortbragg, Bim, Weerasinghe
Pyrogenes Pyrogenes

Bataviae Bataviae

Grippotyphosa Grippotyphosa, Canalzonae, Ratnapura
Canicola Canicola

Australis Australis, Bratislava, Lora

Pomona Pomona

Javanica Javanica
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Sejroe

Sejroe, Saxkoebing, Hardjo

Panama Panama, 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

2.1.5.2 Classificagao genotipica

A classificacdo fenotipica do género Leptospira foi substituida pela classificacao
genotipica, na qual um niamero de genomospécies inclui todos os serovares de L. biflexa e

L. interrogans (Levett, 2001).

A heterogeneidade genética foi demonstrada ha bastante tempo, levando a
definicdo de dez genomospécies de Leptospira recorrendo a estudos de hibridagdo de DNA

(Yasuda, Steigerwalt, Sulzer, Kaufmann, Rogers, & Brenner, 1987).

As genomospécies sao definidas como tendo, pelo menos 70% de relagéo entre os
seus DNAs e cujas sequéncias de DNA contém, no maximo, 5% de bases sem par (Bharti,
et al., 2003).

Estudos posteriores levaram a definicdo de dezassete genomospécies, que incluem
as dez anteriormente descritas (Brenner, Kaufmann, Sulzer, Steigerwalt, Rogers, & Weyant,
1999) (Ramadass, Jarvis, Corner, Penny, & Marshall, 1992) (Perolat, et al., 1998).

A classificacdo genotipica das leptospiras € suportada por informacdo de
electroforese enzimatica e estudos recentes indicam que revisdes taxondémicas s&o
necessarias (Postic, Riquelme-Sertour, Merien, Perolat, & Baranton, 2000) (Letocart,
Boerlin, Boerlin-Petzold, Goudet, Baranton, & Perolat, 1999). A classificacdo genotipica
encontra-se exemplificada na tabela seguinte (Tabela 2), demonstrando que o0 mesmo

serogrupo pode pertencer a varias genomospeécies.
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Tabela 2: Genomospécies de Leptospira e distribuicdo de serogrupos, adaptado (Levett, 2001)

Genomospeécies Serogrupos

L. interrogans Icterohaemorrhagiae, Canicola, Pomona, Australis, Autumnalis,
Pyrogenes, Grippotyphosa, Djasiman, Hebdomadis, Sejroe, Bataviae,
Ranarum, Louisiana, Mini, Sarmin

L. noguchii Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi,
Australis, Shermani, Djasiman, Pomona

L. santarosai Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae,
Mini, Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, Sarmin, Cynopteri

L. meyeri Ranarum, Semaranga, Sejroe, Mini, Javanica

L. wolbachii Codice

L. biflexa Semaranga, Andamana

L. fainei Hurstbridge

L. Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni,

borgpetersenii Pyrogenes, Bataviae, Australis, Autumnalis

L. kirschneri Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis, Pomona,
Djasiman, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae

L. weilii Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi,
Hebdomadis, Pyrogenes, Manhao, Sejroe

L. inadai Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao, Canicola,
Panama, Javanica

L. parva Turneria

L. alexanderi Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini

2.1.5.3 Controvérsia dos sistemas de classificagcao

Os dois sistemas de classificacdo do género Leptospira - serologico e genotipico -

geram alguma confusdo aquando da sua interaccao.

Embora a sua nomeclatura seja igual nas duas classificagcdes, as genomospécies
de Leptospira ndo correspondem as duas espécies previamente definidas na classificacédo
seroldgica — especialmente, porque na classificacdo genotipica os serovares patogénicos
partiham a mesma genomospécie dos serovares nao patogénicos. Uma vez que este
fendmeno acontece na classificacdo genotipica, torna-se impossivel predizer a espécie de
Leptospira através do serogrupo ou serovar. Por outro lado, as caracteristicas fenotipicas
utilizadas na classificacdo serolégica, para diferenciar L. interrogans e L. biflexa nao

diferenciam as genomospécies (Levett, 2001).

s

A classificacdo genotipica é muito correcta taxonomicamente ao contrario da
classificacdo serologica que ndo possui nenhuma base de taxonomia. No entanto a
classificacdo molecular (genotipica) torna-se muito problemética devido ao uso prolongado

no tempo da classificacéo serolégica e da incompatibilidade das duas.
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A classificacao serolégica continua a ser muito importante, devido a informacéo
epidemioldgica que permite obter. A nomenclatura também contribui para a indistincdo, uma
vez que é comum as duas classificacdes. Para ajudar na diferenciacdo das mesmas utiliza-
se L. interrogans sensu lato e L. biflexa sensu lato, quando se pretende referir as duas
espécies e, L. interrogans sensu stricto e L. biflexa sensu stricto quando se referem as

genomospécies.

2.1.6 Nomenclatura

O comité de Taxonomia de Leptospira da Unido Internacional de Sociedades
Microbioldgicas (IUMS) aprovou, em 2002, a nhomenclatura actual a ser utilizada para os
serovares de Leptospira. O género e a espécie devem ser escritos a italico, o nome do
serovar ndo deve ser italicizado e deve ser escrito com a primeira letra em mailscula,
seguindo o exemplo, Leptospira interrogans serovar Canicola (Sociedade Internacional de
Leptospirose - ILS).

2.2 Epidemiologia

A leptospirose €, presumivelmente, a zoonose mais distribuida pelo mundo (Levett,

2001), com ocorréncia de milhares de casos humanos estimados por ano (Francey, 2010).

A incidéncia é maior em regides de clima quente do que em regides de clima
temperado, o que é reflexo da sobrevivéncia da bactéria no meio ambiente. No entanto, esta
incidéncia resulta, ndo sé das condicbes ambientes favoraveis para a bactéria, como
também do desenvolvimento dos préprios paises das regibes de clima quente. Nestas
regibes, muitos dos paises encontram-se ainda em desenvolvimento, o que leva a um
elevado nimero de casos, devido a uma maior possibilidade de contacto com material

infectado e hospedeiros reservatorio (Levett, 2001).

A doenca também responde a uma sazonalidade, com o pico de incidéncia no
Ver&o ou Outono nos climas temperados e, durante a estacdo de chuva nos climas quentes.
Esta sazonalidade é explicada facilmente pelos factores necessarios a sobrevivéncia das
leptospiras no ambiente, necessitando de uma temperatura amena a quente mas sempre
com humidade presente, e nunca demasiado quente para evitar o risco de dissecacdo. A
contaminacdo de agua resultou em varios surtos de leptospirose em humanos, no entanto a
transmissdo directa entre pessoas raramente foi reportada. As infeccbes humanas tém

origem em exposi¢cdo ocupacional, recreativa e avocacional (Levett, 2001).
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A exposicado ocupacional é a que representa um maior risco para as pessoas, pois
implica contacto directo e/ou indirecto persistente do humano com material infectado, sendo
gue neste grupo se encontram: agricultores, veterinarios, técnicos de matadouro,
inspectores de carnes, profissionais de controlo de pragas, profissionais de saneamento,
mineiros, aquacultores, entre outros. O primeiro grupo ocupacional a ser reportado com a
doenca, em 1927, foram mineiros e mais tarde, profissionais de saneamento, sendo que
neste ultimo grupo foi isolado o primeiro serovar conhecido: Icterohaemorrhagiae. Passados
alguns anos, na Escocia, os trabalhadores da é&area de saneamento tinham uma
seroprevaléncia de 17%, que gerou uma preocupac¢ao e obrigou a adop¢ao de medidas de
controlo de pragas e de protecgéo individual. Estas medidas, bem como o aparecimento dos
detergentes e o aumento da concentracdo destes nas aguas residuais, diminuiram a
incidéncia da doenca associada a profissdo. O principal risco mundial ocupacional esta
relacionado com o trabalho com gado, especialmente na fase de ordenha. O serovar Hardjo
€ o principal implicado, uma vez que o gado bovino é o seu principal hospedeiro de
manutenc¢do (HM), tendo ja sido isolado em varias regides corporais de vacas e bois como:
fetos abortados, fetos normais, tractos genitais de gado gravido e ndo gravido, descargas

vaginais pos parto e tracto urinario (Levett, 2001).

A exposicao recreativa também tem associado um grande risco para a saude
humana, sendo que os surtos da doenca muitas vezes aparecem associados a eventos
competitivos precedidos de temperaturas ambientais quentes e sem humidade. Actividades
que incluam desportos aquaticos, canoagem, natacdo, pesca de agua doce, entre outras,
levam a uma maior possibilidade de infeccdo. Alguns dos serovares isolados da agua na
Maléasia e nos E.U.A. foram Icterohaemorrhagiae, Dakota, Ballum, Pomona e Grippotyphosa
(Levett, 2001).

A exposigdo avocacional é responsavel por varios casos esporadicos, associados
com tarefas do dia-a-dia — andar descalgco em condi¢cbes com falta de higiene ou fazer

jardinagem sem luvas. Acontece, maioritariamente, em regides tropicais (Levett, 2001).

Foram definidos trés padr6es epidemiolégicos de leptospirose. O primeiro ocorre
em climas temperados, onde estdo envolvidos poucos serovares e a infeccdo humana
ocorre, quase sempre, pelo contacto directo com animais infectados através da producéo de
gado e de suinos. Nestes casos, o controlo através da vacinacdo de animais’/humanos é
potencialmente possivel. O segundo padrédo ocorre em regides humidas e tropicais, onde
existem muitos serovares infectantes de humanos e animais, e um nimero alargado de HM

como roedores, gado e caes. O controlo de roedores, drenagem de areas alagadas e
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higiene ocupacional sédo factores indispensaveis para a prevencao da doenca nestas areas.
O terceiro padrdo envolve a infeccao originada por roedores em ambiente urbano (Faine,
1994).

Existem variagcbes nos hospedeiros e nos serovares adaptados a estes,
dependendo da localizagdo geografica, por isso torna-se muito importante o conhecimento
dos serovares prevalentes e seus HM para posterior entendimento da epidemiologia da
doenca numa determinada regido (Levett, 2001). O ciclo de infeccdo/transmissdo da
Leptospirose encontra-se esquematizado na figura abaixo (Figura 6) demonstrando a

interac¢do entre os varios hospedeiros da doenca.

Roedores
. o
/%> D =
) Urina
Agua Agua
Solo HUMANOS Solo
Lama Lama

Figura 6: Ciclo da Leptospirose, adaptado (Research project - Leptospirosis and leptospires)

A tabela seguinte (Tabela 3) demonstra alguns dos serovares de Leptospira que,
mais frequentemente, infectam o c&o e os seus hospedeiros de manutengdo, com base em

estudos de varios paises.
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Tabela 3: Alguns serovares de Leptospira interrogans sensu lato que mais comumente afectam cées,
adaptado (Burr, Lunn, & Yam, 2009)

Serovar Hospedeiro de Paises onde foram reportados
manutencgao titulos significantes em cées
Canicola Céo Reino Unido, Polonia, México
Icterohaemorrhagiae Ratazana Reino Unido, E.U.A., México
Autumnalis Rato Canada, E.U.A
Bratislava Cavalo Italia, Reino Unido, E.U.A, Canada
Pomona Porco, doninha, gamba, Itélia, E.U.A., Canada
vaca
Hardjo Vaca Reino Unido, E.U.A.
Bataviae Cao, ratazana, rato Tailandia
Grippotyphosa Rato silvestre, guaxinim, Italia, E.U.A., Canada
doninha, gamba
Copenhageni Ratazana Nova Zelandia, Itélia
Ballum Rato Reino Unido

2.3 Infeccao e transmisséao

A infeccdo por Leptospira ocorre pelo contacto directo ou indirecto com material
contaminado. As principais fontes de infec¢do sdo: 4gua ou solo contaminado com urina
infectada, quer seja de hospedeiros de manutengéo ou acidentais; a propria urina infectada;
tecidos de animais infectados. A transmissao pode ocorrer por ingestdo (agua, alimentos,
solo contaminado e tecidos infectados), contacto com mucosas, contacto com solugfes de

continuidade da pele (feridas e abrasfes), mordeduras e fomites (Burr, Lunn, & Yam, 2009).

Para entender a infeccdo e transmissdo da doenca, é necessario ter a no¢ao dos
dois grupos intervenientes neste ciclo — hospedeiros de manutencao ou reservatérios (HM) e
hospedeiros acidentais ou incidentais (HA). Todos os animais, incluindo humanos, séo

distribuidos por um ou outro grupo.

O hospedeiro de manutengdo é definido como, a espécie na qual a infeccdo é
endémica e é transferida de animal para animal por contacto directo (Levett, 2001), sendo o
HM, o principal motivo da persisténcia da doenca no ambiente. Cada HM é adaptado a um
determinado serovar - ou mais - que embora infectante, raramente é causador de doenga
nessa mesma espécie, sendo que o animal infectado cronicamente, a maioria das vezes
ndo desenvolve patologia mas contribui para a infecgcdo de outros animais, através da
excrecao continua de leptospiras na sua urina. A doenca € mantida na natureza pela
infeccdo crénica dos tubulos renais dos HM, sendo que esta é adquirida numa idade jovem

e a prevaléncia da leptospirtria aumenta com a idade do animal (Levett, 2001).
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Os HA, pelo contrario, sdo caracterizados pela sua baixa susceptibilidade a
infeccdo, mas se esta se estabelecer tem um efeito patogénico severo, uma fase renal curta
e uma transmissao dentro da mesma espécie nao eficiente. Os animais podem ser HM de
um serovar e HA de outro serovar, cuja infeccdo pode causar doenga severa ou mesmo fatal
(Levett, 2001).

A extensao da infeccao depende de varios factores: clima, densidade populacional,

grau de contacto entre HM e HA, entre outros.

2.4 Patogenia

O mecanismo através do qual as leptospiras causam doenca ndo é totalmente
compreendido (Levett, 2001). Factores de viruléncia tém sido estudados ao longo dos anos,
mas apenas uma quota-parte tem a sua importancia devidamente descrita. O periodo de
incubacéo é de, aproximadamente, uma semana, podendo variar consoante a viruléncia da

estirpe e a resposta imune do hospedeiro.

2.4.1 Adesao

As leptospiras possuem a capacidade de aderir a células epiteliais (Levett, 2001).
Estirpes virulentas da bactéria aderem as células do epitélio renal in vitro e esta adesao
ocorre, especialmente, quando as concentracdes de anticorpos homologos séo
subaglutinantes. Na presenca do anticorpo especifico, as leptospiras sdo fagocitadas por
macrofagos — a inibicdo da actividade macrofdgica, aumenta a sensibilidade a infeccao
(Levett, 2001). A fagocitose apenas ocorre na presenca de soro e do complemento
(McGrath, Adler, Vinh, & Faine, 1984), sugerindo que o envelope exterior da bactéria pode
possuir um componente antifagocitico. Leptospiras virulentas podem associar-se com

neutréfilos, ndo sendo destruidas (Levett, 2001).

2.4.2 Producéao de toxinas

A actividade endotoéxica foi reportada em varios serovares, no entanto a capacidade
téxica do LPS leptospiral possui uma poténcia muito baixa. Os serovares Pomona e Ballum
sdo responsaveis por produzir doenca hemolitica em gado e hamsters, respectivamente.
Algumas hemolisinas de alguns serovares tém sido caracterizadas, sendo que as
hemolisinas dos serovares Ballum, Hardjo, Pomona (Bernheimer & Bey, 1986) e Tarassovi

sdo esfingomielinases (Levett, 2001). Foi sugerido que a viruléncia das esfingomielinases
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leptospirais se deve a formacdo de poros nas membranas celulares dos mamiferos (Lee,
Kim, Park, & Kim, 2002).

Estirpes virulentas exibem quimiotaxia para a hemoglobina e actividade da
Fosfolipase C foi reportada no serovar Canicola (Yanagihara, Kojima, & Mifuchi, 1982)
contribuindo para a lise celular, quer de eritrocitos ou de outras células. Estirpes dos
serovares Pomona e Copenhageni elaboram uma citotoxina proteica (Yam, Miller, & White,
1970) e esta actividade citotoxica tem sido observada no plasma de animais infectados
(Levett, 2001). Esta toxina elicitou, in vivo, um efeito histopatoldgico tipico — infiltracdo de
macroéfagos e células polimorfonucleares (Yam, Miller, & White, 1970). Foi identificada uma
fraccdo glicolipoproteica com actividade citotoxica do serovar Copenhageni e uma fraccao

muito semelhante foi observada no serovar Canicola (Vinh, Adler, & Faine, 1986).

O LPS leptospiral estimula a aderéncia dos neutréfilos as células endoteliais e
plaquetas, causando agregacdo e sugerindo um papel importante no desenvolvimento da

trombocitopenia (Levett, 2001).

2.4.3 Mecanismos Imunes

A fase imune da leptospirose aguda é caracterizada pela fase na qual existe o
desaparecimento do organismo da corrente sanguinea e o coincidente aparecimento de
anticorpos em circulagdo. A doenca imuno-mediada tem sido proposta como um dos
factores que influenciam a gravidade dos sintomas (Levett, 2001), sendo que a quantidade
de imunocomplexos circulantes foram correlacionados com os sintomas e, em pacientes que
sobreviveram, os niveis de imunocomplexos circulantes diminuiram a medida que o paciente
apresentava melhoras clinicas. No entanto, num estudo experimental em porcos-da-india,
demonstrou-se que o antigénio leptospiral localizava-se no intersticio renal, enquanto a
imunoglobulina G e a fracgdo C3 do complexo eram depositados no glomérulo e nas
paredes de pequenos vasos sanguineos (Yasuda, Hoshino-Shimizu, Yamashiro, & De Brito,
1986) — demonstrando assim, que a presenca de imunocomplexos ndo serd a Unica

justificacdo para a afeccao renal caracteristica da doenca.

Nos cavalos, é frequente o aparecimento de uveite no periodo pds-doenca, cuja
causa aparente seja o envolvimento da producdo de anticorpos contra um antigénio

leptospiral que apresentam uma reaccdo cruzada com os tecidos oculares (Levett, 2001).

Na leptospirose humana foram demonstrados anticorpos anti-plaguetas, no entanto,

aguando da septicemia, estes anticorpos séo direccionados contra antigenios expostos em
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plaguetas danificadas e, por isso ndo possuem qualquer envolvimento no aparecimento de

trombocitopenia (Levett, 2001).

Leptospiras de estirpes virulentas conseguem induzir apoptose in vivo e in vitro, em
ratos a apoptose de linfécitos é elicitada pelo LPS, através da indugdo do factor de necrose
tumoral alfa (TNF- a) (Isogai, et al., 1998).

2.4.4 Imunidade

Na leptospirose, como em qualquer doenca, existem dois tipos de imunidade em
questdo — inata e adquirida.

A imunidade inata constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro, através da
activacao da via alternativa do sistema complemento e representa um dos mecanismos mais
importantes de defesa durante as primeiras horas de infeccdo (Fraga, Barbosa, & Isaac,
2011).

A imunidade adquirida depende, maioritariamente, da producéo de anticorpos e da
activacdo da via classica do sistema complemento. Dentro da imunidade adquirida, a
imunidade humoral é de extrema importancia para conferir protec¢cdo contra a Leptospirose
em varias espécies. A maioria dos anticorpos produzidos é direccionada contra o LPS
leptospiral, como tal a imunizacdo passiva com anticorpos anti-LPS confere proteccéo

contra a doenca (Fraga, Barbosa, & Isaac, 2011).

Animais e humanos desenvolvem anticorpos contra determinados antigénios apos
infeccdo ou apds vacinacdo. A imunidade é restrita ao serovar homélogo ou a serovares

intimamente relacionados (Levett, 2001).

Foram concluidos vérios estudos para determinar as classes de imuglobulinas
especificas anti-leptospira envolvidas na resposta imune. Em humanos, os anticorpos
envolvidos na aglutinagcéo leptospiral eram maioritariamente, imunoglobulinas M (IgM), mas
alguns pacientes produziram também aglutininas de imunoglobulinas G (IgG). Os titulos de
aglutininas IgM eram mais altos que os de aglutininas IgG e persistiam por muitos meses,
independentemente da presenca ou auséncia de aglutininas IgG (Adler & Faine, 1978). No
entanto, em gado com leptospirose, foi observado que a IgM também aparecia em primeiro
lugar mas era rapidamente seguida pela IgG, e esta Ultima persistia mais tempo que a
primeira (Adler, Cousins, Faine, & Robertson, 1982). O mesmo foi verificado em suinos e em

cdes. Em céaes infectados experimentalmente com L. interrogans Canicola (Hartman, van
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Houten, van der Donk, & Frik, 1984), os niveis de IgM foram detectados desde a segunda
metade da primeira semana apdés infec¢do, sendo que atingiram o seu maximo durante a
segunda semana. Apoés este periodo, os titulos de IgM foram decrescendo e a producéo de
IgG foi observada mais tarde, aumentando gradualmente até atingir os niveis de IgM, ao

longo de 2-3 meses.

A capacidade de fagocitose por parte dos neutrdfilos foi estudada por diversas
vezes, e em 1984, foi reconhecido que os neutréfilos ndo aparentavam ser um factor de
defesa eficiente para leptospiras patogénicas em hospedeiros ndo imunizados (Wang,
Sullivan, Sullivan, & Mandell, 1984a). No mesmo ano, ao examinar as interaccdes de
leptospiras patogénicas com mondcitos humanos e macréfagos derivados de mondcitos,
avaliou-se o efeito de opsonizacdo de soro imune serovar-especifico na fagocitose de
leptospiras patogénicas pelos mondcitos e neutréfilos. Concluiu-se, neste estudo, que nao
existiu fagocitose ou morte de leptospiras patogénicas quando se utilizou soro normal a
10%, no entanto, quando as leptospiras foram expostas a um pré-tratamento com soro
imune serovar-especifico, os mondcitos e neutrofilos fagocitaram 96% dos organismos e
eliminaram 94% dos organismos fagocitados. Este estudo frisou a importancia da
opsonizagdo pelo anticorpo especifico na leptospirose, e a incapacidade da actuacdo das
células fagociticas sem a presenca desse mesmo anticorpo especifico (Wang, Sullivan,
Sullivan, & Mandell, 1984b). Para além das propriedades opsonizantes, 0s anticorpos
especificos (IgG) podem aglutinar as leptospiras e activar a via classica do sistema

complemento (Fraga, Barbosa, & Isaac, 2011).

A imunidade celular, por outro lado, encontra-se pouco compreendida. Em gado, a
proteccdo contra a leptospirose tem sido associada ao desenvolvimento de respostas
imunes mediadas por células, sendo que a vacinacdo de gado com uma preparagdo de uma
determinada estirpe leptospiral morta resultou na producéo e proliferacéo de células CD4"

seguida de células mononucleares (Naiman, Alt, Bolin, Zuerner, & Baldwin, 2001).

Estudos mais recentes sobre a imunidade celular recaem sobre a percep¢do desta
imunidade no HM, recorrendo a vacinacao para demonstrar a capacidade desta induzir uma
resposta de imunidade celular tipo | e, demonstrando também a capacidade de imunizacao
comparando vacinas anti-Leptospira monovalentes e pentavalentes, em gado (Brown,
Blumerman, Gay, Bolin, Duby, & Baldwin, 2003).
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2.5 Sinais clinicos

Anteriormente, foi considerado que a diferentes serovares infectantes estavam
associados diferentes sindromes clinicos (Levett, 2001). No entanto, estudos mais
intensivos ao longo do tempo, refutaram por completo esta hip6tese, sendo que a variedade
de sinais clinicos da doenca € facilmente explicada pela presenca de HM e seus serovares
em variadas regides geograficas. A apresentacao clinica da leptospirose é bifasica. A fase
aguda ou septicémica dura cerca de uma semana e é seguida da fase imune, caracterizada
pela producdo de anticorpos e excre¢cdo dos microrganismos na urina. A maioria das

complicacdes da leptospirose estd associada a presenca das leptospiras nos tecidos,

durante a fase imune, ocorrendo a partir da segunda semana da doenca (Levett, 2001).

Em humanos, estdo descritas duas apresentacdes principais: a leptospirose

anictérica e a leptospirose ictérica.

2.5.1 Leptospirose anictérica

A maioria dos pacientes infectados por leptospiras tem uma apresentagéo clinica
ligeira ou subclinica. No entanto, a maioria dos casos reconhecidos apresenta-se com uma
doenca febril de inicio subito e outros sintomas, entre os quais: arrepios, dor de cabeca,
mialgia, dor abdominal, sufusdo conjunctival e exantema cuténeo. A febre pode ser bifasica,
podendo recorrer ap6és uma remissao de 3 a 4 dias. Os sintomas duram cerca de uma
semana, tendo a sua resolu¢do quando se instala a fase imune. Mais raramente, também
pode ocorrer meningite aséptica, relatada em pacientes tendencialmente jovens, menores

de 14 anos. Foi reportada recentemente, a presenca de petéquias (Levett, 2001).

7

A mortalidade é praticamente nula nesta apresentacdo de leptospirose (Levett,
2001).

2.5.2 Leptospirose ictérica

Esta apresentacao, por outro lado, € muito mais grave e o curso da doenca progride
rapidamente. Existe uma mortalidade elevada associada a esta apresentacao,

possivelmente devido a tardia apresentacdo do doente ao médico (Levett, 2001).

A ictericia existente na leptospirose ndo esta associada a necrose hepatocelular, e
o figado volta a funcdo normal apés recuperagcdo da doenca, no entanto os valores de
bilirrubina sérica podem estar aumentados e levam varias semanas a normalizar. Existem

elevacdes nas enzimas hepéticas.
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As complicacdes da doenca demonstram a sua capacidade de afeccéo
multiorgénica. A leptospirose é uma das causas mais comuns de insuficiéncia renal aguda
(IRA), ocorrendo até 40% dos casos, e muitas vezes 0s valores de amilase sérica estdo
concorrentemente aumentados, embora ndo seja comum o achado de sinais clinicos de
pancreatite. A trombocitopenia esta presente em mais de 50% dos casos, no entanto, ndo

se encontra qualquer relacdo com a coagulagéo intravascular disseminada (CIVD).

O envolvimento pulmonar assumiu bastante importancia na leptospirose humana
chegando a ser, em alguns surtos, a principal manifestacdo da doenca. A entidade bem
reconhecida em humanos é denominada sindrome hemorragica pulmonar leptospiral
(SHPL) (Klopfleisch, et al., 2010). Esta descrito um amplo espectro de sintomas, incluindo
tosse, dispneia, hemoptise de varias intensidades e sindrome de stress respiratério agudo.
Mesmo em pacientes que ndo exibiam sintomas pulmonares, foi identificada hemorragia
intra-alveolar na maioria dos doentes. As radiografias revelam pequenas opacidades
difusas, que podem ser disseminadas ou que podem coalescer e dar origem a grandes

areas de consolidacao, reflectindo areas de hemorragia intra-alveolar e intersticial.

Embora seja subestimada, a afec¢do cardiaca é comum na leptospirose humana,

podendo ocorrer miocardite grave (Levett, 2001).

As diferentes fases da doenca e o0 seu tempo de ocorréncia podem ser melhor

compreendidas através da imagem seguinte (Figura 7).

Escala de S 1:S 2:S 1a3:S 4: Meses : Anos

Periodo de

incubagio: 2 - 20 dias J\l\/\,\v\

Leptospiras presentes :

Sangue
R e — et
Urina dos HM

Urina de humanos

Concentragdo anticorpoq IgM
Titulo alto /—\ 19G

Negativo
Investigagao laboratorial

Cultura de sangue —i---
Cultura de LCR ---—_i—
Cultura de Urina

Serologia

Fases

Leptospiremia Imunidade e leptospiruria

Figura 7: Fases da leptospirose e recolha de amostras adequadas a cada fase, adaptado (Céspedes,
2005).
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2.5.3 Outras complicacbes

Podem ocorrer ainda outras complicacbes da doenca como a uveite anterior
(unilateral ou bilateral), que se pode apresentar muito tempo apds a doenca aguda — de
semanas a anos. A infeccdo aguda adquirida na gestacdo pode provocar aborto e morte
fetal. Outras complicacbes mais raras sdo acidentes vaculares cerebrais, rabdomiolise,

colecistite aguda alitidsica, estenose adrtica, entre outros (Levett, 2001).

2.6 Metodos laboratoriais no diagndstico da Leptospirose

7

Como é usual em qualquer situacdo patologica, o diagnostico da doenca é
conseguido através da soma das conclus@es retiradas ao longo do percurso clinico. No caso
da leptospirose, embora exista algum conhecimento da sua epidemiologia e dos sinais
clinicos associados mais comuns, torna-se necessario recorrer a métodos laboratoriais para
obtencéo do diagnostico final correcto. Os métodos laboratoriais de diagnostico e estudo da
leptospirose estdo a ser desenvolvidos continuadamente, representando uma ferramenta
muito importante na doenca em humanos e animais. Existem varios testes disponiveis
actualmente e a escolha de cada um depende do objectivo a alcancar. Os métodos
laboratoriais de diagndstico da leptospirose podem ser divididos em dois grupos principais,
consoante o objectivo seja a deteccdo de anticorpos ou a detecgdo de antigénios no

paciente.

2.6.1 Métodos serologicos de deteccéo de anticorpos

A maioria dos casos de leptospirose é diagnosticada por serologia, sendo que 0s
anticorpos sdo detectaveis no sangue, aproximadamente 5-7 dias apdés o inicio dos
sintomas (Levett, 2001). Os principais métodos laboratoriais de diagnostico seroldgico séo

descritos de seguida.

26.1.1 Teste de Aglutinacéo Microscopica (MAT)

O teste de aglutinagdo microscopica (MAT) é o método serologico de referéncia no
diagnostico da leptospirose. Este teste consiste em fazer reagir diluicbes do soro do
paciente suspeito com suspensdes de serovares leptospirais vivos, que actuam como
antigénio. Apds incubagdo, as misturas soro-antigénio sdo examinadas, atraveés de
microscopia de campo-escuro, para avaliar a presenca de aglutinacdo e determinar,
consequentemente, os titulos de anticorpos. O ponto de terminacdo ou cut-off é a diluicao
mais alta do soro na qual ocorre 50% de aglutinagdo. Como é dificil a deteccédo de 50% de

aglutinacdo, o ponto de terminacdo é determinado pela presenca de, aproximadamente,
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50% de leptospiras ndo aglutinadas, comparativamente com a suspensao de controlo.
Exemplos das varias reaccbes obtidas no MAT podem ser observados na figura seguinte
(Figura 8).

Os protocolos para realizar o MAT encontram-se descritos em detalhe e este teste
€ complexo em termos de controlo, execucgéo e interpretacdo. A execuc¢do deste implica o
cumprimento de varios requisitos pelo laboratério, entre os quais, a manutencao de culturas
vivas de todos os serovares, obrigando a constante subcultura de varias estirpes e, a
verificacdo periddica de cada serovar, devido ao risco continuado de contaminacdo das
culturas de antigénios. Outra das desvantagens do método inclui a dificuldade de

s

‘standardizacdo’ devido & subjectividade na analise da aglutinacdo, fazendo com que
existam resultados diferentes entre diferentes laboratérios e entre varios operadores no

mesmo laboratorio.

Figura 8: Reac¢des do MAT. a)Controlo; b)25% de aglutinacdo; c)50% de aglutinacéo; d)75% de
aglutinacdo; e)100% de aglutinacdo; f)100% de aglutinacdo e lise; g)100% de lise; h)amostra negativa
(Céspedes, 2005).

O MAT pode ser realizado com antigénios vivos ou com antigénios tratados com
formalina. A aglutinacdo com antigénios formalinizados origina um maior nimero de
reacgOes cruzadas e existe uma tendéncia para os titulos obtidos serem mais baixos do que
0s obtidos com antigénios vivos. No entanto, esta variante representa um menor encargo
em termos de experiéncia e trabalho laboratorial, comparativamente com a utilizacdo de

antigénios vivos.

O MAT € um teste serogrupo-especifico e ndo serovar-especifico. No MAT, séo

testados varios serogrupos, cada um deles representado por um (nico serovar. Os
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antigénios utilizados devem incluir serovares representantes de todos os serogrupos, bem

Como 0s serovares mais comuns na localizacdo geogréafica em causa.

A interpretacdo clinica do MAT é complicada devido ao alto grau de reaccao
cruzada entre 0s serogrupos, especialmente, na fase aguda da doenca. Podem ocorrer
reaccOes paradoxais, nas quais sdo detectados os titulos mais altos em relacdo a um

serogrupo nao relacionado com o infectante.

A existéncia de uma ampla reaccdo cruzada na fase aguda, seguida de uma
relativa especificidade em relacdo ao serogrupo em amostras da fase convalescente, pode
ser facilmente explicada através da detecgcdo de ambos os anticorpos, IgM e 1gG, pelo MAT.
Para confirmar a infeccdo aguda através do MAT, & extremamente Util recorrer a serologia
em par, sendo que um aumento entre titulos de 4 vezes ou mais confirma o diagnéstico,
independentemente do intervalo de tempo de recolha das amostras. O intervalo de recolha
das amostras € variavel, se existir sintomatologia bastara um intervalo de 3-5 dias para
deteccdo de aumento dos titulos. Pacientes com leptospirose fulminante podem morrer
antes de existir seroconversao. A infecgdo aguda é sugerida quando existe detec¢cdo de um

anico titulo elevado associado com doenca febril aguda.

A magnitude do titulo depende do nivel de exposicdo da populacdo em questao,
isto é, da seroprevaléncia nessa populacdo. Um titulo mais baixo € apropriado para
populagcdes em que a ocorréncia da leptospirose € diminuta, no entanto, em populacdes
onde a doenga é endémica torna-se necessario estabelecer um titulo maior como meta para

definicdo de infeccao.

O MAT é o teste mais apropriado para efeitos epidemiolégicos, uma vez que pode
ser aplicado a qualquer espécie animal e o espectro de antigénios utilizado pode ser

aumentado ou diminuido conforme o interesse (Levett, 2001).
a) Como utilizar o MAT no diagndéstico de leptospirose em caes

O procedimento é muito semelhante ao descrito previamente, com a excepgao que,
em veterinaria, sdo usados menos serovares como antigénio em relacdo ao teste utilizado
em humanos. O MAT encontra-se facilmente disponivel na maioria dos laboratérios e é
pouco dispendioso. E considerado o teste diagndstico de eleicdo para a leptospirose canina,
em pacientes com sinais clinicos consistentes (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, &
Goldstein, 2011).

Existe uma falta de consenso acerca de qual o titulo a utilizar para determinar o

limite entre o resultado negativo e positivo.
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Na primeira semana da doenca em cées, é frequente existir um resultado negativo
no MAT, sendo recomendado recolher amostras da fase aguda e convalescente para
posteriores conclusdes. Os veterinarios devem esperar cerca de 7 a 14 dias entre recolha
de amostras, para observar seroconversdo. Normalmente um aumento de 4 vezes do titulo
de anticorpos, significa que existe infeccdo recente. No entanto, a instituicdo de
antibioterapia pode mascarar um aumento do titulo. Em animais com histéria de vacinacéo
prévia, exposicdo a doenca ou infeccdo crénica pode esperar-se que os titulos se alterem
mais lentamente ou ndo se alterem de todo. Os titulos podem persistir pelo periodo minimo
de um ano apoés infec¢do natural, sendo que um estudo indicou uma descida dos titulos 4

meses apoés vacinagdo (Barr, McDonough, Scipioni-Ball, & Starr, 2005).

A presenca de um titulo positivo isolado pode aumentar a suspeita da doenca, mas
mesmo quando apresenta um valor alto (= 1:800) ndo é confirmatério do diagnéstico. Isto
torna-se especialmente importante em cées que foram vacinados porque, embora o0s titulos
pés-vacinais tenham tendéncia a ser baixos, titulos altos (= 1:1,600) possuem potencial de
persisténcia pds-vacinacdo, podendo ocorrer reac¢des cruzadas com serogrupos nao
vacinais no MAT. A co-infeccdo por multiplos serovares ndo esta documentada. As reac¢des
cruzadas sdo muito comuns, resultando em titulos elevados para multiplos serovares, no
entanto considera-se que o serovar responsavel pela infeccdo é aquele cujo titulo se
mantém elevado por um periodo maior de tempo. Podem ocorrer titulos negativos falsos, se
o serovar infectante ndo estiver incluido no painel de serovares utilizado no teste, o que
pode ser plausivel tendo em conta a quantidade inferior de serovares utilizados no MAT
para cdes (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011). Titulos negativos
nao sao suficientes para descartar o diagnéstico da doenca, especialmente numa fase inicial
da doencga (Burr, Lunn, & Yam, 2009).

Resumindo, o MAT é um bom teste para diagnéstico de leptospirose, quando
associado a sinais clinicos consistentes. Deve existir sempre a no¢do das limitacées do
teste, tal como a baixa probabilidade de determinacdo do serovar infectante e as reaccdes
cruzadas entre serogrupos. Saber interpretar o teste, tendo em conta todas as suas

limitacdes, é um passo importante no estabelecimento do diagnéstico.

2.6.1.2 Teste imunoenzimatico (ELISA)

Este teste revela a sua vantagem em relacdo ao MAT, devido a rapidez de
confirmacéo do diagndstico no percurso da doenca. Os anticorpos para 0s quais o método &

direccionado, IgM, sdo detectaveis durante a primeira semana de infecgdo em humanos,
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tornando possivel o diagnéstico da doenca mais cedo sendo o posterior tratamento mais

eficaz devido a rapidez de actuacédo (Levett, 2001).

Em medicina humana sdo desejados testes com reactividade de amplo espectro e
existe uma menor preferéncia por testes serovar-especificos, que sao pouco desenvolvidos.
Pelo contrario, em medicina veterinaria, as aplicacbes de ELISA no diagnéstico de

leptospirose apontam para a deteccao de anticorpos serovar-especificos (Levett, 2001).

Este método é especialmente (til e importante em animais de producao e,
encontram-se descritos métodos de ELISA para a deteccdo dos serovares Pomona e Hardjo
nestas espécies. Este método torna-se deveras importante uma vez que, ao detectar IgM,
aumenta a facilidade de diagndstico de uma infeccdo recente, retirando das hip6teses o
aparecimento de falsos positivos por exposicdo prévia ou infec¢ao crénica (Levett, 2001).
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Figura 9: Exemplo de um kit de ELISA dirigido para IgM, para leptospirose. Fonte:
www.baria.cz/leptospira-antibody-elisa-kits

Um exemplo de um kit de ELISA-IgM pode ser visto na figura acima (Figura 9),
existindo semelhantes para a deteccéo de IgG.

A deteccdo de IgM através de ELISA também foi aplicada no diagnostico de

leptospirose canina (Levett, 2001).

Aplicagbes de ELISA, demonstraram que o método possui uma especificidade
aproximada de 95.6% em animais cujo resultado do MAT era negativo, e uma sensibilidade
aproximada de 100% em animais com MAT positivo, em relacdo a alguns serovares
(Ribotta, Higgins, Gottschalk, & Lallier, 2000).

2.6.1.3 Teste de anticorpos imunofluorescentes (IFAT)

Este método é baseado num antigénio género-especifico. Isto significa que sera

expectavel que este teste detecte anticorpos contra todos os serovares pertencentes ao
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género Leptospira. Apesar de ndo representar vantagem devido a incapacidade de fornecer
informacdo acerca do serovar infectante, estudos anteriores sugerem que o teste possui
capacidade de detectar titulos de anticorpos em animais infectados mas ndo possui a
capacidade de detectar titulos resultantes de vacinacdo (Burr, Lunn, & Yam, 2009). Isto
torna-se util e facilita a interpretacdo clinica da analise, uma vez que ndo se espera que 0
resultado seja falsamente positivo devido a uma possivel vacinacdo prévia. Este método

encontra-se disponivel em laboratérios portugueses e 0 seu custo € bastante aceitavel.

2.6.2 Métodos de deteccao de antigénios

Existem varios métodos de deteccdo de antigénios no paciente, alguns mais
vantajosos que outros. A cultura, € um dos métodos mais importantes no estudo da
leptospirose, embora a sua utilizacdo no diagnostico seja muito limitada. Os métodos
moleculares, especialmente a reac¢cao em cadeia pela polimerase (PCR), estdo em continuo

desenvolvimento, apresentando cada vez mais disponibilidade.

2.6.2.1 Demonstracdo microscopica

As leptospiras podem ser visualizadas em material clinico através de microscopia
de campo escuro, imunofluorescéncia ou microscopia 6ptica apds técnica de coloragcéo

apropriada (Levett, 2001).

Podem ser analisados, através de microscopia de campo escuro, varios fluidos
corporais, como sangue e urina. No entanto, a principal limitacdo desta técnica resume-se a
quantidade de microrganismos existentes, sendo que sdo precisas cerca de 10°
leptospiras/ml por célula por campo para que possa existir visualizacdo (Levett, 2001).
Possui baixa sensibilidade e especificidade (Burr, Lunn, & Yam, 2009). O resultado de uma
microscopia de campo escuro para visualizacao de leptospiras pode ser observado na figura
abaixo (Figura 10).

Figura 10: Leptospiras em microscépio de campo escuro, ampliagdo de 200 x. Fonte:
http://es.wikipedia.org/wiki/Archivo:Leptospirosis_darkfield.jpg.
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Os métodos de coloracdo foram aplicados para aumentar a sensibilidade do
exame por microscopia directa, incluindo a coloracdo por imunofluorescéncia de urina de
bovino, agua e solo (Figura 11-A) e, a coloragdo por imunoperoxidase de sangue e urina
(Levett, 2001).

Para a visualizacao de leptospiras nos tecidos, foram aplicadas varias coloracdes
histopatologicas, sendo primeiramente detectadas através de impregnacdo por prata. A
coloracdo de Warthin-Starry (Figura 11-B) € amplamente utilizada (Levett, 2001) bem como
a coloracdo com Giemsa, no entanto pode originar falsos negativos na presenca de um

baixo niumero de microrganismos (Burr, Lunn, & Yam, 2009).

Figura 11: Leptospiras identificadas pelo método de imunofluorescéncia directa (A) e pela coloragéo de
Warthin-Starry (B). Fonte: http://www.inta.gov.ar/patobiologia/images/lepto2.htm.

2.6.2.2 Cultura e isolamento

As amostras biolégicas a recolher para cultura de leptospiras depende da fase da
doenca em que o paciente se encontra, de acordo com a figura 6. A leptospiremia ocorre
durante a primeira fase da doenca, antes do inicio dos sintomas, terminando perto do final
da primeira semana de doenga aguda (Levett, 2001). Caso se queira utilizar sangue para a
cultura, este deve ser obtido durante este periodo de tempo ou o mais cedo possivel no
decorrer da apresentacao clinica. A urina pode ser utlizada para cultura, sendo que deve ser
recolhida a partir do inicio da segunda semana da doenca. A cultura de leptospiras &
extremamente exigente, sendo que s&o necessarias inumeras diluicdes, varios meios de
cultura e andlises periddicas a estas, para assegurar 0 crescimento do microrganismo. Este
método é muito dificil, muito moroso e exige uma avancada técnica laboratorial, sendo que
poucos laboratérios podem prestar este servico (Burr, Lunn, & Yam, 2009). Especial atencéo
deve ser tomada para que a amostra recolhida anteceda o inicio de antibioterapia, e no caso
de a amostra ser urina, fazer varias recolhas intercaladas, devido a excrecado intermitente da
bactéria (Burr, Lunn, & Yam, 2009).
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Apébs identificacdo da cultura, por métodos serdlogicos ou moleculares, pode
executar-se o isolamento da estirpe. O isolamento sendo conseguido apds um processo tao
demorado, possui maior interesse como instrumento de estudo do que como método de

diagndstico. E uma ferramenta muito Gtil na epidemiologia da doenca.

2.6.2.3 Métodos Moleculares

O método molecular mais utilizado no diagndstico da leptospirose € a reaccdo em
cadeia pela polimerase (PCR). Foram descritos varios primer para a deteccdo de leptospiras
por PCR, no entanto pouco mostraram ser capazes de amplificar o acido desoxirribonucleico
(DNA) leptospiral de material bioldgico humano ou veterinario (Levett, 2001). O DNA
leptospiral foi amplificado de soro, urina, humor aquoso, liquido cerebrospinal e alguns
tecidos (Levett, 2001).

Um teste baseado na sequéncia de inser¢cdo 1S1533 facilitou a deteccdo e

identificacdo de serovares, directamente de urina (Levett, 2001).

Limitacbes do PCR como método de diagnéstico incluem a incapacidade de
identificacdo do serovar infectante, essencial para uma percepg¢do epidemiologica da
doenca, a possibilidade de falsos negativos quando o nimero de microrganismos é baixo ou
guando existem na amostra inibidores do PCR (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, &
Goldstein, 2011).

No entanto, este método apresenta vantagens, na medida em que consegue
detectar a presenca da bactéria antes de existir producdo de anticorpos. Ao contrario do que
acontece no MAT, séo precisas multiplas doses de antibiético para que o PCR seja negativo
(Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

No entanto em paises como a Inglaterra, o PCR ainda ndo se encontra disponivel
(Burr, Lunn, & Yam, 2009). Por outro lado, em Portugal e Espanha, o método ja se encontra

disponivel numa variedade de laboratorios, sendo o seu custo pouco elevado.

a) Como utilizar o PCR no diagnéstico da leptospirose em caes

Para além da possibilidade, previamente descrita, de identificacdo da leptospira
antes da seroconversdo, o PCR também pode ser utilizado como método de confirmacgéo da
infeccdo activa em animais com histéria de vacinacdo. Animais vacinados contra a
leptospirose podem dar origem a falsos positivos nos testes de deteccdo de anticorpos -
nesses casos, 0 PCR pode ser utilizado para confirmar a infeccdo recente recorrendo a

deteccdo de antigénios (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011). O
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PCR também é muito Gtil por permitir a deteccdo da bactéria em animais portadores

cronicos (Rojas, Monahan, Schuller, Miller, Markey, & Nally, 2010).

Em cées, os primeiros 10 dias de infeccdo representam a fase de leptospiremia, e
as amostras de sangue devem ser recolhidas neste intervalo (Greenlee, Alt, Bolin, Zuerner,
& Andreasen, 2005). Depois deste periodo, a amostra de eleicdo a ser recolhida sera a
urina. Quando ndo existe conhecimento do tempo de infeccdo, como acontece na maior
parte das vezes em veterindria, devem testar-se simultaneamente 0 sangue e a urina
(Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

Actualmente, existe ainda pouca informacdo acerca da validade do PCR na
deteccdo de leptospiras patogénicas em cées. A sua sensibilidade, especificidade e valores
preditivos positivo e negativo tem conhecimento limitado, e consequentemente os resultados
do PCR devem ser sempre interpretados em conjunto com outros métodos de diagndstico.
Foi demonstrado que a sensibilidade do método era 90% nos primeiros 5 dias da doenca,

decrescendo para 50% no periodo seguinte (Riediger et al, manuscript in preparation).

2.7 Leptospirose em Céaes

A leptospirose em caes possui algumas diferencas em relacdo a doenca nos

humanos, que serdo abordadas em seguida.

2.7.1 Sindromes e sinais clinicos

A infeccdo por Leptospira em cées resulta em doenca de intensidade variavel,
dependente de varios factores como a estirpe infectante, a reposta imune do hospedeiro e a
localizagdo geografica. Alguns cées desenvolvem poucos ou nenhuns sinais da doenca,
engquanto outros apresentam sinais graves e mesmo a morte. Embora em relacao aos caes,
ndo existam duas apresentagfes da doenca tdo bem delimitadas comparativamente ao que
acontece nos humanos, continuam a considerar-se as duas fases principais da doenca —

aguda e imune (Levett, 2001).

Os veterinarios devem suspeitar de leptospirose no cdo sempre que existam sinais
de insuficiéncia hepatica e/ou renal, uveite, hemorragia pulmonar, doenca febril aguda ou
aborto (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

A hipertermia marcada (excedendo os 40°C) ocorre na fase inicial da doenca e
pode ser acompanhada por tremores, fraqgueza muscular generalizada e relutancia em
mover-se (Harkin, 2008) (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).
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Os animais com IRA podem apresentar poliuria (PU), polidipsia (PD), desidratacao,
vomitos, diarreia, inapeténcia, letargia e dor abdominal, sendo que estes sinais podem
ocorrer isolados ou em conjunto. Também pode acontecer, em vez de PU, a manifestacao
de oliguria ou anuria, sendo que a hematuria também foi reportada apds infeccéo natural e
experimental. A PU e PD podem desenvolver-se em animais sem sinais de azotemia,
podendo resultar de uma taxa de filtracdo glomerular (TFG) diminuida, causando uma
capacidade ineficiente de concentracéo renal — no entanto, estes pacientes também podem
apresentar hipostenuria. Alguns estudos de leptospirose experimental demonstraram uma
resposta diminuida dos ductos colectores renais a vasopressina, colocando a hipotese da
PU resultar de diabetes insipidus nefrogénico adquirido. Animais que sobrevivam a lesdo
renal aguda podem desenvolver uma lesdo renal crénica residual, podendo progredir para
uma insuficiéncia renal cronica (IRC) (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, &
Goldstein, 2011).

Sinais de lesdo hepatica também podem ocorrer, incluindo ictericia (Figura 12),
apresentando-se concorrentemente com IRA em 10-20% dos cées. Hepatite cronica activa
foi reportada em canis associada com o desenvolvimento de anticorpos contra os serovares
Grippotyphosa e Australis. A leptospirose deve ser incluida nos diagndsticos diferenciais de
cades com hepatite ou fibrose hepatica (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, &
Goldstein, 2011).

Figura 12: Ictericia na mucosa ocular (A) e bucal (B) de um cdo com leptospirose (Burr, Lunn, & Yam,
2009).

Podem ocorrer taquipneia e dispneia associadas ao SHPL, semelhante ao
equivalente nos humanos (Francey, 2010) (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, &
Goldstein, 2011).

AlteracBes sugestivas de pancreatite foram detectadas, através de ultrassonografia,

em alguns pacientes (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).
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Alguns distirbios na hemostase também se podem manifestar (hematemese,
hematoquezia, melena, epistaxis, hemoptise, petéquias) embora 0s seus mecanismos sejam
pouco compreendidos. A presenca de vasculite pode originar edema periférico e efuséo

pleural ou peritoneal (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

Outras manifestacdes da infec¢cdo sdo a conjuntivite e uveite. A uveite pode ser
subtil, e esta presente num grande numero de cées, no entanto a maioria das vezes nédo é

identificada pelo veterinario (Harkin, 2008).

A meningite, embora reportada em humanos, nao foi documentada em céaes, no
entanto & semelhanca do que acontece em humanos, foram identificadas alteracdes no
electrocardiograma (ECG) de cées sugerindo que a lesdo miocardica também pode ocorrer

nesta espécie (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

A falha reprodutiva, apos infec¢ao por leptospira, também pode ocorrer e esta deve
ser considerada como um diagnostico diferencial em casos de aborto e mortalidade perinatal
(Burr, Lunn, & Yam, 2009).

Em estudos reportados recentemente, alguns cédes infectados com L. Australis
desenvolveram intussuscepcéo intestinal, tendo esta sido atribuida aos efeitos directos da
infeccéo leptospiral na parede do intestino ou a uma motilidade intestinal anormal associada

ao sindrome urémico (Gaschen, 2007).

27.1.1 Sindrome Hemorragica Pulmonar semelhante a SHPL humana

O cao parece manifestar semelhancas em relacdo a SHPL caracteristica dos

humanos (Francey, 2010).

Embora a hemorragia pulmonar severa ndo tenha sido reportada em infecgbes
naturais por leptospira, em estudos experimentais a presenca de hemorragia pulmonar
aguda foi detectada em alguns animais em associagdo com nefrite e degeneracao tubular
(Greenlee, Alt, Bolin, Zuerner, & Andreasen, 2005).

Animais que apresentam esta sindrome sofrem de uma manifestacdo de
leptospirose muito aguda. Normalmente é acompanhada de insuficiéncia respiratéria grave,

gue pode ser fatal, causada por hemorragia intra-alveolar e intersticial (Francey, 2010).

Uma avaliacdo prospectiva desta sindrome sugeriu uma prevaléncia alta, com mais

de 80% dos cées afectados clinicamente ou radiologicamente na data de apresentacdo no
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hospital (Francey, 2010). Neste mesmo estudo, a IRA deixou de ser o factor limitante da
recuperacao dos animais, uma vez que 40% dos casos foram eutanasiados por faléncia

respiratoria.

O mecanismo responsavel por esta sindrome € pouco conhecido e algumas das
hipdteses propostas séo, lesédo vascular devido a toxinas leptospirais, mecanismos imunes e
CIVD (Greenlee, Alt, Bolin, Zuerner, & Andreasen, 2005).

Greenlee et al. reportou um outro estudo, em 15 caes na area de Berlim, em que
existiu a tentativa de identificar leptospiras no pulméo dos animais acometidos pela doenca
(Greenlee, Alt, Bolin, Zuerner, & Andreasen, 2005). Todos os animais foram submetidos a
necropsia e varios testes de pesquisa de antigénios, sendo que a maioria dos testes falhou
na identificagdo de leptospiras ou antigénios leptospirais. No entanto, a necropsia e
histopatologia revelaram alguns achados interessantes e a utilizacdo de Reaccdo em cadeia
pela Polimerase — ‘Polymerase Chain Reaction’ (PCR) identificou genes correspondentes a

antigénios leptospirais no pulmé&o de 3 caes.

2.7.2 Patologia Clinica

A patologia clinica dos animais com leptospirose apresenta algumas alteracoes,

sendo de extrema importancia no auxilio do diagnostico da doenca.

2.7.2.1 Hematologia

O hemograma pode apresentar leucopenia (fase hiperaguda), leucocitose,
neutrofilia (por vezes com desvio a esquerda) e linfopenia. A anemia presente, na maior
parte das vezes, é ndo-regenerativa de intensidade leve a moderada. Pode ocorrer anemia
grave, devido a hemorragia gastrointestinal ou pulmonar, mas é deveras raro. Ao contrario
da hemdlise provocada por leptospirose em gado, esta ndo parece acontecer em caes. O
achado mais comum é a trombocitopenia, presente em mais de 58% dos cdes com a
doenca, que quando apresentada em conjunto com IRA ou lesdo hepatica aumenta a

suspeita de leptospirose (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

2.7.2.2 Parametros bioquimicos renais

O aumento nas concentragdes de ureia e creatinina séricas pode ocorrer em mais
de 80-90% dos cédes, no entanto um estudo europeu demonstrou que 0 aumento da
concentracdo de creatinina sérica sO estava presente em 57% dos animais (Sykes,
Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).
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2.7.2.3 Parametros bioquimicos hepaticos

A lesdo hepatica pode manifestar-se através de aumentos séricos de algumas
enzimas como a Alanina transaminase (ALT), Aspartato transaminase (AST) e Fosfatase
Alcalina (ALP), bem como da concentracdo de bilirrubina total. O aumento da actividade de
ALP sérica e da concentracdo de bilirrubina total sdo mais comuns que o aumento da
actividade de ALT sérica isolada. Pode existir hipoalbuminemia, mais provavelmente devido

as perdas do que a problemas de sintese pelo figado.

2.7.2.4 Electrélitos

As leptospiras sdo indutoras de insuficiéncia renal ndo-oligurica hipocaliémica, em
humanos, em consequéncia de uma reabsor¢ao tubular de sédio deficiente. Pensa-se que o
mesmo pode acontecer em cdes (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein,
2011).

As alteracdes electroliticas podem resultar de perdas renais e gastrointestinais e na
maior parte dos casos ocorre hiponatremia, hipocloridemia, hipocaliemia marcada e
hiperfosfatémia. Animais que apresentem oliguria ou anuria podem, pelo contrério,

manifestar hipercaliemia (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

2.7.25 Urianalise

A urina de caes com leptospirose normalmente apresenta-se isostendrica, com
valores menores que 1.030, sendo que por vezes pode ocorrer hipostenaria. Pode detectar-
se ainda glicosuria, proteinuria, bilirrubinuria, hematuria, piuria e cilindruria (Sykes,
Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

2.7.2.6 Provas de Coagulacdo

As provas de coagulagcdo em cdes mostram aumentos variaveis no fibrinogénio,
dimero-D e outros produtos de degradacéo do fibrinogénio. Concomitantemente, pode existir
diminuicdo da actividade da antitrombina (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, &
Goldstein, 2011).

Em cerca de 6-50% de cées testados, detectou-se prologamento do Tempo de
Protrombina (TP) ou do Tempo de Tromboplastina Parcial activada (TTPa), sendo mais
prevalente em caes do oeste da Europa. No entanto, também pode ocorrer uma diminuicao
do TP, devido a uma possivel CIVD (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein,
2011).
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2.7.2.7 Outros

Podem estar presentes outras alteracfes ao nivel da patologia clinica - mais raras -
€ mas ndo menos relevantes como, o aumento da actividade da creatinina quinase sérica,
possivelmente devido a miosite, e o aumento das concentracfes séricas de troponinas,
sugerindo lesdo miocardica (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

2.7.3 Imagiologia

Recorrer a imagiologia como exame complementar de diagnéstico pode ser util,
quer para aumentar a suspeita da doenca ou para ajudar a eliminar outros diagnosticos
diferenciais. Infelizmente, em relagdo a leptospirose, ndo existem achados tipicos
confirmativos da doenca, apenas achados que suportem a suspeita desta em conjunto com

a anamnese, sinais clinicos e patologia clinica.

2.7.3.1 Radiografia

Nos estudos radiograficos do térax de caes com leptospirose pode-se observar a
presenca de um padrédo pulmonar intersticial a alveolar difuso, consoante a gravidade dos
casos (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011). Estes achados a
radiografia pulmonar sdo mais frequentemente observados nos lobos pulmonares

caudodorsais (Gaschen, 2007).

Pode observar-se ainda, na radiografia, a presenca de renomegalia (Gaschen,
2007).

2.7.3.2 Ultrassonografia abdominal

Na ultrassonografia abdominal ndo existem alteracbes patognomonicas de
leptospirose, no entanto podem estar presentes alteragbes ao nivel do figado
(hepatomegalia), rim (renomegalia, ecogenicidade do cértex aumentada, halo
hiperecogénico na medular, fluido perirenal, pielectasia moderada), aumento e/ou
hipoecogenicidade do péancreas, espessamento da parede gastrica e intestinal,
esplenomegalia com ecotextura de ‘roedura de traca’ e linfadenomegalia abdominal ligeira
(Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011) (Gaschen, 2007).

2.7.4 Histopatologia

A histopatologia € uma ferramenta muito Util no diagndstico da leptospirose, uma

vez que as lesbes encontradas sdo muito tipicas da doenca e consegue-se muitas vezes,
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recorrendo a coloracdo especifica (impregnacéo por prata), observar a presenca da bactéria
nos tecidos. Por ser uma téchica maioritariamente executada post-mortem, acaba por nao

ser t&o util no decorrer da doenga no animal vivo.

2.7.4.1 LesBes macroscoépicas

Na fase aguda, podem ser encontradas petéquias na pleura, peritoneu, mucosa oral
e nasal e nos rins. Podendo ocorrer hemorragias e edema em outros 6rgdos como no
miocardio, bexiga, adrenais, pancreas, vesicula biliar e pulméo (Figura 13), neste ultimo as
hemorragias na superficie pleural podem variar desde pequenas hemorragias esféricas

ocupando a superficie total, até hemorragias de maior extensao (Jones, Hunt, & King, 1997).

Figura 13: Hemorragia pulmonar difusa de um cédo com leptospirose (Klopfleisch, et al., 2010).

Na mucosa gastrica, podem encontrar-se hemorragias difusas, especialmente na
porcdo correspondente ao fundo do estbmago e, no intestino podem ocorrer petéquias na
mucosa e serosa, ndo sendo da mesma severidade da hemorragia gastrica (Jones, Hunt, &
King, 1997).

Podem ser identificados focos de necrose no parénquima hepético (Figura 14) e,
embora exista retencao de bilis pela acumulacdo desta nos canaliculos biliares, os ductos
biliares encontram-se sem conteudo. Os linfonodos e bago, normalmente estdo muito
aumentados podendo conter areas edemaciadas e hemorrdgicas (Jones, Hunt, & King,
1997).
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Figura 14: Figado de um cdo com leptospirose revelando necrose hepatica multifocal associada com a
aparéncia 'comida pelas tragas' do 6rgéo (Noel & Latimer, 2000).

Na fase imune, as lesGes renais sdo as mais evidentes. Os rins encontram-se
hipertrofiados e a cdpsula renal apresenta-se tensa e com coloracdo acinzentada a branca,
podendo mostrar areas hemorragicas. Ao corte, o parénquima renal apresenta uma
resisténcia aumentada, mas as principais alteragbes encontram-se na jungdo cortico-
medular. Nesta juncdo, o parénquima renal normal encontra-se substituido por massas de
tecido firme com coloragédo cinzenta (Figura 15). Este tecido pode formar apenas uma banda
na margem interior do cértex renal ou pode obliterar a maior parte do cértex (Jones, Hunt, &
King, 1997).

Figura 15: Rim de um cdo com leptospirose com uma aparéncia ponteada do parénquima, indicando a
presenca de nefrite intersticial multifocal e necrose tubular (Noel & Latimer, 2000).
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2.7.4.2 Lesdes microscopicas

Na fase aguda, o figado exibe alteragcBes microscopicas caracteristicas, sendo a
mais importante aquela que ocorre nas suas células. Os hepatécitos diminuem o seu
tamanho e dissociam-se uns dos outros (Figura 16), levando ao desmembramento das
colunas tipicas encontradas na histologia hepética. Esta individualizacdo dos hepatdcitos
ndo € patognoménica de leptospirose, mas é um dos achados mais consistentes da doenca
(Jones, Hunt, & King, 1997).

Figura 16: Dissociacdo hepatocitaria, ampliacdo de 200x (A) e 400x (B). Cortesia da Professora Doutora
Justina Oliveira, UTAD.

As células de Kupfer podem conter grandes quantidades de hemossiderina e os
vasos portais apresentam-se congestionados. Recorrendo a técnica de impregnacédo de
prata, podem observar-se leptospiras, dentro dos hepatdcitos e nos sinuséides hepaticos
(Jones, Hunt, & King, 1997).

No tecido renal podemos observar algumas lesbes, especialmente ao nivel dos
tubulos contornados. As células epiteliais dos tubulos contornados podem apresentar-se
tdrgidas, granulares, vacuolares, extremamente eosinofilicas, podendo descamar para o
limen (Figura 17). A descamacgdo pode ser tdo severa que, por vezes, apenas resta a
membrana basal do tdbulo contornado. Os tlbulos afectados encontram-se rodeados dum
infiltrado linfoplasmocitario e congestdo. Pela mesma técnica utilizada no figado, pode

demonstrar-se a presenca de leptospiras no tubulos renais (Jones, Hunt, & King, 1997).

Nos linfonodos e baco encontra-se um aumento de células reticulares e uma

diminuicdo marcada de linfécitos maduros (Jones, Hunt, & King, 1997).
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Figura 17: Necrose tubular renal aguda de um cdo com leptospirose, corado com hematoxilina-eosina
(Klopfleisch, et al., 2010)

Na fase imune, as lesGes microscopicas mais importantes sao renais e
correspondem a manifestagdo macroscopica previamente descrita. As massas de tecido
firme localizadas na juncg&o cortico-medular correspondem, microscopicamente, a tubulos
contornados em degeneracdo. Estes tubulos encontram-se rodeados ou substituidos por
massas celulares densas compostas por linfocitos, plasmécitos, macréfagos, neutréfilos e
eritrocitos (Figura 18). Apesar destas lesGes graves nos tubulos contornados, os glomérulos
ndo apresentam alteracdes, a ndo ser secundariamente por continuidade (Jones, Hunt, &
King, 1997).

Figura 18: Rim de um c&o com leptospirose demonstrando a presengca de um infiltrado
purulolinfoplasmocitico associado a nefrite intersticial, corado com hematoxilina-eosina (Noel & Latimer,
2000).
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2.7.5 Tratamento

O tratamento de um céo com leptospirose consiste em duas componentes
principais, a terapia de suporte e a terapia especifica (Harkin, 2008), que neste caso sera

antimicrobiana.

E importante referir que, na leptospirose, a antibioterapia passa por duas fases. A
primeira durante a fase aguda da doenca, cujo objectivo é eliminar a leptospiremia. A
segunda administrada durante a convalescenca, que pretende evitar a fase de colonizacéo
renal pelas leptospiras, contribuindo para que o animal ndo se torne um disseminador da

doenca através da sua urina.

Tradicionalmente, as penicilinas ou a doxiciclina foram os antimicrobianos de
eleicdo para o tratamento da leptospirose em humanos e cdes (Sykes, Hartmann, Lunn,
Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011). O tratamento predefinido no passado consistia em,
terapia com penicilina durante 2 semanas, seguida de terapia com dihidrostreptomicina por

2 semanas, para eliminar a fase leptospirurica (Harkin, 2008).

O uso de fluoroquinolonas tem sido alvo de controvérsia, sendo que sao
necessarias doses altas para uma eficacia semelhante a da doxiciclina. Um estudo, em
hamsters, que utilizou o PCR como método de deteccdo leptospiral demonstrou que a
ofloxacina ndo eliminou as leptospiras do rim e sangue, a ampicilina ndo eliminou os
organismos do rim, mas a doxiciclina eliminou a bactéria de ambos os sitios (Sykes,
Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

O consenso do American College of Veterinary Internal Medicine (ACVIM), editado

em 2011, recomenda o seguinte protocolo para o tratamento da leptospirose canina:

- Fase aguda: doxiciclina (5 mg/kg), por via oral (PO) ou intravenosa (IV), cada 12
horas (BID), durante 2 semanas. Caso exista reac¢do adversa a doxiciclina, esta deve ser
substituida por ampicilina (20 mg/kg), IV, cada 6 horas (QID), sendo a dose reduzida em
animais azotemicos; ou por penicilina G (25,000- 40,000 U.1./kg), IV, BID — ambas durante 2

semanas;

- Fase imune: doxiciclina (5 mg/kg), PO, BID, durante mais 2 semanas ap0s 0s
sinais gastrointestinais cessarem, para se conseguir assegurar a eliminacdo da infeccao

renal (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

A terapia de suporte depende do estado fisiol6gico em que o animal se encontra, e

que é variavel, de acordo com a apresentacao de cada caso. Animais que se encontrem em
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insuficiéncia renal aguda devem receber fluidoterapia adequada a reposicao das perdas de
fluidos e electrélitos. O suporte nutricional também assume um papel bastante importante. A
hemodialise tem sido utilizada com sucesso, especialmente em animais com oliguria ou
anuria. Mais de 80% dos pacientes com leptospirose, que morreriam devido as
consequéncias da urémia, sobrevivem quando submetidos a dialise (Sykes, Hartmann,
Lunn, Moore, Stoddard, & Goldstein, 2011).

A terapia corticosteréide pode ser indicada em casos em que a trombocitopenia é
muito grave ou em casos em que 0s valores de creatinina aumentam por mais de 10 dias

consecutivos apesar da correcta fluidoterapia e com existéncia de poliuria (Harkin, 2008).

Animais com LPHS requerem uma maior atencdo, podendo necessitar de
oxigenoterapia ou mesmo, ventilacdo mecéanica (Sykes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard,
& Goldstein, 2011). O desafio primario consiste em evitar uma taxa agressiva de fluidos, que
possa levar a complicagdes pulmonares e, a0 mesmo tempo tentar com que essa taxa

consiga cobrir a necessidade renal (Francey, 2010).

2.8 Epidemiologia da leptospirose canina

Em caes, nos E.U.A., a maioria dos casos ocorrem entre Julho e Novembro. A
associagdo com a existéncia de chuvas prévias também esta presente. Existe alguma

predisposicdo em machos, de 4-10 anos de idade e de raca média-grande (Gaschen, 2007).

Esta predisposicdo néo € dificil de perceber, uma vez que a caracterizagdo prévia
corresponde a maioria dos animais que ndo possuem um estilo de vida exclusivamente
indoor. Como tal animais que tém maior contacto com o exterior (caes pastor, cdes de caca)
sd8o mais susceptiveis a infeccdo, quer pelo contacto com material infectado ou mesmo com
os proprios HM ndo domésticos. Pelo mesmo motivo, animais que vivem em areas

suburbanas ou rurais possuem a mesma susceptibilidade (Gaschen, 2007).

Historicamente, os serovares Canicola e Icterohaemorrhagiae eram os serovares
mais implicados no desenvolvimento da leptospirose canina, o que levou a inclusédo destes

na vacina para utilizacdo em cées (Burr, Lunn, & Yam, 2009).

A introducdo e disponibilidade de vacinas bivalentes (L. Canicola e L.
Icterohaemorrhagiae), ha cerca de 40 anos atras, tiveram um efeito minimizador drastico no

namero de cdes com leptospirose (Burr, Lunn, & Yam, 2009).

57



No entanto, tem sido observado, na Ultima década, um aumento exponencial do
namero de casos em cées — primeiro nos E.U.A. seguindo-se a Europa. Este aumento esta
associado a uma emergéncia de serovares ndo habituais, e ndo presentes nas vacinas
bivalentes (L. Brastislava, L. Pomona, L. Grippotyphosa, L. Australis) (Francey, 2010).

O acréscimo de casos esta associado a varios factores: falta de protecgéo vacinal,
alteracdes climaticas, facilidade de viagens de longo curso, aumento da popularidade de
desportos aquaticos, expansao do habitat dos humanos e, consequentemente, dos seus

animais de estimacéo (Francey, 2010).

Até mesmo o ambiente urbano estd a sofrer alteracbes e estudos recentes
comprovam uma prevaléncia alta de infeccdo em pequenos roedores na cidade de Zurique,
Suica, e uma grande seroprevaléncia em javalis urbanos instalados em Berlim, Alemanha
(Adler, Vonstein, Deplazes, Stieger, & Frei, 2002) (Jansen, et al., 2007).

A distribuicdo mundial dos diferentes serovares de L. interrogans sensu lato pode
estar relacionada com a disponibilidade de HM, por esta razdo € plausivel que os serovares
predominantes identificados nos HA variem de acordo com a localizagdo geografica (Burr,
Lunn, & Yam, 2009).

Nos paises Europeus como a Franga, Alemanha e Suica tém sido reportados varios
casos em animais, comecando a reflectir o aumento da doenca nos paises desenvolvidos. A
maioria dos animais tinha o plano vacinal actualizado e cumprido, de acordo com o0s
protocolos recomendados, e mais de metade tera contraido a infecgdo num intervalo entre
vacinacoes inferior a 6 meses. Os serovares identificados parecem variar com a localizacao
geografica, mas a maior parte possuia seroconversdo para L. Australis e L. Bratislava,

seguida de L. Grippotyhposa, L. Pomona e L. Autumnalis (Francey, 2010).

A grande maioria da informacgé&o relacionada com leptospirose em cées é baseada
em estudos de seroprevaléncia utilizando o Teste de Aglutinagcdo Microscépica (MAT). A
situacdo epidemiologica parece variar na Europa, mas 0S serogrupos a que 0s caes se
encontram mais expostos sdo Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Australis, Sejroe e
Canicola (Ellis, 2010).

2.8.1 Distribuicdo dos serovares no continente europeu

Como ja foi apontado, os serovares predominantes da doenca variam, em cada

localizacdo geogréfica, de acordo com os HM existentes. Alguns dos serovares mais
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comuns em alguns paises europeus sao agora descritos, com informacao epidemiolégica

bastante relevante para a percep¢ao da doenca no panorama actual.

a) Icterohaemorrhagiae

O serogrupo Icterohaemorrhagiae - que contém os serovares Icterohaemorrhagiae
e Copenhageni - continua a ser um dos mais prevalentes causadores de infeccdo por
Leptospira em cdes na Europa, com estudos relativamente recentes efectuados na
Alemanha, Croacia, Dinamarca, Fran¢ca, Roménia, Grécia e Italia. Continua a ser, também, a
causa mais reconhecida da doenga. Devido aos sinais clinicos extremamente severos e a
ubiquidade do seu HM, este serovar deve continuar a ser inserido nas vacinas actuais (Ellis,
2010).

b) Canicola

Este serovar tem como Unico HM conhecido, o cdo. Embora seja consensual que a
prevaléncia para este serovar estd a sofrer um decréscimo em muitos paises europeus,
muito possivelmente devido a vacinagéo, existem ainda muitas evidéncias serologicas da
exposicdo em cdes — 18% na Roménia e 21% na Polénia. Embora raros e pouco
reportados, alguns casos clinicos ainda existem. Mesmo com um decréscimo acentuado, a
vacinagao com este serovar ndo deve ser suspensa, sob a possibilidade de poder existir um
aumento de prevaléncia acentuado, por decréscimo da imunidade da populacdo canina,

apos cessacao de vacina no HM (Ellis, 2010).

c) Grippotyphosa

Este serovar € mantido na Europa por um numero de espécies de pequenos
roedores: o rato silvestre ou rato camponés (Microtus arvalis e Microtus oeconomus); o rato
almiscarado (Ondatra zibethicus) e o hamster comum (Cricetus cricetus). Embora alguns
estudos serolégicos executados na Republica Checa e na Eslovaquia sugiram que outras
espécies de roedores também podem ser HM deste serovar em algumas regides, como o
rato da madeira (Apodemus sylvaticus) e o rato de pescoco amarelo (Apodemus flavicollis).
A ocorréncia deste serovar em cédes € severamente influenciada pela presenca destes HM,
sendo que os estudos de seroprevaléncia tém indicado uma frequente exposicdo a este
serovar numa grande parte de paises europeus, especialmente na Alemanha, Republica
Checa, Eslovaquia, Polonia, Croécia, Suica e Italia. Esta prevaléncia é denotada,
maioritariamente em caes provenientes de ambientes rurais, revelando uma maior
possibilidade de contacto com o HM. Este serovar representa uma das maiores causas de

leptospirose clinica em cdes na Alemanha e existem vérias evidéncias que suportam a
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inclusdo do serovar Grippotyphosa na vacinacéo canina na Europa central. Em relacédo ao
Reino Unido, este serovar foi reportado poucas vezes, em roedores e em cabras selvagens
e dado isto, sera dificil a recomendacdo da inclusdo do serovar em vacinas caninas no

Reino Unido, especialmente em cées que permaneg¢am sempre no pais (Ellis, 2010).

d) Bratislava

Existem quatro serovares, intimamente relacionados (geneticamente e
fenotipicamente), pertencentes ao serogrupo Australis que podemos encontrar na Europa —
Bratislava, Lora, Jalna e Muenchen. Sendo que o serovar Bratislava € o mais utilizado no
MAT para representar o serogrupo Australis, devido ao seu comum isolamento de animais
domeésticos e a estirpe mais comumentes isolada de cdes. Como 0s outros serovares sao
muito relacionados, apenas se tém em conta o serovar Bratislava, pois algum problema de
controlo em relacdo aos restantes serovares sera colmatado com o controlo do serovar
Bratislava. Os estudos de seroprevaléncia, desde ha 20 anos atras, indicam uma grande
exposi¢cdo dos cdes a este serovar na Europa. Existe uma grande quantidade de HM
reportados para este serovar como ourigos, porcos e cavalos. Também é provavel que o cao
aja como HM, devido a elevada seroprevaléncia encontrada em popula¢cdes que nédo tém
acesso aos HM reportados, 0s niveis baixos de anticorpos encontrados em animais
hospedeiros e a habilidade do organismo persistir no rim dos caes hospedeiros por um
periodo minimo de 3 meses e no tracto genital de cadelas. Em Italia tem sido reportada
doenca clinica aguda associada a este serovar. A doenga clinica € mais provavel de
aparecer quando um grande numero de animais é mantido junto, em locais de
criagdo/reproducdo, locais de experimentacdo ou canis - no entanto, dada a prevaléncia,
também se torna consideravel a introducdo do serovar Bratislava nas vacinas caninas

europeias (Ellis, 2010).

e) Pomona

A epidemiologia do serovar Pomona é ainda pouco conhecida. No passado, o
serovar foi isolado de animais de producdo na Suica, Itdlia, Hungria e Bulgaria; e o seu
isolamento em cées foi reportado na Hungria e Croacia. Alguns estudos em cées, na
Alemanha, indicam niveis de exposicdo muito baixos e nenhuma evidéncia de infec¢do por
este serovar foi encontrada na Italia e na Franca. Na Roménia, a seroprevaléncia € mais alta
em animais vadios. O Unico estudo recente reportado, de doencga clinica em cées devido a

este serovar, foi na Bélgica (Ellis, 2010).

f) Sejroe

60



A seroprevaléncia para o serogrupo Sejroe tem sido reportada em alguns paises. O
serogrupo Sejroe engloba os serovares Sejroe, Hardjo e Saxkoebing e a seroconversao tem
sido atribuida a exposi¢cdo a HM como, pequenos roedores - Sejroe e Saxkoebing- e gado -
Hardjo (Ellis, 2010). Os estudos efectuados até agora em cdes sdo insuficientes para

determinar a necessidade da incluséo destes serovares na vacinagao canina europeia.

2.8.2 Leptospirose canina em Portugal

A leptospirose canina em Portugal esta reconhecida hd algum tempo, tendo sido
descrita em 1942, em Lisboa (Azevedo, 1942).

Posteriormente, um estudo serolégico, conduzido por Collares-Pereira permitiu
obter algumas conclusdes (Collares-Pereira, 1992). O estudo foi executado na regido do
Alto Douro em cerca de 700 cdes e revelou uma percentagem de 31.1% de positividade,
considerando positivos titulos = 1:100. Uma percentagem alta de soros apresentava titulos
altos, com valores > 1:800. Da percentagem positiva, a maioria exibia titulos para o serovar
Canicola (66.2%), no entanto outros serovares que contribuiram para a positividade da
populagdo foram os serovares Sejroe, Autumnalis, Pyrogenes, Grippotyphosa, Ballum,
Copenhageni, Bratislava, Hebdomadis e Tarassovi. Os cades eram animais habitantes de
zonas rurais e ndo eram vacinados, ndo obstante, concluiu-se que a leptospirose nessa

regido possuia um papel importante.

A vacinacéo contra a leptospirose canina esta disponivel em Portugal, possuindo na

sua constituicdo dois serovares: Canicola e Icterohaemorrhagiae.
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CAPITULO Il - DESCRICAO DE CASOS CLINICOS DE
LEPTOSPIROSE CANINA NO CONCELHO DE BEJA

1.1 Objectivo

Este capitulo tem como objectivo descrever pormenorizadamente, 0s casos clinicos
de nove canideos com leptospirose. Apos a descricdo aprofundada dos casos, 0 objectivo
serd a compreensdo e identificacdo de factores comuns entre eles, bem como a sua

possivel implicagdo no desenvolvimento e evolug¢do da doenca.

1.2 Materiais e Métodos

Todos os animais foram recebidos no Hospital Veterinario do Baixo Alentejo
(HVBA), no periodo de Setembro de 2010 a Mar¢o de 2011 (inclusive).

Os casos clinicos apresentados representam todos os animais com diagnostico
confirmado de leptospirose, tendo existido no mesmo periodo outros casos suspeitos, mas
cuja confirmacgéo do diagnoéstico ndo foi possivel e, por conseguinte ndo se encontram aqui
documentados. O estudo incluiu 9 animais (7 machos e 2 fémeas), a maioria com idade

inferior a 4 anos, com acesso e permanéncia no exterior e maioritariamente, ndo vacinados.

Todos 0s animais tiveram o diagnéstico de leptospirose confirmado através do

método seroldgico MAT, recorrendo sempre ao mesmo laboratério.

Outros critérios de inclusdo/excluséo do estudo nao foram adoptados, uma vez que
todos os casos de leptospirose confirmados neste periodo de tempo, examinados pelos

clinicos do HVBA, vao ser aqui relatados.

1.3 Casos Clinicos

1.3.1 ‘Kaskar’

O ‘Kaskai’, canideo macho inteiro, de 28.300 Kg, de raca Perdigueiro, 3 anos de

idade. Habitat outdoor, cdo de caca. Estado vacinal desactualizado.
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O ‘Kaskai’ apresentou-se a consulta no HVBA, dia 25 de Setembro de 2010. O
proprietario referiu um passeio de longa duracdo na semana anterior a consulta, sendo que
no dia seguinte ao passeio achou-o menos energético e observou-o a beber agua
estagnada. Foi-lhe administrado, pelos proprietarios, 1 comprimido de paracetamol de
dosagem 1 grama, 3 dias apdés o passeio. No dia seguinte, o proprietario reparou que a
urina do ‘Kaskai’ apresentava uma coloragao rosada, e consultou o veterinario habitual, o
qgual elaborou o diagnéstico presuntivo de ‘febre da carraca’ e prescreveu tratamento com
doxiciclina (ACTIDOX® 100, Saninter), 5 mg/kg, por via oral (PO), de 12 em 12 horas (BID),
durante 3 semanas. Apresentou-se a consulta no HVBA, porque 0s proprietarios notaram
que ndo ladrava e que estava rouco, pareceu-lhes também observar algumas contrac¢des

abdominais com dor.

Ao exame fisico, apresentava uma temperatura de 39,2°C. Todo o exame fisico
estava normal, & excepcgdo de adenomegalia dos linfonodos retrofaringeos. A dor abdominal

referida pelos proprietarios néo se evidenciou aquando da palpac¢do abdominal.

Como exames complementares, foram efectuados um hemograma e um painel de

analises bioquimicas séricas (Tabela 4).

Tabela 4: Hemograma e Bioquimicas do 'Kaskai', 25/09/2010

Hemograma Valor | Valores Referéncia | Unidades
Leucdcitos 31.4 | 6.0-17.0 x10%/mm
Linfocitos 6.8 |1.2-5.0 x10*/mm
Granulécitos 19.1 | 3.5-12.0 x10*/mm
Relac&o N:L 55 |0.3-1.0 x10%/mm
Hematécrito 33.4 | 37.0-55.0 %

VCM 64.4 | 56.0-75.0

Eritrocitos 5.18 | 5.50-8.50 x10°%/mm
Hemoglobina 10.4 |12.0-18.0 g/dl
CHM 20.0 | 19.5-24.5 pg
CHCM 31.1 | 33.0-38.0 g/dl
RDW% 10.2 | 12.0-16.0 %
RDWa 419 | 1.0-199.9

Plaquetas 127 | 200-500 x10%/mm
Parametro Bioquimico

Albumina 2.5 2.70-3.80 g/dl

ALT 56 10-100 U/L
BUN 33 7.0-27.0 mg/dl
Creatinina 2 0.50-1.80 mg/d|
Fosfatase Alcalina 275 23-212 U/L

O hemograma demonstrou a presenca de leucocitose maioritariamente neutrofilica,

anemia normocitica e hipocromica ligeira, trombocitopenia. As bioquimicas séricas
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evidenciaram algum grau de azotemia bem como um aumento da concentracao sérica das

enzimas hepaticas.

ApoOs os exames, foram considerados os diagnésticos diferenciais de Babesiose,
Erliquiose e Leptospirose, tendo sido enviadas amostras para o laboratério externo, para

confirmacéo serolégica.

Foi-lhe administrada uma dose injectavel de dipropionato de imidocarb (IMIZOL®,
Schering-Plough Animal Health) de 6,6 mg/kg, por via sub-cutanea (SC). Enquanto
aguardou o resultado das andlises continuou com a medicagdo prescrita anteriormente a
qual se adicionou um suplemento fortificante (Anima-Strath®, Bio-Strath AG), 1 colher de
cha, de 24 em 24 horas (SID).

No dia 30/09/2010 (5 dias mais tarde), os resultados das andlises foram
conhecidos, sendo negativos para Ehrlichia e positivos para Leptospira, com titulos de
1:1600 para o serovar Grippotyphosa e 1:800 para o serovar Bratislava. A andlise serologica
encontra-se em anexo (Anexo 1 —1.1).

Retornou ao HVBA dia 2/10/2010, e foi cessada a administragdo de doxiciclina,
sendo prescrita a penicilina G (Peni-kél LA®, Zoopan), 30 000 U.l., por via intra-muscular
(IM), BID, durante 15 dias.

O ‘Kaskai’ apresentou-se a consulta ap6s 21 dias (23/10/2010) na qual os
proprietérios referiram a auséncia de sintomas quer de prostracdo, quer de alteracdes

urinarias.

Ao exame fisico todos 0s achados eram normais, no entanto perdeu um pouco de

peso apresentando-se com 27 kg.

Realizou-se novo hemograma e painel de bioquimicas séricas para avaliar a

evolugdo (Tabela 5).

Tabela 5: Hemograma e Bioquimicas do 'Kaskai', 23/10/2010

Hemograma | Valor | Valores Referéncia | Unidades

Leucécitos | 10.1 | 6.0-17.0 x10%/mm
Linfécitos 1.9 1.2-5.0 x10%/mm
Granulécitos | 7.2 3.5-12.0 x10%/mm
Relacdo N:L |1 0.3-1.0 x10%/mm
Hemato6crito | 40.7 | 37.0-55.0 %

VCM 66.5 | 56.0-75.0

Eritrocitos 6.11 | 5.50-8.50 x10%/mm
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Hemograma Valor | Valores Referéncia | Unidades

Hemoglobina 12.3 | 12.0-18.0 g/dl
CHM 20.1 | 19.5-24.5 pg
CHCM 30.2 | 33.0-38.0 g/dl
RDW% 14.6 | 12.0-16.0 %
RDWa 49.6 | 1.0-199.9

Plaquetas 320 | 200-500 x10%/mm
Parametro Bioquimico

Albumina 3.1 2.70-3.80 g/dl
ALT 58 10-100 U/L
BUN 18 7.0-27.0 mg/dl
Creatinina 1.2 0.50-1.80 mg/dl
Glucose 101 | 77-125 mg/dl

Os valores do hemograma e das bioquimicas normalizaram, no entanto ainda foi
administrada uma segunda dose de dipropionato de imidocarb (6,6 mg/kg, por via SC), pois
embora a serologia tivesse 