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Resumo

A Leptospirose é uma zoonose reemergente globalmente disseminada e de elevada
relevancia em todo o mundo. Particularmente em contextos ocupacionais, tem importancia
em trabalhos agricolas ou profissdes que impliqguem contacto com animais que possam
estar infetados, como exploracdes de bovinos ou matadouros. E responsavel por perdas
economicas em exploracbes de ruminantes, devido principalmente a alteracdes
reprodutivas. O principal objetivo deste trabalho foi estudar a possivel relacdo entre as
lesbes renais encontradas em bovinos que foram motivo de reprovacdo durante a inspecéo
post mortem, e as infe¢cdes por espécies patogénicas de Leptospira. Foram selecionados
aleatoriamente entre marco e julho de 2018, num matadouro da DAV de Setubal, 40 rins
com lesBes de nefrite intersticial cronica, bem como 10 rins sem lesdes, que constituiam o
grupo de controlo. Os bovinos a partir dos quais se recolheram os rins pertenciam a 26
exploracdes diferentes da Regido de Setdbal. Recolheram-se amostras desses rins,
submetendo-as a andlise histopatologica e a PCR convencional para pesquisa de ADN de
espécies patogénicas de Leptospira. Para isso foi feita a amplificacdo do gene lipL32. Como
controlo positivo foi utilizado ADN de Leptospira interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae
sorovar Copenhageni, e como controlo interno o gene B-actina de bovino. Os resultados
histopatologicos confirmaram a presencga de nefrite intersticial nos rins reprovados. Dos 40
rins recolhidos com lesdes, 10 revelaram-se positivos, pertencendo os bovinos positivos a
apenas 2 exploracdes. E esperado que este trabalho seja mais um contributo para o estudo

epidemioldgico da Leptospirose bovina em Portugal.

Palavras-chave: bovino, Leptospira, lipL32, nefrite, zoonose



Abstract

Leptospirosis is a reemerging zoonosis that is globally disseminated and highly
relevant worldwide. Particularly in occupational contexts, it is important in agricultural work,
or professions that involve contact with animals that may be infected, such as cattle farms or
in slaughterhouses. It is responsible for economic losses in ruminant farms, mainly due to
reproductive changes. The main objective of this work was to study the possible relationship
between kidney lesions found in cattle which were condemned during post-mortem
inspection, and infections by pathogenic Leptospira species. Between March and July 2018,
at a slaughterhouse in Setubal, 40 kidneys with lesions compatible with chronic interstitial
nephritis were selected at random, as well as 10 kidneys without lesions, which constituted
the control group. The cattle from which the kidneys were collected belonged to 26 different
farms in the Setlbal Region. Samples of these kidneys were collected and submitted to
histopathological analysis and conventional PCR for DNA screening for pathogenic
Leptospira species. lipL32 gene was amplified. DNA from Leptospira interrogans serogroup
Icterohaemorrhagiae serovar Copenhageni was used as positive control, and the bovine [3-
actin gene was used as internal control. Histopathological results confirmed the presence of
interstitial nephritis in the condemned kidneys. From the 40 kidneys collected with lesions,
10 were positive, with positive cattle belonging to only 2 herds. This work is expected to be

one more contribute for the epidemiological study of bovine Leptospirosis in Portugal.

Keywords: bovine, Leptospira, lipL32, nephritis, zoonosis
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1. Introducéo

Para a conclusdo do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria, realizei um
estagio curricular na area de Inspecdo Sanitaria, focado principalmente nas atividades
médico-veterinarias em contexto de matadouro. Os objetivos principais foram a
aprendizagem de todos os procedimentos praticos a cargo do Médico Veterinario Oficial
(MVO), bem como a consolidacdo de conhecimento cientifico e técnico necessario a
execucdo dos mesmos. Paralelamente, foi feito um estudo anatomo-patologico e
laboratorial, em que foram observados e analisados rins de bovino reprovados durante a
inspecdo post mortem. O objetivo era pesquisar, através da técnica de Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR), a presenca do gene lipL32, caracteristico de leptospiras patogénicas.
Foram recolhidos aleatoriamente rins que evidenciavam lesdes de nefrite intersticial crénica,
com o intuito de averiguar se existiam bovinos infetados com leptospiras patogénicas, na
regido de origem dos mesmos. Os resultados obtidos neste estudo permitirdo alertar para
guestdes de saude publica, incentivando a implementacdo de vacina¢do dos animais contra
a Leptospirose, para proteger os profissionais sujeitos a elevado risco de contagio. Apesar
de existir, para seres humanos, a vacina contra a Leptospirose, ela ndo é muito usada no
Nnosso pais.

A inspecédo sanitaria € uma atividade que esta implementada em todos os Estados
Membros da Unido Europeia, de forma sistemética, em toda a area alimentar, constituindo
um conjunto de préaticas médico-veterinarias que tém um papel determinante na seguranca
sanitaria dos géneros alimenticios. Esta regulada por legislagdo comunitaria e nacional. Os
documentos legais referidos ao longo deste trabalho enquadram-se na legislacdo que
estava em vigor no decorrer do estagio curricular. Alguns desses documentos foram
entretanto revogados e substituidos, outros foram alterados, com o objetivo de uniformizar e
atualizar o quadro legislativo geral. Atualmente estdo em vigor, entre outros, o Regulamento
(UE) 2017/625 de 15 de marco, que visa “assegurar a aplicacdo da legislacdo em matéria
de géneros alimenticios e alimentos para animais e das regras sobre salude e bem-estar
animal, fitossanidade e produtos fitofarmacéuticos” e, em conformidade, o Regulamento
Delegado (UE) 2019/624 de 8 de fevereiro, “relativo a regras especificas aplicaveis a
realizacdo de controlos oficiais da producéo de carne e as zonas de producéo e de afinacdo
de moluscos bivalves vivos”, e o0 Regulamento de Execucédo 2019/627 de 15 de margo que
“estabelece disposi¢fes praticas uniformes para a realizagdo dos controlos oficiais de
produtos de origem animal destinados ao consumo humano”.

O Regulamento 178/2002 do Parlamento e do Conselho “determina os principios e
normas gerais da legislacdo alimentar, cria a Autoridade Europeia para a Seguranca dos

Alimentos e estabelece procedimentos em matéria de seguranca dos géneros alimenticios”.
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O Regulamento (CE) n.° 854/2004 de 29 de abril do Parlamento e do Conselho estabelece
regras especificas de organizacdo dos controlos oficiais de produtos de origem animal
destinados ao consumo”. Como parte integrante das competéncias do Médico Veterinario, a
inspecao sanitaria € um importantissimo pilar na defesa da salde publica, sendo alguns dos
seus objetivos a salude e bem-estar animal e a reducdo da prevaléncia de doencas
zoonoticas. Garantir a seguranca sanitaria dos géneros alimenticios colocados no mercado,
e possibilitar 0 seu consumo sem causar doenca, é essencial nas sociedades modernas. E
também importante proteger os trabalhadores de todo o setor agroalimentar dos perigos
biol6gicos presentes nos géneros alimenticios, desde os animais ou matérias-primas, até ao
produto final. Para prevenir que as zoonoses aparecam neste contexto laboral, existe um
largo espectro de medidas, sendo a adog¢do de boas praticas de higiene baseadas nos
principios HACCP e a vigilancia as preocupagdes centrais. O Decreto-Lei n.° 84/1997 de 16
de abril “estabelece as regras de proteccéo dos trabalhadores contra os riscos de exposi¢cado
a agentes biolégicos durante o trabalho”, incluindo medidas como avaliacdo de riscos,
formacdo dos trabalhadores em matéria de higiene e métodos de trabalho, utilizacéo
sisteméatica de equipamentos de protecdo individual, realizagéo regular de exames médicos
de rotina e se possivel vacinagéo dos trabalhadores, limpeza, desinfecdo e manutencdo de
instalagbes e equipamentos segundo protocolos definidos e com o0s respetivos registos e
ainda a aplicacao de dispositivos de controlo de pragas.

Entre as inimeras doengas que tém vindo a gerar crescente preocupacdo, a
Leptospirose é uma delas. Doenga reemergente, mundialmente distribuida, que pode atingir
diversas espécies animais, incluindo o Homem e as espécies pecuarias. O numero total de
sorovares reconhecidos € ja de 300, dos quais 250 sdo patogénicos, e estes nimeros tém
tendéncia a aumentar (Cerqueira and Picardeau 2009; Picardeau 2017). A infecdo por
Leptospira ocorre através de feridas na pele e pelas mucosas, por contacto com fontes
contaminadas. Esta bactéria € excretada na urina de animais infetados, principalmente de
roedores, que constituem o principal hospedeiro intermediario da doenca, contaminando
todo o ambiente. O controlo de pragas em estabelecimentos da area alimentar € um
importante método para impedir a propagacdo da doenca. No entanto, os roedores estao
sempre presentes tanto em zonas rurais como urbanas, contaminando o ambiente com
urina, que é depois amplamente disseminada através da agua das chuvas, das regas, dos
fomites e de qualquer curso de agua. Certas profissées que impliguem proximidade com
estas fontes contaminadas acarretam um risco acrescido de contagio para a Leptospirose.
Esta doenca é por isso uma das zoonoses a vigiar em funcéo da situacdo epidemiolégica,
como consta no Decreto-Lei n.° 193/2004 e esta também incluida na lista de zoonoses
ocupacionais do Decreto Regulamentar n.° 6/2001. Esta lista refere que quaisquer trabalhos

em zonas infestadas por roedores ou profissdes que impliquem o contacto com animais sdo
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susceptiveis de provocar a doenca, nomeadamente trabalhos em matadouros, talhos,
peixarias, trabalhos de preparacao de alimentos e, naturalmente, médicos veterinarios.

Leptospira pode ser eliminada pela dissecacéo, extremos de pH ou pelo calor (50°C
durante 10 minutos ou 10 segundos a 60°C). E sensivel a baixas concentra¢ées de cloro
(Greenwood et al. 2012). Para o controlo da Leptospirose, as empresas do setor alimentar
tém obrigatoriamente de manter implementados programas de controlo de pragas,
nomeadamente de roedores (Regulamento (CE) N° 852/2004), além dos naturalmente
implementados principios de boas praticas de higiene, entre 0os quais a limpeza frequente e
sistemética de equipamentos, bancadas e pavimentos com produtos como hipoclorito de
sédio, que assegura a eliminagdo de Leptospira. Fernandes et al. (2019) pesquisaram
anticorpos para Leptospira interrogans em trabalhadores do Saneamento Basico da Regido
de Lisboa e Vale do Tejo, com auséncia de resultados positivos. Esse estudo, que envolveu
também um inquérito aos trabalhadores testados, revelou que os mesmos estavam pouco
alertados para esta zoonose, mas bastante cientes das regras de boas praticas de higiene e
protecao individual.

Em Portugal, tem-se verificado um aumento dos casos reportados de Leptospirose
humana nos ultimos anos (gréafico 1). A maioria dos surtos verificam-se no arquipélago dos
Acores, onde a associacdo de um clima favoravel (com elevada precipitagdo) com a elevada
densidade de roedores cria condi¢cbes Otimas para a sobrevivéncia da bactéria (Moreira
2012). As autoridades sanitarias dos Acgores tém vindo a adotar medidas extraordinarias
para combater a doenca, nhomeadamente através da prevencdo, controlo e reducdo da
presenca de roedores invasores e comensais, como estabelecido no Decreto Legislativo
Regional n.° 31/2010/A.

Gréfico 1 — Casos reportados de Leptospirose humana em Portugal entre 2007 e 2018
(ECDC 2017)
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Seguidamente serdo apresentadas com mais detalhe as atividades desenvolvidas
durante o estagio, e enquadradas legalmente. A revisao bibliografica comeca por introduzir
conceitos de patologia renal e por explicar os mecanismos que originam diferentes
alteracBes no rim, direcionando-nos para as causas mais frequentes de reprovacao de rins
de bovino. Entre essas causas temos a nefrite intersticial crénica, que pode ter diversas
etiologias, nomeadamente a Leptospirose. Esta doenc¢a sera abordada na segunda parte da

revisdo bibliogréfica, de forma a enquadrar as atividades laboratoriais realizadas.

1.1. Relatério de atividades

O estagio curricular realizou-se entre os dias 7 de fevereiro de 2018 e 31 de julho de
2018, com uma carga horéaria de 30 horas semanais. O estagio teve como orientador o Dr.
Jodo Ferreira, MVO pertencente ao Corpo de Inspecao Sanitaria da Divisao de Alimentagéo
e Veterinaria (DAV) de Setubal, e como coorientadora a Prof.2 Dr.2 Maria Gabriela Veloso,
docente na Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa. O estagio
decorreu em 2 matadouros, um que abate suinos, bovinos e pequenos ruminantes, e outro
que abate apenas suinos. Teve como objetivos principais observar e participar diariamente
em todas as tarefas de inspecéo atribuidas ao MVO segundo o Regulamento (CE) n.°
854/2004, colaborando principalmente com o orientador, mas também com o0s restantes
MVO e Auxiliares de Inspe¢do. Pontualmente, um terceiro matadouro foi também local de
estagio, o que me permitiu ter uma percecdo mais global das diferencas entre
estabelecimentos de abate, principalmente no que diz respeito ao grau de modernizagéo de
instalacdes e equipamentos, a intensidade da produgéo e a métodos de trabalho. De acordo
com a colocagdo do orientador na rotatividade prevista na DAV de Setubal, foi ainda
possivel acompanha-lo em auditorias a instalacbes de desmancha, queijarias e a um
estabelecimento de preparacédo e embalagem de refei¢cdes pré-confecionadas.

As obrigacdes legais do MVO estdo estabelecidas em varios normativos legais,
comunitarios e nacionais, nomeadamente o Regulamento (CE) n.° 854/2004. Neste
regulamento sdo descritas as varias fun¢cdes do MVO, nomeadamente tarefas de auditoria,
tarefas de inspecédo e de fiscalizacdo das marcas de salubridade. Os controlos oficiais que
visam assegurar o cumprimento da legislacdo no que diz respeito a alimentos para animais
e a géneros alimenticios, bem como a saude e bem-estar dos animais, sdo também funcdes
do MVO que estdo estabelecidas no Regulamento (CE) n.° 882/2004 de 29 de abril. O
Regulamento (CE) n.° 852/2004 estabelece regras gerais relativamente a higiene dos
géneros alimenticios e o Regulamento (CE) n.° 853/2004 “estabelece regras especificas

para os operadores das empresas do sector alimentar no que se refere a higiene dos
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géneros alimenticios de origem animal”’, e complementa o anterior. O MVO representa a
autoridade que garante o cumprimento destas regras, para assegurar um elevado nivel de
protecdo do consumidor no que diz respeito a seguranca destes géneros alimenticios.

Segundo o Capitulo | do Anexo | do Regulamento (CE) n.° 854/2004, compete ao
MVO realizar tarefas de auditoria, garantindo que se cumpram sempre as boas préticas de
higiene, segundo o sistema de andlise de perigos e controlo dos pontos criticos (HACCP).
Neste ambito, periodicamente eram realizadas auditorias no matadouro por um membro do
Corpo de Inspecdo, para garantir que os operadores aplicavam os procedimentos segundo
os principios HACCP, nomeadamente no que diz respeito a higiene antes, durante e apos o
abate, manutencdo das instalacbes e equipamentos, higiene do pessoal e controlo de
temperaturas. Além destas auditorias, que ficavam registadas, a execucdo dos
procedimentos por parte dos operadores, bem como as condi¢fes das instalagbes e dos
eguipamentos eram sistematicamente observados pelo MVO, sendo feitas as devidas
adverténcias sempre que necessario, de forma a proteger a carne de qualquer
contaminacéo fecal ou de outra origem.

O MVO é também responsavel por executar tarefas de inspecdo, nomeadamente
verificar as Informacdes Relativas a Cadeia Alimentar (IRCA), fazer a inspecdo ante mortem
e post mortem, assegurar o bem-estar animal e a remocao e separacdo das matérias de
risco especificadas (MRE) e de outros subprodutos animais, e ainda controlar os testes
laboratoriais (Regulamento (CE) 854/2004).

Em contexto diario, no matadouro, o abate comecava apds o controlo dos
documentos de acompanhamento de todos os lotes de animais a abater (guias de
transporte para abate imediato, IRCA, passaportes), e da respetiva inspe¢do ante mortem.
Da IRCA constam informagfes pertinentes em relacdo aos animais que chegam para abate,
tais como 0 estatuto sanitario da exploracdo de origem, os tratamentos aplicados aos
animais nos ultimos seis meses, com as respetivas datas e intervalos de seguranca, a
presenca de doengas que comprometam a segurancga da carne, resultados relevantes de
analises no ambito da vigilancia e controlo de residuos e zoonoses, e 0s contatos do médico
veterinario que assiste o operador da exploracdo (Regulamento (CE) n.° 853/2004). Para
cumprir 0s objetivos do exame ante mortem procurava, acompanhando o MVO, algum sinal
que indicasse que o bem-estar animal estava comprometido, bem como a presenca de
algum fator que pudesse ter consequéncias negativas para a salde humana ou animal, com
especial atencdo para a detecdo de doencas zoonéticas, como indicado no Regulamento
(CE) 854/2004. Era importante, em primeiro lugar, confirmar a correspondéncia dos lotes
com as respetivas guias, tendo por base a distribuicdo dos lotes nos parques e observando

as marcas de identificagdo dos animais. Observava-se o estado higio-sanitario dos animais,
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nomeadamente os lotes com um grau de sujidade inaceitavel. Na presenca de lotes nestas
condi¢les, era exigido que os animais fossem lavados e s6 depois poderiam ser aprovados
para abate. Para avaliar as condigbes de bem-estar animal e o estado de saude, verificava
se existiam animais doentes ou incapazes de se levantar. Segundo o Regulamento
1099/2009 do Conselho de 24 de setembro, quando os animais ndo se conseguem deslocar
pelos seus proprios meios, tém que ser abatidos e sangrados no local, com a ajuda de
dispositivos de atordoamento portateis. Verificava também se o nimero de animais por
parque ndo era excessivo e se existia agua disponivel, tal como exige o Regulamento (CE)
1099/2009. Esta ultima situacdo muitas das vezes ndo estava salvaguardada, porque 0s
bebedouros ndo estavam adequadamente acessiveis aos animais. Era também avaliada a
forma como os abegdes dirigiam os animais, exigindo-se que movimentassem 0s animais
tranquilamente e de forma a nao Ihes causar stress desnecessario, através da utilizacéo de
instrumentos elétricos, cumprindo as regras operacionais contidas no Anexo Il do
Regulamento (CE) N° 1099/2009. Ainda no ambito de garantir o bem-estar animal, é de
salientar que os Auxiliares de Inspecao sdo responsaveis por fazer regularmente auditorias
ao transporte dos animais, executando um controlo documental e verificando as condicdes
em que 0s animais chegam ao matadouro e a forma como sdo transferidos para as
abegoarias.

Durante o exame post mortem era feita sistematicamente a inspec¢éo visual de todas
as visceras e carcacas. A palpacéo e a incisdo eram feitas, no caso dos suinos, somente se
necessario, de acordo com as indicag6es do Regulamento (CE) 219/2014 de 7 de margo. A
maior parte do estagio nos matadouros foi passado a realizar inspecao post mortem sob a
supervisdo do MVO, para desenvolver técnicas eficazes e rapidas de incisdo e observacéo
da carcaca e visceras, mas sobretudo para aprender a reconhecer lesGes suspeitas de
doencas infeciosas, para que pudesse tomar as decisfes sanitarias acertadas e de modo
consciente.

O Regulamento (CE) N. 2075/2005 da Comissédo de 5 de dezembro, que “estabelece
regras especificas para os controlos oficiais de detecdo de triquinas na carne”, obriga o
MVO a observar o resultado dos testes, realizados segundo o método de digestédo
enzimatica, para pesquisa de Trichinella spiralis em suinos, efetuado a partir de amostras
dos pilares do diafragma de todos os animais abatidos.

Outra das obrigacdes do MVO era verificar a remog¢éo, separagdo e marcacao de
subprodutos e de matérias de risco especificadas (MRE). Durante o estdgio tive a
oportunidade de observar os locais onde eram colocados os varios subprodutos, com as
respetivas marcacoes. Tive ainda a oportunidade de praticar a remocéo do tronco cerebral

em bovinos e em pequenos ruminantes, e respetivo acondicionamento para envio ao



laboratério, situacdo gque esta prevista no Regulamento (CE) 999/2001 de 22 de maio, no
ambito da vigilancia e diagnostico de Encefalopatias Espongiformes Transmissiveis.

A deciséo final do MVO acerca da salubridade das carnes é fundamentada nas
inspecdes ante e post mortem, bem como nos resultados dos testes laboratoriais. Os
resultados da inspecdo sanitaria dos animais abatidos sdo diariamente observados e
registados no sistema informatico SIPACE.

O Regulamento (CE) N.° 882/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 29 de
abril de 2004 “relativo aos controlos oficiais realizados para assegurar a verificacdo do
cumprimento da legislacao relativa aos alimentos para animais e aos géneros alimenticios e
das normas relativas a saude e ao bem-estar dos animais”, constitui um guia documental
em matéria de auditorias. No seu artigo 10.°, este regulamento refere os métodos, técnicas
e as atividades que se exigem ao MVO auditor. Durante o estagio acompanhei o orientador
nas suas auditorias a queijarias, salas de desmancha e empresas de transformacdo de
produtos. Assim, foi possivel perceber como se inicia, como se conduz e encerra uma
auditoria, e os objetivos principais das auditorias de acompanhamento. Compreendi quais
0S aspetos mais importantes a avaliar, nomeadamente no que diz respeito ao estado das
instalacbes, a aplicacdo dos principios de boas praticas de higiene por parte dos
trabalhadores e as préaticas de registo e identificagdo de matérias primas e produtos
confecionados (garantindo a rastreabilidade). O acompanhamento em auditorias também
serviu para saber avaliar a documentagcdo exigida e reconhecer todas as informagbes
importantes a incluir nos relatérios. Constituiu ainda um alerta para entender a postura que
um auditor deve ter, sendo que s&o essenciais tanto os conhecimentos cientificos e
competéncias praticas, como certos atributos pessoais de ética, diplomacia, percetividade,
autonomia, autoconfianca e poder de decisao, tal como nos direciona a Norma Portuguesa
ISO 19011 2012.

Entre os varios objetivos deste estagio destacam-se a aquisicdo de competéncias
técnicas e praticas na area de Inspecdo Sanitaria, enquadrando, consolidando e

aprofundando os conhecimentos cientificos estudados ao longo do MIMV nestas matérias.

2. Revisédo Bibliogréfica

2.1. Fisiologiado rim



2.1.1. Estruturas protetoras do rim

O rim possui algumas barreiras que impedem o0 acesso e a acao perigosa de
agentes infeciosos ou quimicos as varias partes do nefrénio. Nos glomérulos, o endotélio
dos capilares glomerulares é fenestrado e coberto com glicoproteinas carregadas
negativamente, impedindo a passagem de macromoléculas anioénicas (com mais de 70 kDa)
presentes no sangue para a fenda de filtracdo e consequentemente para o espago urinario.
A membrana basal glomerular é constituida por colagénio tipo IV e glicoproteinas anionicas,
0 que também permite separar substancias com base no tamanho e carga. Por sua vez, 0s
poddcitos, células epiteliais especializadas do folheto visceral da Cépsula de Bowman,
formam prolongamentos secundérios que estdo implicados na manutencdo da carga
negativa da membrana basal glomerular. Entre os prolongamentos secundarios dos
poddcitos existe o diafragma de filtracdo, composto por nectina, que regula o tamanho da
fenda de filtragcdo (Zachary 2017; Junqueira and Carneiro 2013).

As células mesangiais fazem parte do sistema mononuclear fagocitario, tendo por
isso, entre outras fungbes, a de fagocitar e digerir substancias retidas pela barreira de
filtracdo, tais como complexos antigénio-anticorpo (Junqueira and Carneiro 2013). Nos
Tuabulos Contornados Renais (TCR), a membrana basal impede a passagem de bactérias
provenientes do trato urinario inferior para o intersticio renal. No intersticio encontram-se os

elementos responsaveis pela resposta imunitaria celular e humoral.

2.1.2. Reacao do rim aos agentes agressores

Os diversos fatores que podem lesionar o tecido renal agrupam-se em pré-renais,
renais ou poés-renais. Os fatores pré-renais implicam a reducdo da Taxa de Filtracao
Glomerular (TFG), secundaria nomeadamente a faléncia circulatéria cardiaca ou periférica.
Os fatores renais incluem glomerulonefrite, nefrite intersticial, podendo resultar de toxinas,
sépsis ou choque hemorragico. As bactérias, as toxinas bacterianas ou os émbolos tumorais
podem causar vasculite oclusiva nos vasos renais. Os fatores pds-renais estao relacionados
com alteragbes das vias urinarias, que impedem o normal escoamento de urina, como a
urolitiase. Os mecanismos preponderantes no desenvolvimento de insuficiéncia renal aguda
sdo a obstrucdo intratubular, diminuicho da TFG e refluxo do filtrado glomerular e
vasoconstrigdo intrarrenal (Constable et al. 2017; Zachary 2017).

As alteracdes patoldgicas nos glomérulos ocorrem muitas vezes devido a deposicao
de imunocomplexos, émbolos bacterianos ou trombos, ou infe¢édo direta viral ou bacteriana.
Estes fatores provocam espessamento das membranas, necrose e infiltragdo de leucdcitos.

A inflamacédo e destruicdo da membrana basal pode ser responsavel por hiperfiltracdo
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transglomerular. Agentes etioldgicos graves ou prolongados no tempo estdo na origem de
glomeruloesclerose e atrofia secundaria dos TCR. Na fase inicial da doenca renal pode ser
possivel reconhecer as estruturas que primeiro sofrem alteracdes e os fatores especificos
implicados, como é o0 caso da necrose do epitélio tubular pela acdo de toxinas ou a
deposicdo de complexos auto-imunes nos glomérulos. No entanto, a medida que a doenca
evolui, a perda de nefrénios deixa de ter relacdo direta com a causa inicial, sendo que, em
estados mais avancados a tendéncia é observarem-se padrdes lesionais semelhantes,
independentemente da etiologia. A doenca renal crénica em fase final caracteriza-se pela
alteracdo das varias estruturas do rim, podendo ser impossivel determinar a causa inicial. O

rim torna-se fibrosado e diminui de volume (Cianciolo and Mohr 2015; Zachary 2017).

2.2. Lesdes renais

As alteracbes macroscopicas possiveis de se observar em rins tém diversas
etiologias, estando relacionadas com alteragbes do desenvolvimento, alteragbes
vasculares (como hemorragias e enfartes), inflamatérias ou degenerativas. A maioria das
lesdes renais que se encontram nos animais domésticos, incluindo os animais de
producado, sao reacdes inflamatdrias, quistos congénitos e hidronefrose. Menos comuns

sdo as neoplasias priméarias (van Dijk et al. 2007).

2.2.1. Disturbios da circulacéao

A hiperémia esta presente na nefrite aguda. A congestdo aguda nos rins é vista nas
enterotoxémias por clostrideos em cordeiros e bezerros, como resultado de hemorragias
intertubulares. Os rins com hiperémia ou congestdo apresentam-se escuros e aumentados
(Cianciolo and Mohr 2015).

As hemorragias encontradas no parénquima renal sdo usualmente petéquias,
hemorragias punctiformes na cortical, resultantes da rotura de vasos sanguineos (figura 1).
As causas sao diversas, nomeadamente bacteriémia, virémia ou intoxicacao por plantas do
género Quercus. Sdo comuns no cortex renal e podem até aparecer em animais saudaveis,
0 que se constata durante a inspecao post mortem de rins de bovinos saudaveis (Cianciolo
and Mohr 2015, Zachary 2017).



Figura 1 — Dois rins de Bovino, com petéquias; as setas e as representacdes ovais

assinalam, respetivamente, as petéquias e zonas de hemorragias mais extensas (Fotografias

originais)

2.2.2. Doenca tubular

Nos tubulos contornados renais, as células epiteliais podem sofrer alteragées como
resposta a varias etiologias, tais como: infecdes ascendentes ou hematdgenas; isquémia;
enfarte ou acdo direta por toxinas. Como consequéncia, a membrana basal pode sofrer
rutura ou espessamento. Na presenca de uma agressao leve e furtuita, o epitélio tubular
tem potencial para sofrer hiperplasia e restaurar a sua fungdo. A isquémia, se grave ou
prolongada, origina normalmente lesdes irreversiveis na membrana basal. O citoesqueleto
das células dos tabulos sofre alteragBes estruturais significativas, tais como a perda da
bordadura em escova e perda da polaridade celular, podendo originar necrose e perda
funcional permanente dos segmentos tubulares. Se a perda de células for demasiado
extensa, 0 potencial de regeneragdo é insuficiente e, portanto, a reparacdo dos tecidos
implica formacdo de tecido fibroso. Quando alguns nefrénios ficam irreversivelmente
perdidos, os tubulos contornados dos nefrénios sdos sofrem hipertrofia compensatéria de
modo a salvaguardar a funcéo renal global (Zachary 2017).

2.2.2.1. Necrose tubular aguda ou “acute tubular injury”

A necrose tubular aguda (NTA) pode incluir também lesdes degenerativas afetando os
TCR, em particular os tabulos contornados proximais (Constable et al. 2017). Atualmente, a
expressao “necrose tubular aguda” é mais utilizada do que “nefrose”, embora possa levar a
pensar que para que se desenvolvam disturbios funcionais no rim, & necessario haver
necrose evidente das células tubulares. De facto, as lesdes podem restringir-se apenas a

degenerescéncia, com tumefacdo celular das células dos tubulos. A referéncia “leséo

10



tubular aguda” (“acute tubular injury”) seria a mais indicada, uma vez que remete para um
distrbio funcional que pode causar azotémia significativa sem que haja necrose de
liquefacdo ou de coagulacao (Cianciolo and Mohr 2015).

No rim, os tlbulos contornados proximais sdo as estruturas mais sensiveis a produtos
téxicos ou a caréncia de oxigénio, devido as complexas funcBes metabdlicas que
desempenham. Consequentemente, as lesGes degenerativas observam-se principalmente
nos tdbulos contornados, mas também nos glomérulos (Zachary 2017; Constable et al.
2017). Ocorrem em casos de septicémia, intoxicacdes, andxia, especialmente em casos de
choque e quando ha acumulacdo de certas substancias ou depdsitos anormais (van Dijk et
al. 2007). Muitos agentes infeciosos sao responsaveis pela necrose tubular, entre os quais
bactérias como Leptospira spp. (Zachary 2017). Certas substancias como o0s
aminoglicosideos, os antineoplasicos ou produtos quimicos como o etanol ou metais
pesados sdo drogas nefrotdxicas que causam necrose tubular. Portanto, a NTA pode ser do
tipo téxico (enddégeno ou exdgeno) ou isquémico. As células necrosadas destacam-se da
membrana basal e acumulam-se no lumen dos TCR, formando cilindros. O reconhecimento
macroscopico de necrose tubular aguda é muitas das vezes dificil. A superficie de corte o
cortex pode apresentar estriagbes brancas opacas, orientadas radialmente, devido a
necrose de coagulacdo. A medula é palida ou difusamente congestionada (Constable et al.
2017; Zachary 2017).

A necrose tubular aguda é o fenédmeno mais importante no desenvolvimento de
insuficiéncia renal aguda. A morte das células causa vasoconstricdo glomerular, o que
juntamente com a formacao de cilindros vai contribuir para a diminuicdo da TFG, originando
oliguria ou anuria. A evolugéo pode ser fatal, em casos em que as lesdes atingem a maioria
dos tubos. Nos casos menos graves as lesdes podem ser reversiveis, permitindo uma
recuperacao integral da estrutura tubular. A integridade da membrana basal das células dos
tubos contornados é determinante para a sua regeneracdo e depende da natureza do
agente patogénico. Certas causas de necrose, como a hipoéxia, implicam fragmentacédo da
membrana basal das células tubulares, desenvolvendo-se fibrose no intersticio renal, o que
impede a regeneragdo. Por vezes em casos de necrose pela presenga de substancias
guimicas nefrotoxicas, a membrana basal é respeitada, sendo possivel a sua reconstituicdo
integral (Zachary 2017).

2.2.3. Doenca tubulo-intersticial

A inflamacdo que inicia no tecido conjuntivo de suporte do rim como uma leséo
primaria designa-se nefrite intersticial. Pode ser infeciosa ou n&o infeciosa, aguda,

subaguda ou cronica. O intersticio renal acaba por estar sempre significativamente
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envolvido na doenca renal, quer seja devido a doenca intersticial primaria, quer seja
subsequente a lesdo tubular. Isto pode acontecer porque uma lesdo nas células tubulares e
a sua consequente necrose inicia uma resposta inflamatéria no intersticio. Por este motivo é
comum usar-se a designacdo de doenca tubulo-intersticial, caracterizando um grupo de
doencas inflamatdrias que envolvem os tlbulos e o intersticio. A Leptospirose bovina é uma

das causas de nefrite tibulo-intersticial aguda (Zachary 2017).

2.2.3.1. Nefrite

Nefrite aguda € o termo correntemente usado para designar o processo inflamatério
no rim, caracterizando-se por hiperémia da vasculatura intersticial, vasodilata¢do, edema e
infiltrados celulares. O rim torna-se brilhante, hipertrofiado e vermelho-escuro. A hiperémia
esta presente na fase inicial da inflamagdo em processos septicémicos ou toxémicos de
origem bacteriana. Os agentes infeciosos podem atingir o rim por via ascendente, a partir do
ureter, por via hemdtica, através do filtrado glomerular e por penetracdo direta. A via
ascendente ocorre na presenca de uma infe¢do do trato urinario inferior, que normalmente
estad associada a pidmetra, contaminacdo do trato genital por fezes ou contaminacgéo

dermatoldgica (dermatite perivulvar) (Zachary 2017).

2.2.3.2. Nefrite intersticial

A nefrite intersticial ndo supurativa pode ser aguda ou crénica e focal ou difusa,
dependendo da intensidade da agressdo e da eficacia da resposta do hospedeiro.
Caracteriza-se por inicio clinico agudo e histologicamente por edema intersticial, infiltracéo
leucocitaria e necrose tubular focal. Na nefrite intersticial cronica, h& infiltragcdo de células
mononucleares, fibrose intersticial e atrofia tubular generalizada. Muitos agentes infeciosos
sé8o capazes de causar nefrite intersticial ndo supurativa, nomeadamente Leptospira. A
forma mais conhecida de nefrite intersticial multifocal ndo supurativa € o “rim com manchas
brancas”, ou “White Spotted Kidney” (WSK), comum em bezerros jovens (figura 2). Os rins
afetados apresentam varias pequenas areas brancas com até 1 cm de didmetro, em todo o
cértex. Podem aparecer areas maiores que se projetam na superficie capsular e aderem a
capsula. Histologicamente, a lesdo inicial corresponde a um infiltrado purulento que vai
rapidamente sendo substituido por numerosos linfocitos e alguns plasmacitos e macrofagos
(Cianciolo and Mohr 2015). Nas lesdes crénicas avancadas existe atrofia dos nefrénios e
fibrose intensa, com diminuicdo do volume do rim e diminuicdo critica da fungéo renal
(Zachary 2017).
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Figura 2 — A: White Spotted Kidney (SESC 2020); B: lesdes focais de nefrite intersticial; uma

das les8es foi cortada, notando-se que a zona branca se estende para o interior do cértex

(Fotografia original)

2.3. Leptospirose

2.3.1. Epidemiologia

Descrita desde o século XIX, a Leptospirose é atualmente a zoonose mais comum
no mundo, encontrando-se amplamente distribuida, particularmente nas regides tropicais e
subtropicais, onde se verificam a maioria dos casos e de mortes em humanos. E endémica
na maioria das areas urbanas e atinge todos os anos mais de um milhdo de pessoas,
estando relacionada com o clima humido e com as mas condi¢cdes socioeconémicas das
populacdes. Nas regides tropicais a Leptospirose € uma das principais causas de
insuficiéncia renal aguda em humanos (Yang et al. 2019). A doenca pode ser fatal se existir
doenca pulmonar grave e consequente faléncia respiratoria (WHO 2003). E também comum
em animais domeésticos, incluindo animais de produgdo, e normalmente o quadro é
subclinico (Constable et al. 2017; Yang et al. 2019). Leptospira € uma espiroqueta presente
nos tubulos renais dos mamiferos, sendo transmitida através da urina, principalmente por
roedores. Penetra através das mucosas e feridas na pele por contato com agua
contaminada, atingindo a circulagdo sanguinea (Cianciolo and Mohr 2016).

Este microrganismo consegue sobreviver no ambiente por longos periodos e
gualguer mamifero pode tornar-se portador (Greenwood et al. 2012). No hospedeiro de
manutencdo a transmissdo ocorre de forma direta, pelo contato com a urina, produtos do
aborto, leite ou por transmissado venérea ou transplacentaria. As zonas contaminadas com
urina de animais portadores sdo uma fonte de contaminacdo indireta, e podem atingir

hospedeiros acidentais (Cianciolo and Mohr 2015). A adaptacdao das varias espécies de

13



Leptospira depende da resposta de cada hospedeiro a cada sorovar em particular
(Constable et al 2017).

As manifestacBes clinicas de Leptospirose humana sdo altamente variaveis na sua
forma e intensidade. Pode mimetizar outras doencas, tais como o dengue, brucelose,
malaria, infecBes pelo virus Influenza e outras doencas hemorragicas virais, exigindo por
isso, sempre, a confirmacéo laboratorial para que se chegue ao diagnostico (WHO 2003).

A prevencdo da doenga comeca com O saneamento basico nas sociedades,
incluindo abastecimento adequado de &gua, adequado tratamento dos esgotos e existéncia
de contentores para o lixo, com a respetiva remocao diaria. E também conveniente educar a
populacdo para as questdes sanitarias e fazer o controlo dos roedores, principalmente nas
zonas domésticas. Estas preocupacdes tém maior relevancia em ambientes rurais
socioeconomicamente pobres (Moreira 2012; PAHO 2014). O diagndstico € importante para
determinar o estatuto imunolégico de uma populacdo em programas de controlo e
erradicacdo da doenca. As medidas de controlo também incluem a identificacao de focos de
agua contaminada, eliminacdo de roedores e vacinagcdo dos animais domeésticos (Ellis
2015). A maioria dos paises em vias de desenvolvimento ndo tém programas de vigilancia
epidemioldgica continuada, sendo que os ja escassos dados recolhidos nessas zonas séao,

muitas das vezes, pouco fidedignos (Moreira 2012).

2.3.2. Classificacdo Taxondémica

E complexa a classificagdo e a nomenclatura de Leptospira. Existem dois sistemas
de classificagdo, um baseado em caracteristicas fenotipicas e outro, em genotipicas. Na
classificacao fenotipica, considerada a classificacdo classica, o género Leptospira divide-se
em dois grupos ou complexos: um que engloba as leptospiras patogénicas, que se
associam a um hospedeiro, Leptospira interrogans (sensu lato), e outro onde estéo incluidas
as leptospiras ndo patogénicas ou saprofitas, de vida livre, L. biflexa (Greenwood et al.
2012; Moreira 2012; Constable et al. 2017). As necessidades nutricionais, bem como certas
propriedades fenotipicas distinguem os dois grupos (Cerqueira and Picardeau 2009). As
leptospiras saprofitas tém capacidade de se multiplicar a 13°C e na presenca de 8-
azaguanina, ao contrario das leptospiras patogénicas. Tanto as leptospiras patogénicas
como as saprofitas incluem estirpes com variagbes antigénicas observadas em reacdes
soroldgicas e, nesta base, classificam-se as leptospiras em sor6tipos ou sorovares. Na
classificacdo sorologica classica o grupo taxondémico de base é o sorovar, definido pela
estrutura antigénica de superficie, através do Teste de Aglutinacdo Microscopica (TAM).
Sorovares antigenicamente idénticos agrupam-se em sorogrupos (Moreira 2012; Ferreira
2015; Constable et al. 2017).
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Os recentes avan¢os has técnicas moleculares tém alterado a taxonomia das
bactérias, especialmente bactérias fastidiosas como Leptospira, surgindo uma classificacdo
mais precisa, genotipica, com base no teste hibridacdo de ADN-ADN. O numero de
espécies de Leptospira estd assim a aumentar, sendo ja de 35. Surgiu entdo uma divisédo
em trés grupos, com base na patogenicidade das espécies: saprofitas, intermédias e
patogénicas. Mantiveram-se as designacbes de L. interrogans e L. biflexa, mas com
significados ligeiramente diferentes, que podem originar alguma confusdo na nomenclatura.
Em sentido lato, L. interrogans e L. biflexa eram anteriormente dois complexos que
englobavam cada um deles diferentes espécies de leptospiras. Atualmente, passaram a
representar espécies especificas, encaixadas cada uma delas em dois dos trés grupos.
Assim, em sentido estrito, L. interrogans € uma espécie de Leptospira patogénica e L.
biflexa € uma espécie sapréfita (Ferreira 2015; Vincent et al. 2019).

Atualmente a classificacdo taxonOmica classica de Leptospira, baseada nas
variacdes antigénicas, ndo tem estatuto taxonémico oficial, mas revela-se de elevada
importancia para uso laboratorial (Moreira 2012; Ferreira 2015; Constable et al. 2017). A
relac@o entre as caracteristicas sorologicas e genotipicas das diferentes leptospiras € fraca,
e pode revelar-se de dificil compreensdo. Algumas leptospiras diferentes em termos
genéticos podem apresentar determinantes antigénicos semelhantes. Por outras palavras,
um sorovar ou sorogrupo pode ser encontrado em diferentes espécies genotipicas. Exemplo
disso é o sorovar Hardjo, reconhecido nas espécies patogénicas L. borgpetersenii e L.
interrogans, mas também na espécie sapréfita L. meyeri. Os sorovares antigenicamente
idénticos Hardjo-bovis e Hardjo-prajitno sdo agora classificados em duas espécies
genotipicas diferentes: L. borgpetersenii, para o sorovar Hardjo-bovis, e L. interrogans
(sensu stricto), para o sorovar Hardjo-prajitno. Noutra perspetiva, leptospiras patogénicas e
saproéfitas podem englobar-se na mesma espécie genotipica. Os varios sorovares do
sorogrupo Bataviae podem ser encontrados em espécies como L. interrogans, L. santarosai,
L. kirschneri, L. noguchii e L. borgpetersenii (Cerqueira and Picardeau 2009; Cianciolo and
Mohr 2015; Constable et al. 2017).

A recente classificacdo molecular € importante porque tem por base as
caracteristicas genotipicas do organismo, permitindo uma organizagdo taxonomica mais
correta e precisa. No entanto, é considerada pouco pratica pelos microbiologistas clinicos.
Uma vez que os sorovares estdo associados a certos hospedeiros e a certas regides, a
identificacdo sorolégica é essencial para estudos epidemioldgicos e para o desenvolvimento
de estratégias de prevencdo adequadas (Cerqueira and Picardeau 2009). A taxonomia

soroldgica continua, por isso, a ser amplamente utilizada (Constable et al. 2017).
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2.3.3. Leptospira

Leptospira, do grego leptos, “fino”, e do latin spira (enrolado) € uma delgada
espiroqueta, flexivel e filamentosa, formando uma estrutura helicoidal. Possui uma
extremidade em gancho e dois flagelos com insercbes polares, que lhe conferem
movimentos de rotagdo e translagdo (Greene et al. 2012; Moreira 2012; Valencia 2014,
Yang et al. 2019). E uma bactéria movel, aerdbia estrita, com comprimento entre 6 e 20 pm.
Tem um didmetro muito pequeno (0,1 ym), o que |lhe permite atravessar certas barreiras
normalmente intransponiveis por outras bactérias (Greenwood 2012; Constable et al. 2017;
Yang et al. 2019). As condi¢Bes 6timas para a sobrevivéncia e crescimento de Leptospira
sdo temperatura entre 28°C a 30° C, presenca de humidade e ambientes neutros ou
ligeiramente alcalinos. Nestas condi¢cfes, a bactéria consegue sobreviver por semanas ou
meses em solos humidos ou 4guas estagnadas. Em condi¢fes adversas a sua viabilidade
perde-se em minutos (Cianciolo and Mohr 2015). As leptospiras saprofitas sdo ubiquas no
ambiente, ndo sendo associadas a um hospedeiro animal e conseguem crescer a baixas
temperaturas (11-13°) (Cerqueira and Picardeau 2009).

Sendo bactérias Gram-negativas, as leptospiras possuem uma estrutura tipica de
dupla membrana, associando uma membrana citoplasmatica (interna) a uma parede de
peptidoglicano, e ainda uma membrana externa (Yang et al. 2019). Exibem, no entanto, uma
composi¢ao quimica unica (figura 3). A membrana externa € composta principalmente por
lipopolissacarideos (LPS), mas também por uma série de lipoproteinas, designadamente
lipL32, ligA, ligB, loa22 e a proteina porina ompLl. O espago periplasmatico contém o
flagelo (Teodoro 2009; Valencia 2014).

Figura 3 — Comparacgéo entre a membrana externa das bactérias Gram-negativas e das

espiroquetas em particular, onde se inclui Leptospira (Baseado em Teodoro 2009)
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A bactéria pode aderir as células endoteliais, fibroblastos, monécitos e macréfagos,
componentes da matriz extracelular como o colagénio tipo | e IV, laminina, fibronectina e
proteinas do sistema complemento. A viruléncia das estirpes relaciona-se com estas
caracteristicas, aliadas a capacidade de sobreviver ao ataque do sistema fagocitario e do
sistema complemento. As leptospiras ndo patogénicas sdo rapidamente eliminadas da
corrente sanguinea por fagocitose e ativacdo do sistema complemento. As leptospiras
patogénicas sobrevivem, multiplicam-se e desencadeiam uma resposta imunitéria especifica
(Valencia 2014). Ligam-se aos neutrofilos sem serem destruidas, sugerindo a presenca de
um elemento antifagocitico na membrana externa. Quando se inicia a resposta imunolégica
do hospedeiro, a bactéria tende a localizar-se em locais imunologicamente protegidos, como
os TCR proximais, o trato genital e o olho (Constable et al. 2017).

O perfil de proteinas da membrana externa de Leptospira € relativamente complexo,
incluindo lipoproteinas, LPS, peptidoglicanos e endotoxinas que constituem antigénios e que
podem ser responsaveis pela disfuncéo tubular e inflamacgéo. A diversidade dos sorovares
resulta da heterogeneidade estrutural dos carboidratos do LPS da membrana da bactéria
(Greenwood et al. 2012). Enquanto que os LPS variam entre os diversos sorovares, as
proteinas da membrana externa sdo conservadas e possuem fungdes ligadas a adeséo e
colonizacdo (Lafetd 2010; Valencia 2014; Yang et al. 2019). A identificacdo de proteinas
localizadas na superficie externa de Leptospira é de grande importancia. Serdo
possivelmente estas proteinas que estdo envolvidas na interacdo das bactérias com o
hospedeiro, podendo ser potenciais alvos do sistema imunitario (Fraga 2009).

LipL32 é um antigénio de superficie existente apenas entre espécies patogénicas de
Leptospira e é expresso em grandes quantidades, tanto in vivo como in vitro (Teodoro
2009). E a proteina mais abundante nas espécies patogénicas de Leptospira, com uma
massa molecular de aproximadamente 32 kDa (Haake et al. 2000). Est4 implicada em
complexas interacdes entre fatores celulares e extracelulares. Potencia a hemdlise mediada
pela esfingomielinase H e é reconhecida por anticorpos IgM e 1gG na fase aguda da infecao,
bem como na fase de resposta humoral (Fraga 2009).

2.3.4. Fisiopatologia

O contacto com as mucosas ou solugdes de continuidade na pele ou abrasdes permite
a penetracdo de Leptospira nos vasos sanguineos do tecido conjuntivo subcuténeo, que da
acesso aos capilares ou vénulas pés-capilares. A ingestdo pode também ser uma porta de
entrada, no caso de consumo de agua contaminada. A partir daqui, ha uma disseminacéo
sistémica de Leptospira, atingindo todos os 6rgdos, mas principalmente o figado e o rim
(Valencia 2014; Zachary 2017).
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No rim, pela via basolateral, Leptospira atinge os glomérulos e capilares
peritubulares, penetra na parede vascular, atinge o intersticio e por fim os TCR. Pode
também atingir os TCR por via apical, através dos capilares glomerulares, transitando para
0 espaco urinario, pelo filtrado glomerular. Estas duas vias conferem a Leptospirose
caracteristicas de doenca tubulo-intersticial (Zachary 2017).

A localizacdo pés-septicémica de Leptospira nos rins esta associada a nefrite
intersticial focal ou difusa e leséo tubular transitéria aguda (Cianciolo and Mohr 2015). A lise
das células dos tubulos contornados proximais é multifatorial, envolvendo vasculite,
isquémia, lesdo pelos movimentos penetrantes de Leptospira, pelas suas toxinas e enzimas
e ainda por mediadores inflamatérios. Os fatores bacterianos como hemolisinas,
esfingomielinase, fosfolipase e hemaglutininas, presentes na parede celular potenciam
estes processos. Macroscopicamente observam-se focos brancos discretos, lineares e
radiais, correspondentes a necrose tubular cortical e inflamag¢do aguda, combinados com
hemorragias (Zachary 2017). Na evolucdo da doenga ocorrem alteragbes hemodinamicas,
entre as quais diminui¢cédo do fluxo sanguineo renal e diminuicdo da TFG. O padréo envolve
diminuicdo da resisténcia vascular periférica com aumento da participacdo do coragédo. A
hemdlise é o resultado ndo sé da acdo das hemolisinas bacterianas, mas também da
destruicdo imunomediada de eritrécitos. A invasdo direta vai causar edema intersticial e
infiltragcdo mononuclear. As alteragdes do epitélio tubular variam desde tumefacéo, necrose
e descamacdo, podendo formar cilindros no lumen tubular. O padrdo regenerativo do
epitélio tubular em algumas éareas da inflamacdo € atipico, podendo produzir células
gigantes (Cianciolo and Mohr 2015; Yang et al. 2019). A necrose das células dos tubulos
contornados proximais implica a libertacdo de bactérias para o lumen dos referidos tabulos.
Assim, as leptospiras atingem as células da ansa de Henle e, por fim, o0 meio ambiente
através da urina. A Leptospirose renal € responsavel por infiltrados multifocais e
coalescentes que se estendem desde a juncdo corticomedular até a superficie capsular.
Aparecem inicialmente neutréfilos, mais tarde linfocitos e células plasmaticas. Os casos
crénicos sdo acompanhados de fibrose mais ou menos extensa e cicatrizes subcapsulares
(Zachary 2017)

A proteina lipL32 tem acdo direta nas células dos tubulos contornados proximais,
aumentando substancialmente a expressao de citocinas pro-inflamatérias, entre as quais o
fator de necrose tumoral “TNF-a”, fator que pode ser decisivo na doenca renal. A inducdo da
libertacdo de “TNF-a” dos mondcitos ajuda a explicar o dano causado as células endoteliais,
com a resultante hemorragia. A proteina da membrana externa de Leptospira pode também
induzir a fibrose (Constable et al. 2017; Yang et al. 2019).

A mobilidade destas espiroquetas constitui um fator de viruléncia importante, que

lhes permite penetrar na parede vascular, através das células ou pelas jungbes laterais
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intercelulares, com o objetivo de atingir a circulagcdo sanguinea (Valencia 2014; Zachary
2017).

2.3.5. Mecanismos imunologicos

O periodo de incubacao da Leptospirose situa-se normalmente entre os 7 e 0s 12
dias, mas pode ir dos 3 aos 30 dias (Ferreira 2015). A infecdo por Leptospira apresenta-se
com duas fases distintas: a fase aguda e a fase imune ou convalescente. A fase aguda, de
leptospirémia, pode comecar 1 ou 2 dias apés a infecdo, sendo possivel detetar a bactéria
no sangue, na maioria dos 6rgaos e no liquido cefaloraquidiano durante aproximadamente
uma semana. Segue-se uma fase imune ou convalescente, caracterizada pela producdo de
anticorpos e excrecdo de leptospiras na urina. A medida que o hospedeiro vai produzindo
anticorpos especificos, as leptospiras vao desaparecendo da circulacdo sanguinea e dos
tecidos (Valencia 2014; Ferreira 2015; Cianciolo et Mohr 2015; Yang et al. 2019).

2.3.6. Leptospirose em animais

Em animais a Leptospirose é ubiqua. Existem algumas diferencas em relagdo ao
guadro clinico que ocorre nos animais e nos humanos. Além de causar doenga aguda
(septicémia, hepatite, nefrite e meningite), é causa de abortos e nados mortos em animais
de producdo. Normalmente a infecao transmite-se de forma ciclica: os animais portadores
infetam as suas crias e contaminam o solo, contribuindo para a infecdo de outros animais
nesse ecossistema. A infecdo dos fetos ocorre por via transplacentaria durante o periodo
muito limitado de leptospirémia materna, ou por diminuicdo da imunidade uterina aquando
da presenca de leptospiras no trato genital. A infecAdo aguda pode-se manifestar com
disfuncdes de varios 6rgdos, e a triade mais comum é febre, anemia, ictericia e insuficiéncia
renal aguda. Observa-se principalmente em animais jovens, associado a infecdes
acidentais, geralmente em infecdes com estirpes produtoras de hemolisina, como as do
sorogrupo Pomona ou Icterohaemorrhagiae. Se sobreviverem a infecdo aguda, desenvolve-
se fibrose intersticial e atrofia tubular. No figado Leptospira causa lesdes hepaticas de
necrose, que se manifestam por focos brancos ou cinzentos, disseminados aleatoriamente
pelo paréngquima hepético e associados a hemorragia. As lesdes macroscopicas resultantes
da presenca de Leptospira na corrente sanguinea séo vasculite aguda por necrose das
células endoteliais, petéquias e equimoses nas superficies serosas e regido subcutanea
(Cianciolo and Mohr 2015; Zachary 2017; Yang et al. 2019).

A Leptospirose bovina ocorre como resultado de infecdo por uma grande variedade
de sorovares. O sorovar de maior importancia em bovinos na Europa € o sorovar Hardjo,

sendo os bovinos o seu Unico hospedeiro de manutencdo e encaixando-se em duas
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espécies: a mais frequente, L. borgpetersenii sorovar Hardjo (hardjo-bovis) e uma que
aparece em menor escala, L. interrogans sorovar Hardjo (hardjo-prajitno). Este ultimo € o
mais virulento e o maior responsavel pelos abortos. Na América do Norte, América do Sul,
Australia e Nova Zelandia tem também importancia L.borgpetersenii sorovar Pomona tipo
kennewicki. Existem, no entanto, evidéncias de infe¢cdo por outros sorovares como Canicola,
Gruppotyphosa e Icterohaemorrhagiae, entre outros (Cianciolo and Mohr 2015; Zachary
2017; Ellis 2015).

Torna-se importante compreender que esta doenca se manifesta de duas formas
diferentes: a Leptospirose adaptada ao hospedeiro e a ndo adaptada ao hospedeiro. Os
“hospedeiros de manutencdo” ou “reservatério” sdo os animais infetados com estirpes de
Leptospira adaptadas a esse organismo. Nestes animais a doenga apresenta caracteristicas
particulares, descritas na tabela 1. Quando os animais se infetam por espécies de
Leptospira ndo adaptadas a esse hospedeiro, a infecao designa-se acidental. Cada espécie
de Leptospira é adaptada a um ou varios hospedeiros de manutencdo particulares,
comportando-se de forma diferente nos respetivos hospedeiros acidentais. A tabela
seguinte descreve e compara alguns aspetos fisiopatologicos da infecdo nos dois tipos de
hospedeiro (Constable et al. 2017). Os ratos sdo hospedeiros bem adaptados a varios

sorovares, entre os quais Icterohaemorrhagiae e Copenhageni (Lafeta 2010).

Tabela 1 — Comparacdo das caracteristicas da infecdo por Leptospira no hospedeiro de

manutencado e no hospedeiro acidental (baseado em Constable et al. 2017)

Hospedeiro de manutencéao Hospedeiro acidental

Alta suscetibilidade a infecao Suscetibilidade relativamente baixa a infecéo

Patogenicidade relativamente baixa para o o .
) . Alta patogenicidade para o hospedeiro
respetivo hospedeiro

) ] ) Transmiss&o esporadica dentro da espécie
Transmissdo endémica dentro da espécie o _
) _ _ hospedeira; infecao de outras espécies por vezes
hospedeira por meio do contato direto L
de forma epidémica

Tendéncia para causar doenga cronica,
produzindo perdas econdémicas insidiosas Tendéncia para causar doenca aguda grave

(alteracBes reprodutivas)

Persisténcia do agente no rim e por vezes no trato
genital, com excre¢&o cronica através da urina, Fase renal curta

gue aumenta com a idade do hospedeiro

Baixa resposta dos anticorpos a infecéo, com Resposta acentuada de anticorpos a infecéo,
dificuldade de diagnostico. facilitando o diagndstico
Exemplos: sorovar Bratislava em suinos; Exemplo: sorovar Pomona (kennewicki) em
sorovar Hardjo-bovis em bovinos bovinos
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2.3.7. Diagnostico em animais

Perante as dificuldades em reconhecer casos clinicos de Leptospirose, devido a
frequéncia de quadros pouco graves ou assintomaticos, o diagndstico de Leptospirose é
feito com base em procedimentos laboratoriais. Os métodos de diagnostico da Leptospirose
dividem-se em métodos de demonstracdo da presenca do microrganismo e pesquisa de
anticorpos. Incluem cultura ou detecédo de Leptospira ou do seu ADN no sangue e fluidos
corporais, e quantificagdo do titulo de anticorpos no sangue, urina, liquido cefalorraquidiano
ou no muco cervical (Ellis 2015; Constable et al. 2017)

2.3.7.1. Métodos soroldgicos

O Teste de Aglutinagdo Microscopica (TAM) é o método de eleicdo para o
diagnéstico sorolégico da Leptospirose, o teste de referéncia recomendado pela
Organizagcdo Mundial da Saude. Este teste consiste em incubar as diferentes diluicdes do
soro com suspensdes de diferentes sorovares de Leptospira. Faz-se reagir o soro suspeito
com uma suspensao de leptospiras vivas. Em casos positivos observa-se, ao microscopio
em campo escuro, a aglutinagdo dos complexos antigénio-anticorpo. O titulo de anticorpos é
determinado pelo inverso da maior diluicdo de soro no qual ocorreu 50% de aglutinacéo
(Valencia 2014; Pinna 2018).

O Ensaio de Imunoabsorsdo Enzimética (ELISA) é um teste rapido para pesquisa
de anticorpos IgM na fase aguda de infecdo (Teodoro 2009). As preparacdes de antigénios
para detetar anticorpos anti-Leptospira através do ELISA consistem em células inteiras ou
preparacfes de proteinas de membrana externa (PME) e, mais recentemente, PME
recombinantes (Ellis 2015). Estes ultimos reagem com anticorpos dirigidos a espécies
patogénicas de Leptospira, sendo Uteis para reconhecer a doenca clinica, mas com pouco
interesse em estudos epidemioldgicos, ou estudos retrospetivos da doenca cronica, onde o
intuito serd reconhecer o sorovar infetante para a producdo de vacinas. Em contraste,
quando se utilizam antigénios a partir de LPS, o teste sera especifico para determinado
sorogrupo. Um exemplo préatico séo os testes ELISA desenvolvidos para detetar anticorpos
para o sorovar Hardjo no leite de tanque, detetando rebanhos infetados que ndo tenham
sido vacinados (Ellis 2015). O ELISA tem algumas vantagens sobre o TAM: é relativamente
sensivel, é especifico e semiautomatico, usa antigénios mortos e os resultados podem ser
lidos objetivamente. E relativamente mais simples, tendo maior valor como teste de rastreio
sorolégico (Sakhae et al. 2010). Em infe¢Bes crénicas, o teste ELISA tem sensibilidades
muito baixas (Ellis 2015).
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2.3.7.2. Pesquisa de Leptospira

Esta pesquisa pode ser feita homeadamente através de visualizacdo direta em
microscopia de campo escuro, cultura bacteriana ou métodos moleculares de detecdo de
ADN (Ellis 2015). Considera-se o diagnéstico definitivo se for demonstrada infecéo
generalizada por Leptospira em varios 6rgdos em exame post mortem. De igual forma, a
combinacdo de um quadro clinico sugestivo de Leptospirose com a demonstracdo do
agente no sangue ou no leite confirma a doenga (Ellis 2015).

A cultura e isolamento € um processo longo e que exige alguns recursos. O sorovar
Icterohaemorrhagiae cresce e desenvolve-se em menos de duas semanas. O isolamento de
estirpes mais fastidiosas pode demorar até 6 meses e podem exigir suplementacédo do meio
(Ellis 2015). N&o pode ser usado como guia terapéutico, mas fornece informagéo
retrospectiva, podendo contribuir para estudos epidemioldgicos, e para que se tomem
medidas de controlo nos locais onde os casos foram detetados. Durante a incubagéo, as
culturas devem ser examinadas a cada 7 a 10 dias em microscopia de campo escuro. O
namero de leptospiras viaveis na amostra e 0 sorovar em causa determinam o tempo
necessario para o isolamento (Ellis 2015).

A técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR ou Polimerase Chain
Reaction) permite um diagndstico precoce, tem sensibilidade elevada, e ndo requer a
presenca de organismos viaveis. Consiste na amplificacdo enzimatica de um alvo de ADN,
por meio de polimerizagdo realizada por um termociclo (Ferreira 2015). Os ensaios
permitem pesquisar genes presentes em Leptospira spp., Ou genes existentes apenas em
espécies patogénicas de Leptospira, tais como lilL21, lipL32, lipL41 ou ligA e ligB. Os
primers utilizados podem ser especificos para o género Leptospira ou para identificar
espécies patogénicas. Nao é possivel identificar o sorovar, mas em certos casos € possivel
identificar a espécie, através da andlise das curvas de fusdo dos produtos de amplificacao

ou sequenciacao (Ellis 2015; Constable et al. 2017).

3. Material e métodos

3.1. Objetivos do estudo

O objetivo do estudo foi pesquisar espécies patogénicas de Leptospira em rins de
bovino, para avaliar a possivel associacdo entre a infecao por este agente e as lesdes
renais correspondentes a nefrite intersticial cronica que originam a reprovacao destes

orgdos durante a inspec¢ao post mortem.
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Pretendeu-se estudar as causas de reprovacao de rins de bovino nos matadouros,

observando as suas les@es e relacionando-as com as suas possiveis causas.

3.2. Colheita de amostras

A colheita de amostras de rins de bovinos abatidos para consumo humano decorreu
entre os meses de marco e julho de 2018 num estabelecimento de abate de ungulados
domésticos da regido de Lisboa e Vale do Tejo. No total foram colhidos 40 rins
apresentando lesbes macroscopicas correspondentes a nefrite intersticial crénica, de 40
animais com idades variando entre os 11 e os 175 meses. Durante 0 mesmo periodo, 10
rins sem lesdes, pertencentes a 10 animais, foram também colhidos para serem utilizados
como controlo negativo. Os rins pertenciam a bovinos provenientes de um total de 26
exploracdes, correspondendo a uma media de 1,9 animais por exploragdo. Todos 0s rins
foram refrigerados ap0s a colheita até ao processamento no Laboratorio de Inspecao
Sanitaria da FMV-ULisboa, que consistiu na colheita de fragmentos das referidas lesbes,
utilizando pingas estéreis e laminas de bisturi descartaveis, substituidas entre colheitas do
mesmo rim e entre rins, de modo a evitar possiveis contaminagfes cruzadas. Cada
fragmento de rim foi, posteriormente, submetido a analise histopatologica, pelo que foi
conservado em formol tamponado a 10%. A amostra de cada fragmento de rim destinada a
pesquisa de espécies patogénicas de Leptospira foi mantida & temperatura de congelacao (-

20°C) até a extracao de acido desoxirribonucleico (ADN).
3.3. Anadlise histopatologica

As amostras das lesbes renais conservadas em formol tamponado a 10% foram
posteriormente processadas para histopatologia de rotina, com inclusdo em parafina, no
Laboratério de Anatomia Patolégica da FMV-ULisboa. Apds processamento, os cortes de 3
micra de espessura foram corados com Hematoxilina e Eosina para diagndéstico

histopatoldgico das lesdes.

3.4. Extracao de &cidos nucleicos

A extracdo de ADN foi realizada utilizando o kit comercial NZY Tissue gDNA
Isolation Kit (NZYTech, Portugal), de acordo com as indica¢des fornecidas no protocolo do
fabricante. ApoOs a extracdo, a concentracdo e pureza do ADN foi conferida recorrendo a um
espectrofotometro NanoDrop ™ 2000c (Thermo Scientific, EUA), sendo a amostra de ADN

conservada a temperatura de -20°C até ser utilizada.
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3.5. Desenho dos oligonucledtidos iniciadores e protocolo de PCR

O desenho dos oligonucledétidos iniciadores (primers) utilizados neste estudo foi
realizado utilizando o software Primer3Plus, disponivel online, tendo sido encomendados a
STAB Vida Genomics Lab Portugal. Para detetar espécies patogénicas de Leptospira, o
gene lipL32 foi considerado como o alvo de amplificagdo e como controlo interno de
amplificacdo o gene bovino B-actina. As sequéncias utilizadas foram as seguintes: lipL32
For 5 — CGACGGTTTAGTCGATGGAA - 3’; lipL32 Rev 5" — GCATAATCGCCGACATTCTT
— 3; pB-actina For 5 - ACTTGCCGAGAAAACGAGAT - 3; pB-actina Rev 5
GTCACCTTCACCGTTCCAGT - 3, dando origem, respetivamente, a produtos de
amplificacdo com 227 e 123 pares de bases de extensao.

Todas as amplificagGes foram realizadas num sistema de PCR VWR ™ Doppio com
um volume total de 25 pl por reacéo, contendo 2.5 U de Supreme NZYTaq 2x Green Master
Mix (NZYTech, Portugal), 0,4 uM de cada primer e 5 pl de ADN molde da amostra a ser
testada. De modo a proceder & amplificacdo dos &cidos nucleicos, as reacdes foram
submetidas as seguintes condi¢cdes: passo inicial de desnaturacdo a 95°C durante 5
minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, hibridacdo a 55°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos, finalizando com uma extensao a 72°C
durante 5 minutos. As reagbes foram executadas em duplicado utilizando em cada uma
apenas um dos pares de “primers” ja referidos. Em cada ensaio foram preparadas reacoes
sem a adicdo de ADN molde como controlos negativos. A reprodutibilidade do método
acima descrito foi testada repetindo 40% do total de amostras selecionadas de forma
aleatoria. Como controlo positivo de amplificacdo foi usado ADN extraido a partir de um
isolado de Leptospira interrogans sorogrupo Icterohaemorrhagiae sorovar Copenhageni,
gentilmente cedido pela Doutora Teresa Rocha do Instituto Nacional de Investigacéo Agraria
e Veterinaria (INIAV, Portugal). Foi realizada eletroforese em gel de agarose para verificar o

peso molecular dos fragmentos amplificados.

3.6. Andlise Estatistica

A associacdo estatistica entre a presenca de ADN de espécies patogénicas de
Leptospira e lesBes de nefrite intersticial cronica foi verificada através do Teste Exato de

Fisher (R-Stat verséo 3.0.2). Para tal, foi considerado o nivel de significancia a de 0,05.

4. Resultados

Os resultados estéo representados na tabela 2 e na tabela 3.
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Tabela 2 — Resultados da pesquisa por PCR do gene lipL32 de Leptospira

Rim/ Resultado Positivo Negativo Total P
Nefrite Intersticial 10 30 40
Normal 0 10 10 0,179
Total 10 40 50

Tabela 3 — Resultados da pesquisa por PCR do gene lipL32 de Leptospira de acordo

com o género

Sexo/ Resultado Positivo Negativo Total P
Masculino 10 28 38
Feminino 0 12 12 0,092
Total 10 40 50

Podemos observar que 25% dos rins com lesdes de nefrite intersticial cronica
revelaram-se positivos para espécies patogénicas de Leptospira, sendo que 100% desses
animais eram do sexo masculino. Os resultados positivos ocorreram em duas das
exploracdes testadas.

A nefrite intersticial crénica foi confirmada por histopatologia em todos 0s rins
colhidos com apresentacdo macroscopica compativel com esse tipo de lesbes. Ao
microscopio foi possivel observar infiltrados inflamatérios de células mononucleadas e

fibrose intersticial (figura 4).

Figura 4 — Observacéo da infiltracdo de células mononucleadas no intersticio (imagem

gentilmente cedida pelo Dr. Jodo Cota)
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Tabela 4 — Frequéncia de resultados positivos e negativos de acordo com intervalos de

idades
Meses 11-13 14-16 18-22 41-50 53-175 Total
Positivos 4 6 0 0 0 10
Negativos 9 21 4 3 3 40
Total 13 (26%) | 27(54%) | 4(8%) 3(6%) 3(6%) 50

5. Discussao

Nas ultimas décadas tém sido desenvolvidos métodos laboratoriais baseados no
ADN, que estdo a ser amplamente aplicados no estudo de Leptospira. O objetivo é
encontrar métodos precisos, capazes de detetar a infecdo em estagios iniciais, com um
pequeno nimero de leptospiras nas amostras, e que sejam econdmicos e suficientemente
simples para serem utilizados com facilidade em laboratério. Os métodos moleculares
asseguram a biosseguranca, por nao utilizar bactérias vivas em laboratério (Ferreira 2015).
Sao mais rapidos e mais sensiveis que a cultura bacteriana, e detetam a infecdo por
Leptospira antes da producgdo de anticorpos (Podgorsek et al. 2020).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase, sendo uma reacdo enzimética, € sensivel a
inibidores, substancias originadas a partir da amostra ou introduzidas durante o
processamento, que tém um efeito negativo na reagéo, e que diminuem a sensibilidade
deste teste. Se estas substancias inibirem a reacdo por completo, podem originar resultados
falsos-negativos (Schrader et al. 2012). Por exemplo, a pesquisa de Leptospira por PCR em
produtos do aborto pode originar problemas devidos aos inibidores que resultam da autélise
dos tecidos (Ellis 2015). No presente estudo, o tempo entre a colheita dos rins e o
processamento foi sempre relativamente curto, e os rins foram colocados em refrigeracao
(4°C) imediatamente apés a colheita. O material biolégico estava por isso em boas
condigbes, ndo sendo espectavel que existissem inibidores resultantes da autdlise dos
tecidos capazes de alterar significativamente os resultados. A ureia pode degradar a
Polimerase, mas a sua agdo € apenas critica quando presente em concentracdes
significativas (Schrader et al. 2012). A sua influéncia como inibidor poderia eventualmente
ser posta em causa se a analise fosse feita a partir de urina. O controlo interno feito pela
amplificacdo do gene B-actina de bovino torna pouco provavel que tenha ocorrido inibicdo

da reacdo de PCR ou problemas na extracdo de ADN.
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A detecdo de ADN de Leptospira através de PCR a partir da urina € considerada
altamente sensivel e especifica para identificar bovinos cronicamente infectados e a
excretar o agente. Permite detetar animais positivos com resultados sorolégicos negativos
(Ellis 2015; Constable et al. 2017). Pode ser uma boa escolha em animais vivos para detetar
infecdo subclinica. A excrecao intermitente de Leptospira na urina é comum, e como tal a
falha em demonstrar a presenca de Leptospira huma amostra de urina ndo exclui a
possibilidade de infecdo crénica. Em bovinos, a leptospinudria pode persistir por um periodo
entre 10 a 118 dias, com niveis maximos de excrecdo na primeira metade deste periodo.
Leptospira pode persistir no rim por periodos muito maiores do que aqueles em que é
possivel demonstrar a espiroqueta na urina (Constable et al. 2017). O epitélio dos TCR é o
local ideal para a multiplicacdo e disseminacdo das leptospiras. E uma zona rica em
nutrientes provenientes do filtrado glomerular e facilita a disseminacéo das bactérias para o
exterior, através da urina (Valencia 2014). Por ultimo, o pH e a osmolaridade intracelular nos
TCR permitem a sobrevivéncia de Leptospira (Yang et al. 2019). Assim, a pesquisa de
Leptospira a partir do rim, um Orgdo privilegiado para a persisténcia de Leptospira em
animais, € uma escolha adequada para estudos realizados em animais abatidos. Além
disso, a colheita da amostra terd menores probabilidades de contaminagéo se for feita a
partir do rim.

Os métodos moleculares para detecdo de Leptospira, incluindo o PCR, fornecem
resultados precoces e precisos (Yang et al. 2019). Dadas as caracteristicas deste teste
(elevada sensibilidade e especificidade), a aplicagdo de boas praticas em laboratorio (que
evitam a contaminag¢do das amostras), a escolha do tipo de amostras e a utilizacdo de um
protocolo que inclui controlos internos, controlos positivos e controlos negativos, que
correram como esperado, considera-se pouco provavel que ocorram resultados falsos-
negativos ou falsos-positivos.

A infiltracdo mononuclear observada nos resultados histopatolégicos € indicativa de
ativacdo das cascatas de inflamacao, e pode ser um indicio indireto da presenca de um
agente infecioso, apesar de poder ter outras etiologias. A presenca de fibrose intersticial
indica que a doenca ja esta na fase cronica.

Para detetar Leptospira em fluidos corporais, a microscopia de campo escuro é um
método rapido, mas falta-lhe sensibilidade e especificidade. Os artefactos no sangue
podem originar falsos positivos, e a natureza transitoria da bacteriémia torna dificil a
detecdo de Leptospira no sangue ou no leite. Mais dificil se torna quando os animais sé&o
submetidos a antibioterapia antes da colheita das amostras. Em amostras de urina a

excrecao intermitente de Leptospira pode impedir a sua detecdo. A administracdo de
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diurético pode ajudar a resolver este problema. A presenca de leptospiras no trato genital,
nos rins ou ha urina pode significar que o animal é apenas portador (Ellis 2015).

A imunofluorescéncia e a coloragdo imunohistoquimica sdo métodos apropriados nos
casos em que os animais morrem, sendo a imunofluorescéncia direta particularmente Gtil no
diagndstico de infecdo fetal (Ellis 2015). A presenca de Leptospira em fetos abortados ou
nados-mortos, nos seus fluidos corporais e 6rgdos internos como rim, figado, pulmao,
cérebro, glandula adrenal, linfonodos mesentéricos ou conteddo géstrico, € interpretada
como diagnostico de Leptospirose ativa no feto e Leptospirose crénica na mée. Se a infegéo

for apenas no tecido placentario, ndo se considera evidéncia de infecao fetal (Ellis 2015).

5.1. Pesquisado gene lipL32

No presente estudo, a detecdo, por PCR, do gene lipL32 (que codifica a proteina
lipL32) em 25% dos animais com lesBes de nefrite intersticial cronica, sugere a
possibilidade de a bactéria ter estado presente, em algum momento, nestes bovinos.
Detetou-se a presenca de um gene de Leptospira, que pode estar presente sem que a
bactéria esteja viva ou sequer integra na sua estrutura morfolégica. A incapacidade do
PCR de diferenciar ADN de células bacterianas viaveis ou mortas prejudica a estimativa do
risco epidemiolégico (Ferreira 2015). Embora um teste PCR positivo identifique a presenca
de Leptospira (Ellis 2015), este ndo permite confirmar a sua viabilidade no momento da
colheita.

Uzal et al. (2002) tentaram estabelecer uma relagdo entre Leptospira e rins com
lesdes de nefrite intersticial cronica. Para isso, em contraste com o teste PCR realizado no
presente trabalho, Uzal et al. (2002) recorreram ao TAM e a Técnica de cultura e
isolamento da bactéria, obtendo resultados, na sua maioria, negativos. A identificacdo de
animais cronicamente infetados por Leptospira através de testes sorolégicos ou cultura
bacteriana é dificil, tal como a correspondente confirmacédo de Leptospirose como sendo a
causa direta de perdas reprodutivas em animais de producdo (Constable et al. 2017). A
recuperacao da fase aguda da doenca coincide com o fim da septicémia e aparecimento de
anticorpos circulantes, normalmente entre a primeira e a segunda semanas de infe¢éo
(Ellis 2015). Nos referidos estudos, caso a bactéria tenha sido responsavel pelas lesées em
causa, esta ndo estaria viavel ou passivel de se cultivar na maioria dos casos, e 0s
anticorpos nao estariam em titulos detetaveis (Uzal et al. 2002). A cultura e isolamento tem
100% de especificidade, mas sensibilidade muito baixa, devido, por exemplo, & possivel

contaminag&o com outros microrganismos, e ao tempo entre a colheita e o processamento
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das amostras. Os requisitos de isolamento, as técnicas de cultivo e a interpretacdo dos
resultados sdo, por vezes, enormes desafios em laboratério. Os métodos de pesquisa do
micorganismo sdo adequados nas seguintes situa¢des: na fase de bacteriémia inicial da
infecdo (pesquisa no sangue ou leite); em casos fatais, fetos abortados ou nados mortos,
em que pode existir infecdo em varios 6rgdos; na fase de convalescenca, em que
Leptospira se localiza nos locais imunologicamente protegidos, mas podendo ser detetada
na urina, produtos do aborto ou no humor aquoso (Ellis 2015).

O Teste de Aglutinagcao Microscépica € também um teste de alta complexidade, pois
implica preservar uma grande cole¢céo de estirpes de Leptospira, obriga ao manuseamento
de estirpes viaveis em laboratério, 0 que acarreta perigo biolégico, e é um teste moroso e
restrito a laboratérios de referéncia internacional. A sua sensibilidade aumenta em animais
em convalescenca, cujos titulos de anticorpos no soro sdo elevados, mas a colheita de
amostras nesta fase é dificil, impedindo por vezes a confirmagdo dos casos (Ellis 2015;
Constable et al. 2017; Yang et al. 2019). O TAM é o método mais frequentemente utilizado
para determinar a prevaléncia em rebanhos. Nao permite, no entanto, a dete¢do da doenca
em fases muito precoces, uma vez que sO é possivel encontrar anticorpos especificos 5 ou
7 dias ap6s o aparecimento dos primeiros sinais clinicos. O TAM apresenta assim algumas
dificuldades que o tornam pouco pratico como método de diagndstico de rotina da
Leptospirose. A sua complexidade justificou o desenvolvimento de outros testes (Teodoro
2009).

Uzal et al. (2002) conseguiram isolar Leptospira borgpeterseni sorovar Hardjo a partir
de urina de uma vaca e a partir de urina e rins de outra vaca, ambas com lesfes de nefrite
intersticial cronica. Embora os dois casos representem uma infima parte da amostra total
(118 bovinos com as referidas lesdes), estes resultados evidenciam que existe pelo menos
a hipétese de em alguns animais com aquelas lesdes, o agente infecioso permanecer
viavel, com possibilidade de causar doenca, e com a agravante de estar possivelmente a
ser excretado na urina.

Os resultados estatisticos do presente estudo sdo inconclusivos quanto a uma
possivel relacdo entre lesdes de nefrite intersticial cronica e a possibilidade de infecao por
Leptospira. No entanto, perante a existéncia de resultados positivos, e dadas as
caracteristicas clinicas desta doenca, sera razoavel pensar que pelo menos uma parte das
lesbes de nefrite intersticial cronica encontradas durante o exame post mortem possam

corresponder a casos crénicos de Leptospirose.

29



5.2. Frequéncia de Leptospira como causa de nefrite intersticial

crénica

Embora os “rins com manchas brancas” (WSK) sejam muitas vezes associados
empiricamente a uma consequéncia de infecdo prévia por Leptospira, a informacéo
cientifica sobre essa relacdo € limitada. Estas lesbes podem representar uma sequela de
bacteriémia de uma grande variedade de agentes infeciosos, tais como Escherichia coli,
Salmonella spp. ou Brucella spp e ndo devem ser considerados patognoménicos de
Leptospirose (Uzal et al. 2002; Constable et al. 2017). No presente trabalho, as lesdes
testadas para PCR que revelaram resultados negativos podem ter resultado da influéncia de
outros agentes infeciosos que ndo Leptospira. Além disso, ndo se exclui a possibilidade de
ter existido infecdo prévia por Leptospira, sem que o0 gene pesquisado estivesse presente,
concretamente, nas lesdes submetidas a analise.

Azizi et. al. (2012) realizaram, na regido do sudoeste do Irdo, uma pesquisa do gene
lipL32 por PCR em 24 rins de bovino com manchas brancas e referem que o0s seus
resultados indicam que estas lesdes se relacionam com a presenca de Leptospira. Segundo
Taghadosi et al. (2016), estudos feitos em Shiraz (Iréo) referem que a associacao estatistica
entre WSK e a infegdo por espécies patogénicas de Leptospira em bovinos era elevada.
Nally et al. (2018), nos EUA, reconheceram que 0s bovinos constituem perigo zoonético
como hospedeiro reservatorio. Nesse estudo foram feitas colheitas de urina diretamente da
bexiga de animais enviados para o matadouro, tendo sido reconhecida a excrec¢éo ativa de
Leptospira. Também os estudos de Taghadosi et al. (2016) concluiram que existe risco de
transmissdo a humanos, particularmente elevado para os trabalhadores de matadouros,
veterinarios e agricultores.

Alguns autores relativizam a importancia dos WSK, uma vez que normalmente
aparecem como achados acidentais em inspecdo sanitaria (Uzal et al. 2002), sem sinais
sugestivos de doenca infeciosa ativa nos animais. De qualquer forma, além do aspeto
repugnante e da alteracdo de consisténcia que impedem estes rins de serem aprovados
para consumo humano, a possibilidade da presenca de agentes infeciosos implica sempre
que os rins com este tipo de lesdes sejam reprovados (Uzal et al. 2002). No presente
estudo, os resultados apresentados na tabela 2 ndo permitem estabelecer uma relagdo
entre a presenca de lesGes renais de nefrite intersticial cronica e a presenca de ADN de

Leptospira, uma vez que ndo existe nenhuma associacao estatisticamente significativa.

30



5.3. Leptospirose em bovinos

Na tabela 3, verificamos que o valor P (0,092) é superior ao valor a considerado.
Como tal, ndo € possivel dizer, a partir destes dados, se a Leptospirose em bovinos é ou
ndo mais frequente em machos. A analise foi estatisticamente ndo significativa, mas note-se
que apenas 12 dos 50 animais testados (6%) eram fémeas.

O impacto econdémico da Leptospirose em bovinos € causado maioritariamente
devido a problemas reprodutivos. A maioria das infe¢bes por Leptospira em exploragbes de
bovinos estdo associadas a abortos, nados mortos, nascimento de bezerros fracos e
diminuicdo da producéo de leite (Constable et al. 2017). As manifestacdes graves, como
hemoglobinuria, febre, anemia, ictericia e dispneia devido & congestao pulmonar ocorrem
em bezerros infetados com sorovares acidentais, especialmente o sorovar Pomona. Pode
observar-se edema do pulméao e hepatomegalia com zonas de necrose em redor das veias.
Em vacas, os problemas na producéo de leite estdo associados essencialmente ao sorovar
Hardjo (hardjo-prajitno), mas podem resultar de infecdo por qualquer sorovar. Pode ocorrer
agaladxia ou libertagcdo de pequenas quantidades de leite com consisténcia de colostro,
coagulos espessos e coloracdo amarelada. Ha uma quebra na producéo leiteira e pirexia
transitoria. O Ubere fica flacido e mole, sendo todos os quartos afetados. O aborto pode
ocorrer durante a fase aguda ou durante a convalescenca, varias semanas depois, ou
mesmo sem doenga clinica prévia. A forma cronica da doenca em vacas gravidas,
associada aos sorovares Hardjo e Pomona, origina abortos, nados-mortos ou nascimento
de bezerros prematuros e fracos. Os bovinos em fase terminal apresentam nefrite intersticial
multifocal (Cianciolo and Mohr 2015; Constable et al. 2017). As vacas reprodutoras
desempenham, por isso, um papel fundamental nas perdas econémicas resultantes da
Leptospirose em exploracdes de bovinos.

Taghadosi et al. (2016) observaram uma relacéo direta entre 0 aumento da idade e o
aumento significativo de diferentes lesdes renais. A observacdo da tabela 5 indica-nos que a
maioria dos animais testados tinham entre 14 e 16 meses (54%). Ainda assim, ndo houve

animais positivos com mais de 16 meses.

5.4. Importancia do Diagnhdstico

O diagnéstico de Leptospirose pode ser pertinente por varias razdes, ndo sO para
confirmar a doenca clinica, mas também para avaliar o estado imunolégico de um rebanho
no ambito de programas de controlo ou erradicacdo da doenca, ou ainda para avaliacdo do

estatuto imunoldgico individual de animais que serdo comercializados ou introduzidos em
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rebanhos indemnes. Tendo em conta os quadros possiveis da doenca, é necessario
diferenciar a Leptospirose de outras situacbes, nomeadamente quando ocorrem quebras
repentinas de producao leiteira ou doencgas que causem insuficiéncia hepatica, insuficiéncia
renal, abortos, nados-mortos, bezerros fracos ou infertilidade (Ellis 2015). O diagnéstico
diferencial da doengca aguda em bovinos inclui doencas que causem anemia hemalitica,
com ou sem hemoglobindria, entre as quais Babesiose, Anaplasmose ou Hemoglobinaria
Bacilar. Em caso de aborto, as suas causas devem ser distinguidas, sendo as mais
frequentes a Rinotraqueite Infeciosa Bovina, Toxoplasmose, Neosporose, Micoplasmose,
Diarreia Viral Bovina ou Brucelose. Ha que ter em conta os programas de vacinagdo em
vigor na exploracéo e os dados epidemioldgicos da area geografica em causa. Na presenca
de quebras repentinas da producgédo leiteira devemos considerar doencas respiratorias e
mudancas de maneio ou de alimentacdo (Constable et al. 2017).

O diagndstico laboratorial da Leptospirose pode ser realizado numa fase precoce por
PCR. Os testes soroldgicos, mais econémicos que os métodos moleculares, como o ELISA-
IgM e o TAM, possuem baixa sensibilidade na fase inicial da doenga, uma vez que os titulos
de anticorpos podem ser indetetaveis ou muito baixos. Estes e outros problemas técnicos
laboratoriais e a frequéncia de quadros clinicos pouco graves e inespecificos justificam que
a Leptospirose seja uma doenca subdiagnosticada. O baixo ndamero de casos
diagnosticados, por sua vez, diminui a probabilidade desta doenca ser considerada em
diagnésticos diferenciais por parte dos clinicos, o que nos deixa hum circulo vicioso que
impede uma avaliacdo precisa do estatuto sanitario desta doenca em Portugal (Medeiros
2019).

A identificacdo do sorovar de Leptospira pode ser util para determinar a importancia
clinica do caso, a provavel fonte de infecdo, para distinguir casos esporadicos de possiveis
surtos e também para avaliacdes epidemiol6gicas. Uma vantagem do TAM € a sua
especificidade para o sorogrupo e sorovar, em compara¢do com outros testes (Who 2003).
O teste de absor¢ao de aglutinagcdo cruzada identifica as estirpes ao nivel do sorovar, mas é
um teste muito moroso e apenas possivel em alguns laboratérios, ndo sendo rotineiramente
utilizado (Cianciolo and Mohr 2017).

A detecdo de anticorpos numa amostra ndo € prova de infecdo ativa, uma vez que
0s anticorpos podem persistir por longos periodos apos a infecdo. A soroconversao,
baseada na identificacdo de titulos de anticorpos consecutivamente maiores ao longo de
varias analises separadas no tempo, € considerada diagnéstico de infecao ativa (WHO
2003).

Num estudo realizado na Tanzania (Mgode et al. 2015) em amostras de urina de
varias espécies animais, verificou-se, através do TAM, entre outras associacdes entre

sorovar e hospedeiro, as seguintes: Sokoine em bovinos e roedores; Mwogolo e Lora em
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roedores e Kenya em roedores e musaranhos. Os sorovares mais frequentes na regido séo
o sorovar Sokoine e o Kenya, presentes em diversos vertebrados, incluindo peixes e
humanos. Trabalhos como estes permitem melhorar os estudos de prevaléncia de
Leptospirose, devido a inclusdo dos sorovares referidos no painel de antigénios do TAM.

Estdo atualmente a ser exploradas diversas técnicas moleculares. Contudo, estas
técnicas requerem equipamentos especiais caros e procedimentos laboriosos e requerem a
presenca de grandes quantidades de ADN de alta qualidade (Ferreira 2015).

A especiacao seria importante para identificar melhor a provavel fonte de infecéo e
para distinguir casos esporadicos de possiveis surtos (Ferreira 2015). A eletroforese em gel
de campo pulsado revelou padrbes coincidentes com os sorovares. Existem estudos
baseados em ensaios de RT-PCR capazes de detetar e identificar algumas espécies de
Leptospira em tecidos. Algumas variacdes dos métodos moleculares permitem obter
padrdes de bandas com o objetivo de discriminar as espécies. A técnica RT-PCR € mais
rapida, mais simples e menos sujeita a contaminacao (Greenwood et al. 2012, PodgorSek et
al. 2020).

Os métodos baseados em sequéncias, tais como a técnica “Multi-Locus Variable-
Number Tandem-Repeat Analysis” (MLVA) e “Multi-Locus Sequence Typing” (MLST),
podem produzir informagfes significativas em relagdo a um sorovar. A técnica de MLVA
baseia-se na detecdo de diferengas no numero de copias de sequéncias de ADN repetidas
em tandem, fornecendo informagBes quanto a diversidade evolutiva de Leptospira e
adequando-se ao estudo de surtos regionais. Na abordagem MLST, varios genes de
manutencdo de um isolado séo amplificados e sequenciados em ambas as cadeias. Estes
métodos, embora exigindo pessoal qualificado e equipamentos caros, sao reproduziveis e
distinguem com eficiéncia os sorovares. Os dados resultantes destas técnicas podem ser
partilhados pela comunidade cientifica e sdo adequados para biocomputacdo e analise
estatistica. Futuramente é previsivel que se padronizem o0s esquemas de genotipagem e
que se chegue a identificacdo de sorovares por sequenciagdo integral do seu genoma
(Ferreira 2015).

5.5. Prevaléncia de Leptospira

Nas regifes temperadas Leptospira tem uma incidéncia sazonal, coincidindo com os
maiores periodos de chuvas. A incidéncia na Europa e nos paises desenvolvidos em
geral estd predominantemente relacionada com questdes ocupacionais e de exposicao
recreacional. Nestas zonas a doenca surge associada a atividades aquaticas de lazer ou a

certas profissbes de risco (veterinarios, agricultores, mineiros, trabalhadores de
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saneamento, de pecudria, de matadouro, militares) que implicam um maior contacto, direto
ou indireto, com a agua, solo e/ou produtos contaminados pela urina dos animais infetados
(Greenwood 2012; Medeiros 2019; Yang et al. 2019).

A humidade dos solos é o fator mais importante para a persisténcia do
mircrorganismo (Constable et al. 2017). Os solos e zonas com aguas superficiais albergam
uma grande diversidade de espécies ndo patogénicas de Leptospira, e outras cuja viruléncia
ainda ndo esta claramente estabelecida (Vincent et al. 2019). A resisténcia desta bactéria no
ambiente e a facilidade de disseminacdo, em grande parte através dos roedores,
contribuem para que o controlo da Leptospirose se revele um grande desafio (Greenwood et
al. 2012; Medeiros 2019).

Em Portugal, Delgado (2020) recolheu, nos distritos de Lisboa e Setubal, amostras
de agua (lagos, rios, fontes publicas e bebedouros), solo e amostras biolégicas (sangue,
urina, figado, rim, pulméo, bago) de roedores capturados nas proximidades dos locais de
colheita das amostras ambientais. Foi amplificado ADN de espécies patogénicas de
Leptospira em 35% das amostras de agua, 9% das amostras dos solos e em 79% das
amostras dos roedores. Os resultados da sequenciagdo revelaram a prevaléncia de duas
espécies patogeénicas: Leptospira interrogans e L.borgpetersenii.

Segundo os dados obtidos por Moreira (2012), existe alguma relagdo entre a
notificacdo de casos de Leptospirose humana com os meses de maior pluviosidade,
nomeadamente janeiro, fevereiro e margo. No entanto, é importante referir que ndo existem
informagdes publicadas relativamente & maior probabilidade de bovinos estarem infetados
por Leptospira, sendo que ndo € possivel estabelecer uma possivel associacdo com

periodos de maior pluviosidade.

5.6. Situacdo em Portugal

Em Portugal a Leptospirose esta incluida na lista de doencas de declaracdo
obrigatéria em humanos (Despacho n.° 12513-B/2019). O centro de Portugal Continental e o
arquipélago dos Acores sdo as zonas mais afetadas (Moreira 2012). Nos Agores tém sido
implementados programas de prevengdo, controlo e vigilancia, principalmente nas ilhas
mais povoadas, Sao Miguel e Terceira (IHMT-UNL). Entre 1996 e 2010 foram notificados
734 casos de Leptospirose humana em Portugal. A maioria dos casos ocorreram nos meses
de maior pluviosidade do pais (Moreira 2012). Segundo o Centro Europeu de Prevencgéo e
Controlo das Doencgas, em 2018 foram reportados 802 casos de Leptospirose em humanos
na Europa, dos quais 69 foram em Portugal, tendo ocorrido 2 mortes no pais. Segundo

Ferreira (2015), os sorogrupos mais predominantes sdo Icterohaemorrhagiae e Ballum,
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sendo o sorogrupo Pomona reportado apenas na zona continental do pais. A estirpe L.
kirschneri sorovar Mozdok tipo 2 sé foi isolada em Portugal.

Lima (2008) reconheceu, em soros de vacas nao vacinadas, na illha de Sdo Miguel
(Acores), através do TAM, os sorogrupos Sejroe e Icterohaemorrhagiae como dois dos mais
frequentes na regido. Silva (2017) verificou que o sorovar Hardjo estava presente no efetivo
bovino de aptidao leiteira em 75% das exploracdes da ilha Terceira, recorrendo a técnica de
ELISA indireto, com amostras colhidas no tanque de leite. Estes estudos permitem
aumentar a consciencializacdo dos produtores e dos Médicos Veterinarios que trabalham
com as exploragoes.

Os testes sorologicos efetuados em 208 bovinos num estudo realizado no Brasil
(Pinna et al. 2018) mostraram que 37% dos animais tinham anticorpos anti-Leptospira,
sendo 0 mais comum o sorogrupo Sejroe, e 63,9% eram positivos pela técnica de PCR.

Neste estudo, as exploracbes com animais positivos representam menos de 8% do
total de exploragfes testadas. O facto destas exploracfes estarem localizadas na mesma
regido, remete-nos para a hipétese de existirem nessa determinada regido condicbes
edafoclimaticas mais propicias a manutengdo de Leptospira no ambiente e
consequentemente nas exploracdes de bovinos, embora essas caracteristicas ndo tenham

sido contempladas no presente estudo.

5.7. Causas mais frequentes da reprovacéao de rins de bovino

Nourmohammadzadeh et al. (2010) fizeram um estudo da prevaléncia de lesdes
renais em gado bovino no Irdo, colhendo aleatoriamente amostras de 405 bovinos
clinicamente saudaveis, abatidos em matadouro. Apenas 8,6% dos animais apresentavam
lesBes renais, sendo na sua grande maioria lesdes de nefrite intersticial (85.7%). No Brasil,
no estado do Acre, Israel et al. (2014) referem que 29,66% dos rins reprovados eram devido
a nefrite e quistos renais, superando mesmo a reprovacao de figados (13,46%). Num estudo
realizado na Argélia (Mahouz et al. 2015), foram detetadas lesbes em 55 de 300 animais
saudaveis (22.66%), sendo a nefrite intersticial e a glomerulonefrite as lesdes mais
frequentes.

Em Portugal, Teixeira (2002) verificou que as nefrites ndo especificas foram a maior
causa de reprovacédo de rins no matadouro do Cachao (72%), seguido de petéquias (13%) e
quistos renais (9%). A congestdo, hemossiderose e amiloidose foram registadas como
causas residuais de reprovagéao de rins.

Cabrita (2014) estudou as causas de reprovacdo de carcacgas e visceras de bovino

num matadouro na Regido de Lisboa e Vale do Tejo e verificou que a taxa de reprovacao de
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rins era de 7,8%, sendo a maioria devido a calculos renais (5,49%), nefrite (1,2%) e
hidronefrose (0,63%), entre outras causas.

Uma pequena parte dos rins reprovados para consumo humano estéo incluidos em
casos em que as carnes sdo totalmente reprovadas, como por exemplo na presenca de
pneumonia purulenta ou neurofiboromatose. Ha ainda a referir as reprovacfes de rins por
conspurcacéao, com conteldo fecal ou outro (Cabrita 2014).

Oliveira (2016) registou, durante a inspecéo post mortem de um total de 796 bovinos,
a reprovagdo de rins em que 192 apresentavam lesdes de nefrite intersticial crénica,

representando uma taxa de reprovacao de cerca de 24%.

5.8. Controlo e prevencao

Os principios do controlo da Leptospirose numa exploracdo sdo baseados na
interrupcao direta ou indireta da transmissdo da infecdo. A vigilancia epidemioldgica
permite-nos compreender fatores como o numero de animais infetados, os sorovares
implicados, hospedeiros de manutenc@o e risco de transmissdo. O objetivo € ndo sé
controlar a infecdo numa espécie em particular, mas também reduzir o risco zoonotico.
Deve ser privilegiada a vigilancia em espécies animais que representam grandes perdas
econdmicas, com um histérico conhecido de serem hospedeiros de manutencdo da
Leptospira e espécies identificadas em estudos da doenca em humanos (Ellis 2015). A
espécie bovina, aqui estudada, € uma delas. Os métodos de diagndstico dependem também
dos objetivos: controlar a doenga clinica, imunizar uma populacdo ou erradicar a doenga.

Os métodos de controlo passam pela vacinacdo, antibioterapia, pesquisa do perfil
imunologico de uma populacéo, identificagdo e remocao de animais infetados e controlo dos
roedores (Ellis 2015). O controlo com antibidticos é utilizado para eliminar portadores. A
vacinagdo é feita com vacinas a partir de sorovares que causam a doenga numa area
geografica em particular (Constable et al. 2017). As vacinas de uso veterinario sao
compostas por bactérias inativadas pela acdo do calor ou formol (Fraga 2009).

O primeiro passo é identificar a fonte de infe¢cdo original, que podem ser animais
clinicamente afetados, produtos do aborto, animais portadores, espécies selvagens
existentes no ambiente e fontes contaminantes ambientais, como zonas com agua
(Constable et al. 2017). A probabilidade de infecdo dos bovinos por Leptospira sorovar
Hardjo aumenta pela aquisicdo de outros animais, pastoreio em terrenos onde existem
outras espécies ou acesso a cursos de agua contaminados. Os produtores com rebanhos
em elevado risco de contaminacdo e cujo valor individual de cada animal é consideravel

devem vacinar todo o rebanho (Constable et al. 2017). As taxas de infecdo em vacas
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leiteiras em estabulacdo permanente séo baixas, embora se possa especular que as dietas
gue originam um pH acido da urina sejam um fator de reducéo da transmisséao (Ellis 2015).

Em caso de surtos numa exploragdo, em que aparecam frequentemente casos de
doenca clinica, com detecdo de titulos crescentes de anticorpos, deve-se adotar um
conjunto de medidas. E necessario tratar os animais com sinais clinicos e os animais
positivos, vacinar os animais negativos, e transferir o efetivo para uma zona limpa.
Idealmente devem-se fazer testes numa fase posterior, para avaliar a taxa de transmisséo.
Se os casos forem esporadicos, é razoavel tratar ou refugar os animais infetados (Constable
et al. 2017).

Perante estas consideragdes, reconhece-se que estudos como o que aqui foi
realizado contribuem para a vigilancia epidemioldgica, estimulando a consciencializagéo e a
criacdo de programas de controlo doenca.

Dadas as dificuldades técnicas no diagndstico de Leptospirose, a vacinacgao,
particularmente em animais, tem-se revelado uma solucdo atraente para reduzir o impacto
desta doenca (Hartwig et al. 2010). O titulo de anticorpos induzido pelas bacterinas é baixo
para o TAM, mas produz imunidade protetora por pelo menos 12 meses (Constable et al.
2017). As vacinas incluem normalmente cinco ou seis sorovares de Leptospira interrogans
representantes de varios sorogrupos, com o objetivo de espoletar rea¢des cruzadas do
sistema imunitario. Este principio acarreta algumas falhas de eficacia vacinal, por auséncia
de algum sorovar prevalente na regido e por o periodo de prote¢do da vacina nem sempre
ser suficiente. A formulacdo de vacinas especificas para cada rebanho, apos estudo dos
sorovares é uma solucéo (Lafeta 2010).

Em ambientes endémicos, em que circulem sorogrupos semelhantes de Leptospira
com soroprevaléncia elevada, seria importante implementar uma vacina atenuada para a
populacdo humana de risco. Por exemplo, na llha de S&o Miguel, Leptospira inativada
pertencente ao sorogrupo Icterohaemorrhagiae constituiria uma vacina apropriada para os
trabalhadores de profissbes de risco, uma vez que este € o sorogrupo infetante mais
frequente (Medeiros 2019).

A vacinacdo em humanos esta restrita a individuos com profissdes de alto risco e
quando ocorrem inundacdes e epidemias. Por exemplo, em Cuba, onde a Leptospirose é
uma doenga endémica, estd disponivel uma vacina humana trivalente. A vacina de
Leptospira Icterohaemorrhagiae inativada, seria apropriada para a populacdo de risco da
llha de Sdo Miguel, nos Acores, uma vez que este € o sorogrupo infetante mais frequente
nesta zona endémica. A quimioprofilaxia pode ser uma solu¢cdo quando a exposi¢ao a curto

prazo em humanos € inevitavel (Medeiros 2019).
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6. Conclusao

A Leptospirose em animais de producdo ganha relevancia econdmica,
principalmente devido a alteracfes reprodutivas. O controlo dos roedores é essencial, visto
que este é o hospedeiro de manutencdo mais comum, mas revela-se também de grande
importancia aferir o impacto que as espécies pecuarias tém na manutencao e perpetuacao
da doenca.

A dindmica de propagacdo da infecdo dentro de espécies ou grupos de animais
acontece de forma ciclica: um animal portador, sobrevivente de uma infecdo aguda infeta
outros animais, nhomeadamente os seus descendentes. Os hospedeiros de manutencgdo,
que excretam o agente durante longos periodos e dificilmente sdo reconhecidos como
animais infetados, revelam-se essenciais na perpetuacdo da doenca nos ecossistemas. Por
outro lado, os hospedeiros acidentais tém quadros clinicos mais graves e podem originar
surtos epidémicos. Reconhece-se, portanto, que as dindmicas biol6gicas da Leptospirose
acarretam grandes problemas na salde publica e na saude animal.

Os resultados positivos alertam para a existéncia de algum grau de risco para a
saude publica.

O risco sanitario nos matadouros pode ser minimizado principalmente pela formacao
e sensibilizacdo dos trabalhadores para o cumprimento de métodos de trabalho seguros e
boas praticas de higiene. Bactérias como Staphylococus spp., Proteus spp., Escherichia
coli, Enterobacteriaceae ou Salmonella spp., ou outros agentes ubiquos s@o presenca
comum nestes ambientes, e as medidas de prevengdo permanentemente em vigor que
visam impedir a contaminacao ou infecdo por estes agentes podem ser uma mais valia para
paralelamente prevenir, também, a infecdo por Leptospira a partir das carcagas e visceras.
A vacinagdo sistematica de humanos fora do contexto ocupacional ndo serd adequada,
dado o elevado grau de imprevisibilidade no contacto com diferentes sorovares.

A Leptospirose tem vindo a ganhar especial atencdo na comunidade cientifica
internacional, em parte devido ao surgimento de surtos de Leptospirose humana em paises
desenvolvidos. Cré-se que as alteracdes climaticas e a importacdo da doenca a partir de
areas endémicas, devido ao turismo, possam ter contribuido para estas situagfes. A
persisténcia de populagdes sem condicdes basicas de saneamento em paises em
desenvolvimento contribui também para as preocupacfes referentes ao aumento da
prevaléncia de doengas infeciosas, nas quais a Leptospirose se inclui.

Existem cada vez mais estudos sobre Leptospira e Leptospirose. A biologia
molecular veio revolucionar a classificacdo do Género Leptospira, podendo por vezes

causar alguns problemas de comunicacdo entre cientistas na identificacdo das diversas
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espécies e variedades de Leptospira. Estes serdo problemas menores, que precisam de ser
acertados, para que se possa entender a biologia molecular como uma ferramenta que
complementa a informacéo fenotipica e estimula o desenvolvimento de novas técnicas de
diagnéstico ao servico das populacdes. Tanto os métodos sorolégicos como 0s métodos
moleculares tém as suas vantagens e limitacbes, contribuindo ambos para a comunidade
cientifica.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase é cada vez mais usada como o método padréo
para detetar e caracterizar microrganismos e marcadores genéticos em Varios tipos de
amostras. A determinacdo dos sorovares € um fator importante e algumas das novas
técnicas moleculares baseadas em sequéncia de ADN tém-se mostrado promissoras na
distingdo dos sorovares e no conhecimento da epidemiologia e taxonomia da Leptospira.
Por agora, os meios de diagndstico sdo complexos, mas futuramente € previsivel que se
padronizem os esquemas de genotipagem e se chegue a identificacdo de sorovares por
sequenciacao integral do seu genoma.

A variabilidade do quadro clinico da Leptospirose, as dificuldades do diagnéstico e a
auséncia de programas de Vvigilancia epidemiolégica continuada e abrangente,
principalmente em paises em desenvolvimento, sdo alguns dos fatores que dificultam a

caracterizacao do panorama mundial da doenca.
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