UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

U I.ISB[]A ‘ EE”B"E:FESDIEAUE

LEPTOSPIROSE: PREVALENCIA EM BOVINOS DA RACA FRISIA HOLSTEIN NA ILHA
DE S.MIGUEL (ACORES)

CARLA ALEXANDRA DE SOUSA SANTOS

ORIENTADOR:

Doutor Joao Nestor das Chagas e
Silva

TUTORA:

Dra. Patricia Melo Miranda

2022



UNIVERSIDADE DE LISBOA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

U LISBOA ‘ UNIVERSIDADE

<<‘%C,\,\L DA D '~

LEPTOSPIROSE: PREVALENCIA EM BOVINOS DA RACA FRISIA HOLSTEIN NA ILHA
DE S.MIGUEL (ACORES)

CARLA ALEXANDRA DE SOUSA SANTOS

DISSERTACAO DE MESTRADO INTEGRADO EM MEDICINA VETERINARIA

JURI
PRESIDENTE:
Doutora Maria Manuela Castilho
Monteiro de Oliveira
VOGAIS:
Doutora Ana Rita Barroso Cunha de
Sa Henriques
Doutor Joao Nestor das Chagas e Silva
2022

ORIENTADOR:

Doutor Joao Nestor das
Chagas e Silva

TUTORA:

Dra. Patricia Melo Miranda



Anexo 3 - DECLARAGAO RELATIVA AS CONDICOES DE REPRODUGAO DA TESE OU DISSERTAGAO

e Q) Neoadier 1 Seus Sanimd
Titulo da Tese ou Dissertagao: Q (A
de;ﬂmpam:pnwaec‘ﬂdc\ em bovnes o Ralg Faisic Holslexn no alvgn 84 S Megfue ©ten)

Ano de conclusdo (indicar o da data da realizago das provas publicas) 022

Designagao do curso de
Mestrado ou de
Dout : ;
. e Mearado I:xk%]sb em Mediuno \/p\rm AR &
Area cientifica em que melhor se enquadra (assinale u )
[ Clinica () Produgdo Animal e Seguranga Alimentar

[ Morfologia e Fungao [XSanidade Animal

Declaro sob compromisso de honra que a tese ou dissertagdo agora entregue corresponde a que foi aprovada pelo jun
constituido pela Faculdade de Medicina Veterinaria da ULISBOA

Declaro que concedo a Faculdade de Medicina Veterinaria e aos seus agentes uma licenca nao-exclusiva para arquivar e
tornar acessivel, nomeadamente através do seu repositorio institucional, nas condigbes abaixo indicadas, a minha tese ou
dissertagdo, no todo ou em parte, em suporte digital

Declaro que autorizo a Faculdade de Medicina Veterinaria a arquivar mais de uma copia da tese ou dissertagdo e a, sem
alterar o seu conteddo, converter o documento enfregue, para qualquer formato de ficheiro, meio ou suporte, para efeitos de
preservagao e acesso.

Retenho todos os direitos de autor relativos a tese ou dissertago, e o direito de a usar em trabalhos futuros (como artigas
ou Ivros).

Concordo que a minha tese ou dissertagdo seja colocada no repositorio da Faculdade de Medicina Veterinaria com o seguinte
estatuto (assinale um):
1. A Disponibilizagao imediata do conjunto do trabalho para acesso mundial;
2 [ Disponibilizagdo do conjunto do trabalho para acesso exclusivo na Faculdade de Medicina Veterinaria durante
o periodo de [] 6 meses, [] 12 meses, sendo que apos o tempo assinalado autorizo 0 acesso mundial”,

* indique o motivo do emibargo (OBRIGATORIO)

Nosexemptaresdasdsserbqﬁesdemsuadowt&sesdedommmnmmmgmparaamsméodepmsna
Universidade e dos quais € obrigatoriamente enviado um exemplar para deposito na Biblioteca da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade de Lisboa deve constar uma das seguintes declaragdes (incluir apenas uma das trés):

1 E AUTORIZADA A REPRODUGAO INTEGRAL DESTA TESE/TRABALHO APENAS PARA EFEITOS DE
|NVESTIGA(;AO, MEDIANTE DECLARAGAO ESCRITA DO INTERESSADO, QUE A TAL SE COMPROMETE.

2. EAUTORIZADA A REPRODUGAO PARCIAL DESTA TESE/TRABALHO (indicar, caso tal seja necessario, n® maximo
de paginas, ilustragdes, graficos, etc) APENAS PARA EFEITOS DE INVESTIGAGAO, MEDIANTE DECLARAGAO
ESCRITA DO INTERESSADO, QUE A TAL SE COMPROMETE

3 DE ACORDO COM A LEGISLAGAO EM VIGOR NAO E PERMITIDA A REPRODUGAO DE QUALQUER PARTE
DESTA TESE/TRABALHO.

Faculdade de Medicina Velerinaria da Universidade de Lisboa, /. de _Huum__ de 2020
(indhcar aqu: & data da realzago das provas pablicas)

Assinatura Mamﬂm_mm

s m—



AGRADECIMENTOS

O curso de Medicina Veterinaria foi sem duvida a viagem mais longa e grandiosa que
realizei. Foi um percurso com muitas alegrias, desafios, realizacdes pessoais e também,
algumas tristezas. Contudo, esta viagem so foi possivel gracas a presenca de determinadas
pessoas gque com o seu apoio e forca me incentivaram a continuar a cada dia.

Queria deixar um profundo agradecimento a todos os familiares, amigos e professores
que fizeram esta viagem comigo e contribuiram de alguma forma para o0 meu desenvolvimento
pessoal e profissional, deixando em mim um pouco de si e tornando-me uma pessoa melhor
a cada dia. De uma forma particular queria agradecer:

Ao0s meus pais e irma.

A minha m&e, um exemplo de coragem e perseveranca, muito obrigada por nunca
desistires de mim.

Ao meu pai, 0 meu heréi, tantas vezes acreditei em mim, porque tu acreditavas.
Obrigada por me ensinares que todos os sonhos sao possiveis de realizar, basta trabalhar.

A minha irm4, a companheira de uma vida, a minha alma gémea, obrigada. Fazes
parte de mim.

Ao meu namorado e amigo, por toda a paciéncia, companheirismo e compreensao.
Obrigada por estares comigo desde o primeiro ano desta aventura e por todas as palavras de
encorajamento.

Ao meu orientador e professor, Doutor Jodo Nestor Chagas e Silva, que aceitou
prontamente ser 0 meu orientador e se mostrou sempre disponivel para me ajudar. Obrigada
também pelo incentivo e apoio na elaboracdo desta dissertacao.

Um especial obrigado, a minha tutora e agora amiga, Dra. Patricia Miranda por toda a
paciéncia, partilha de conhecimento e carinho durante o meu estagio curricular.

As “amigas Agorianas”, Maria Ana, Veronica Pires, Cristina Rita e Andreia Carvalho,
obrigada por serem o meu suporte e a minha familia longe de casa.

Aos amigos que me ajudavam a ter vontade de continuar e de regressar, a cada dia,
a universidade, Joana Gomes, Beatriz Fernandes, Beatriz Mendoza, Sara Rocha, Catarina
Pires, César Santos e Rui Batarda. Muito obrigada por tornarem a estadia em Lisboa mais
leve e feliz.

E por ultimo, as amigas de sempre, Liliana Pinto, Ana Silva, Silvia Carvalho, Andreia
Maia, Catarina Queirds, Silvia “GNR”, Marlene Felisberto e Ana Resendes, obrigada por
fazerem do meu sonho o vosso sonho, por todos os conselhos e apoio em cada regresso a

casa.



RESUMO

Leptospirose: Prevaléncia em Bovinos da Rac¢a Frisia Holstein na Ilha de S. Miguel

(Acores)

A Leptospirose € uma zoonose referenciada a nivel mundial, que é continuamente
negligenciada ao longo dos anos, devido ao seu dificil diagndstico.

A realizacéo deste estudo tem como foco trés objectivos principais: dar a conhecer aos
produtores, através da utilizagdo de um panfleto informativo, elaborado pela autora, o impacto
desta doenca para 0 Homem e seus animais; avaliar a prevaléncia da Leptospira através da
pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. e realizacdo de um inquérito epidemioldgico que
permitisse a obtencéo de informacdo mais detalhada do maneio produtivo das exploragdes.

Durante o periodo de Maio de 2021 a Fevereiro de 2022, foram colhidas 287 amostras
sanguineas de fémeas da raca Frisia Holstein de 16 explora¢des, pretendendo obter-se uma
amostra de 20% do efectivo de cada exploragéo.

Das amostras recolhidas, verificamos que 45 (15,7%) revelaram um resultado positivo
para a presenca de Leptospira e 242 (84,3%), um resultado negativo.

As exploragbes onde foi possivel observar um maior nUmero de casos positivos
localizaram-se: na Achadinha, com 10 amostras positivas; nas Furnas, com 8 amostras
positivas e em S. Bras com um total de 6 amostras positivas.

No total, verificou-se a presenca de 17 serovares diferentes, sendo possivel distinguir
um maior nimero de reacc¢des positivas nos serogrupos L. interrogans e L. borpetersenii.

No qgue concerne ao conhecimento da doenga, embora os produtores estivessem
conscientes sobre o que é a doenca e as suas formas de transmisséo, ainda existem factores
relacionados com o maneio reprodutivo e produtivo da exploragcéo que podem ser melhorados
tendo em conta os resultados agora obtidos face ao inquérito realizado.

Em conclusdo, sendo que a Leptospirose é considerada um problema de saude
publica de elevada importdncia nos Acores, este trabalho teve um papel relevante no
conhecimento dos principais serovares que atingem as exploracfes estudadas, permitindo a
adopcdo de medidas preventivas de forma a contribuir para uma melhoria das condi¢bes

sanitarias de todos os individuos presentes na exploracao.

Palavras-chave: Leptospirose, Agores, Prevaléncia, Saude Publica, Bovino



ABSTRACT
Leptospirosis: Prevalence in Frisia Holstein cattle on S. Miguel insland (Azores)

Leptospirosis is a worldwide referenced zoonosis, continuously neglected over the
years due to its difficult diagnosis.

This study focuses on three main objectives: to inform producers, through the use of
an informative pamphlet created by the author, about the impact of this disease on humans
and their animals; to evaluate the prevalence of Leptospira through the investigation of anti-
Leptospira spp antibodies; and to carry out an epidemiological survey that allowed obtaining
more detailed information on the productive management of farms.

From May 2021 to February 2022, 287 blood samples were collected from Frisian
Holstein females from 16 farms to obtain a sample of 20% of the herd of each farm.

Of the samples collected, we found that 45 (15.7%) had a positive result for the
presence of Leptospira and 242 (84.3%) had a negative one.

The farms where it was possible to observe the highest number of positive cases were
the following: Achadinha, with ten positive samples; Furnas, with eight positives; and S. Brés,
Six positives.

Overall, we found 17 different serovars, where it is possible to distinguish a higher
number of positive reactions in the serogroups L. interrogans and L. borpetersenii.

Regarding the knowledge of the disease, although the producers were aware of what
it is and its forms of transmission, there were still factors related to the reproductive and
productive management of the farm that could be improved, taking into account the results
obtained from the survey.

In conclusion, since Leptospirosis is considered a public health problem of high
importance in the Azores, this work was essential to know the main serovars that affect the
studied farms. It also allowed for the adoption of preventive measures in order to contribute to

an improvement in the sanitary conditions for all individuals present on the farm.

Key-Words: Leptospirosis, Azores, Prevalence, Public Health, Cattle
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1. RELATORIO DA CASUISTICA

1.1. CARACTERIZACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O arquipélago dos Agores € constituido por nove ilhas. Entre elas destaco a ilha de
Sao Miguel, que tem como uma das principais actividades econdmicas a producao de leite e
lacticinios.

O meu estagio curricular, que visou a elaboracdo da dissertacdo de Mestrado
Integrado de Medicina Veterinaria realizou-se na Associagdo de Jovens Agricultores
Micaelenses (AJAM), com sede no Centro de Bovinicultura, nos Arrifes (Ponta Delgada, S&o
Miguel).

Através da realizacdo de pesquisa e contactos com colegas Médicos Veterinarios,
produtores e residentes locais, a Leptospirose foi-me apontada como uma das zoonoses com
maior impacto a nivel de saude publica nos Agores, devido ao elevado numero de casos
diagnosticados nos ultimos anos, no arquipélago.

O estudo da prevaléncia desta zoonose, permite-nos realizar uma planificagdo de
medidas de prevencdo e de controlo em saude publica através da implementacdo e
aconselhamento de boas praticas e da gestdo dos animais positivos e dos possiveis grupos
de risco.

No seguimento da minha pesquisa, e dada a importancia em termos de saude publica
em geral e da saude animal em particular, para a AJAM, decidiu-se estudar a prevaléncia
desta zoonose em exploracdes localizadas em diferentes zonas geogréficas da ilha.

A realizacdo deste estudo pretendeu ajudar os produtores a conhecer melhor o
impacto desta zoonose no seu dia-a-dia, € minimizar as perdas econémicas por ela causadas,
por estar estreitamente relacionada com o aborto em bovinos de leite.

Os objectivos desta dissertacdo foram: (1) a avaliacdo da prevaléncia da Leptospirose
através da pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp; (2) a divulgacao junto aos produtores
de um panfleto informativo, elaborado pela autora, que visava contextualizar, consciencializar
e dar a conhecer o impacto da doenca, tanto para o Homem, como para 0s seus animais, e
por ultimo, (3) a realizacdo de um inquérito epidemioldgico que permitisse dar a conhecer as
caracteristicas e 0 maneio das exploragfes estudadas.

Devido a existéncia de outros trabalhos anteriormente desenvolvidos na ilha, foi-me
sugerido seguir um perfil epidemioldgico que Ihes desse seguimento, de forma a compreender
o desenvolvimento desta zoonose em S&o Miguel, e obter-se uma imagem mais precisa da

situagdo na ilha.



1.2. CASUISTICA

O estéagio curricular realizado na AJAM teve a duracdo de seis meses na area de
clinica e dez meses direccionados para a recolha de amostras e tratamento de dados
relativamente a Leptospirose bovina. Nos primeiros seis meses de actividades clinicas
acompanhei a minha tutora, Dra. Patricia Miranda, participando na anamnese e contencéo
dos animais, nos exames fisicos, na realizacdo de pequenas e grandes cirurgias e, na
discusséo de diagndsticos diferenciais, do diagndstico definitivo e das possiveis abordagens
terapéuticas.

Nas tabelas 1 e 2 encontram-se descriminados 1141 casos clinicos, agrupados por
area clinica, expressos em frequéncia absoluta (Fi) e frequéncia relativa (Fr). Os casos
apresentados, tal como se pode verificar ndo correspondem apenas a espécie bovina (raca
Frisia Holstein), mas também a outras espécies que nos iam aparecendo pontualmente ao

longo do estagio.

Tabela 1 - Casos clinicos acompanhados ao longo do estagio.

Area Clinica Doenca/ Cavalos Ovelhas Cabras Porcos Cées
Procedimento Fi Fr (%) | Fi Fr (%) | Fi Fr (%) | Fi Fr (%) | Fi Fr (%)
Pneumologia Pneumonia 5 71,42
Reproducao Cesariana 1 100
Gastroenterologia Diarreia 2 28,57 3 75
Dermatologia
Neurologia Tétano 1 50
Ortopedia Fractura 2
3,33
Claudicacdo 1 25
Oncologia 2
3,33
Eutanéasia 1 50 2
3,33
Total 2 100 7 100 1 100 4 | 100 6 100




Tabela 2 - Casos clinicos em vacas Frisias Holstein acompanhados durante o estagio

Area Clinica Doenca/Procedimento Vacas Touros Vitelos
Fi Fr (%) Fi Fr (%) Fi Fr (%)
Pneumologia Pneumonia 48 5,05 2 33,33 57 9,86
Reproducéo Parto Vivo 15 1,58
Nado-Morto 2 0,21
Cesariana Vivo 3 0,31
Nado-Morto 1 0,11
Parto Distdcico 8 0,84
Torcao Uterina 10 1,05
Prolapso Uterino 3 0,32
Vaginal 2 0,21
Retencao Placentéria 24 2,52
Diagnéstico de gestacao 12 1,36
Strep. Uberis 4 0,42
S. Aureus 1 0.11
Mastites E. coli 31 3,26
Gangrenosa 9 0,95
Traumatica 1 0,11
Gastroenterologia Diarreia 23 2,42 44 30,77
Deslocamento Direita 6 0.63
do abomaso Esquerda 15 1,58
(DA)
Correccao Direita 2 0,21
cirargica (DA) | Esquerda 12 1.36
Torg¢do intestinal 2 0,21
Diarreia + Pneumonia 20 2,10 25 17,48
Timpanismo 4 0,42
Prolapso Rectal 1 0,11
Reticulo peritonite 2 0,21
traumatica
Cardiologia Arritmias 3 0,32
Cardiomegalia 1 0,11
Urologia Cistite 2 0,21
Dermatologia Abcesso 1 0,11 2 1,40
Fotossensibilizagdo 3 0,32 1 16,7 1 0,70
Doencas Meningite — Streptococcus 2 1,40
infecciosas pneumoniae
Clostridiose — Clostridium 3 0,32
perfringes tipo D
Oftalmologia Queratoconjuntivite 4 0,42 1 16,7 6 4,20
traumatica/infecciosa
Carcinoma terceira 9 0,95
pélpebra
Ortopedia Claudicacdo 3 0,32 1 16,7
Fractura 2 0,21 1 16,7 2 1,40
Artrite 3 0,32 1 0,70
Oncologia 1 0,11
Sindrome de Vaca 31 3,26
Caida
Eutanasia 20 2,10 3 2,10
Necrépsia 5 0,53
Desparasitagéo 316 33,23
Vacinacao 283 29,76
Total 951 100 100 143 100




2. INTRODUCAO A LEPTOSPIROSE

2.1. DEFINICAO E HISTORIA

A leptospirose € uma zoonose com importancia a nivel mundial que tem sido
negligenciada ao longo dos anos devido as dificuldades encontradas no diagnéstico clinico e
laboratorial (Verma et al. 2019).

O agente da Leptospirose pertence ao género Leptospira e € constituido por 21
espécies (que sao baseadas no grau de parentesco do seu ADN), 25 serogrupos e 250
serovares (Aqgib et al. 2019), estimando-se uma incidéncia superior a 500.000 casos por ano
em todos os continentes, a excepcao da Antartida (Caetano 2012). O serovar é a unidade
taxondmica basica utilizada para a classificacdo de Leptospiras (Machry et al. 2010), sendo
que, 0 serogrupo é composto por serovares que possuem afinidade antigénica (Thomson,
1990).

A Leptospirose foi descrita pela primeira vez em 1886, por Adolph Weil em Heidelberg,
gue a caracterizou como sindrome de Weil devido a presenca de sinais clinicos como
esplenomegélia, ictericia e nefrite (Levett 2001).

No ano de 1907 surge a designacdo de Leptospira interrogans, quando Stimson
através da técnica de impregnagdo em prata, revela aglomerados de espiroquetas nos tubulos
renais de um paciente. Esse nome foi atribuido pelo facto das espiroquetas terem terminais
em forma de gancho que se assemelhavam a pontos de interrogacéo (Rodrigues 2008).

Em 1915, numa convengdo no Instituto de Doencgas Infecciosas de Kitasato, Inada
refere que o organismo associado a Leptospirose € Spirochaeta icterohaemorrhagiae. Dois
anos depois, é anunciada a descoberta desta bactéria nos rins do rato castanho (Rattus
norvegicus) e que a composicdo quimica da agua e do solo contribuiam para o seu
desenvolvimento (ldo et al. 1917).

O primeiro caso descrito em Portugal por Luis Figueira, data de 1931. Contudo sé na
década de 40 é que Fraga de Azevedo realiza um estudo epidemioldgico e de diagnéstico
gue teve a duracao de 30 anos e foi realizado no formato de um inquérito serolégico de
diferentes espécies animais. Nos anos oitenta, Collares-Pereira reinicia estes estudos,
incluindo para além dos animais domeésticos e silvaticos os seres humanos (Gongalves 2009).
Todavia, apesar da realizac@o de todos estes avancos, € s6 em 1987 que a Leptospirose se
torna numa doencga de declaracéo obrigatdria em todas as espécies animais (Caetano 2012).

Em Portugal, para se proceder ao diagnostico de Leptospirose é necessario contactar

o Laboratério Nacional de Investigacdo Veterinaria. Porém o Laboratério



Veterinario Regional dos Acores mantém uma unidade funcional desde 1993, para o auxilio
no diagndstico de animais do Arquipélago.

Nos bovinos, a Leptospirose foi diagnosticada pela primeira vez em 1940, na Rlssia e
em 1944, nos Estados Unidos por Junghrr. Posteriormente, na década de 80, a
Leptospirose foi documentada como uma doenga com grande impacto econémico nos caes,
bovinos, cavalos, ovelhas e cisnes (Adler 2015a).

A pesquisa sobre a Leptospira, nos ultimos dez anos tem vindo a acentuar-se devido
a descoberta de novas caracteristicas biologicas, assim como pela compreensdo de novos
mecanismos de interac¢do entre este agente patogénico e os mamiferos a nivel celular e
molecular (Adler 2015).

Ao longo dos anos, foram varias as designacdes atribuidas a Leptospirose para além
da sindrome de Weil tais como: na China, Ictericia dos apanhadores de arroz; no Japao, Febre
outonal; nos Estados Unidos, Gripe dos trabalhadores dos esgotos; na Europa, Doenca dos
tratadores de porcos e, nas ilhas dos Agores como a Doenca dos ratos (Gongalves 2009).

2.2. ETIOLOGIA

A Leptospirose é um problema planetério de

Saude Pdblica, Veterinaria e Humana, causada
pela espiroqueta patogénica do género Leptospira,

que é capaz de se disseminar pelos tecidos dos

animais, podendo contribuir para o aparecimento

de doenga crénica nos animais hospedeiros (Junior ] ) ]
Figura 1 - Electromiografia de Leptospira
2010). (45,0000x) (Vijayachari 2007)

O género Leptospira (Figura 1) é composto
por espiroquetas méveis, gram-negativas, aerdbios obrigatérios da familia Leptospiraceae
com importancia em Medicina Humana e Medicina Veterinaria (Quinn et al. 2011; Goldstein
2010). A sua forma é filamentosa, com aproximadamente 0,1 a 0,3 um de didametro e um
comprimento entre 6 a 20 um. As suas extremidades tém uma forma de gancho podendo
sobreviver no meio ambiente até 6 meses (Constable et al. 2017).

As bactérias pertencentes ao grupo Leptospira encontram-se normalmente num
ambiente quente e humido (Callan 2015), com um crescimento 6ptimo a temperatura de 28-
30°C (Constable et al. 2017) e com um pH 7,2-8,0, sendo que a sua taxa de sobrevivéncia
diminui quando as condi¢cdes de temperatura estdo abaixo dos 10°C ndo sobrevivendo ao

congelamento (Callan 2015).



2.3.SEROVARES

A classificacdo taxonémica do género Leptospira € tida como confusa e de dificil
percepcdo. Contudo, actualmente podem ser encontrados dois sistemas de classificacdo: o
antigénico e o genotipico (Medeiros 2019).

No sistema de classificacdo antigénico, o serovar é considerado a unidade basica
sistematica para classificar a Lepstospira spp, sendo que geneticamente sao agrupados em
serogrupos (Constable et al. 2017). Estes serogrupos sdo compostos por serovares que
partilham antigénios comuns, que durante a realizacdo dos testes de deteccdo de anticorpos
conduzem a reaccbes cruzadas (Greene et al. 2012).

Durante muitos anos foram reconhecidos dois grupos: L. interrogans, sensu lato, onde
se encontravam identificados mais de 250 serovares patogénicos e a L. biflexa, sensu lato,
gue englobava as espécies saprofitas do organismo (Constable et al. 2017). Segundo Brenner
et al. (1999), a L. biflexa pode ser encontrada na superficie de &gua doce e nos solos humidos,
sendo raramente isolada nos humanos ou animais.

Nos bovinos, os serogrupos indicados como tendo um caracter patogénico de maior
relevancia sdo: L. pomona, L. icterohaemorrhagiae, L. canicola, que podem ser transmitidos
por hospedeiros ndo especificos e, L. hardjo transmitida por um hospedeiro especifico
(Thompson and Goodrich 2018).

A variedade de serovares existente é reconhecida através da realizacdo de um
teste de absorcdo de aglutinagdo cruzada (Cross-Aglutinin  Absorption Test — CAAT).
Contudo, este teste, € demorado e de dificil execucdo, existindo poucos laboratérios de
diagnéstico que o realizam. Desta forma, os serovares ndo sdo determinados e no seu lugar,
€ determinado qual o serogrupo atravées do teste de aglutinagdo microscopica
(Microagglutination Test — MAT). Os serogrupos, todavia ndo sdo valorizados a nivel
taxonémico, mas sédo relevantes na formulagdo de um diagndéstico e a nivel epidemiolégico
(Constable et al. 2017).

No sistema de classificagdo genotipico/molecular a base de classificacdo utilizada é
a espécie gendmica e as Leptospiras sao identificadas com base na hibridizacdo ADN-ADN
(Machry et al. 2010).

Das espécies gendmicas foram reconhecidas dez espécies pertencentes ao grupo das
Leptospiras patogénicas: L. alexianderi, L. alstonii, L. borpetersenii, L. interrogans (sensu
stricto), L. kirschneri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii L. kmetyi e L. mayottensis; seis
espécies no grupo das Leptospiras intermédias: L. fainei, L. inadai, L. broomii, L. licerasiae, L.
venezuelensis, e L. wolffi; e sete espécies pertencentes as Leptospiras néo
patogénicas/saprofitas: L.idonii, L. biflexa (sensu stricto), L. terpstrae L. meyeri, L. yanagawae,
L. vanthielii e L. wolbachi (Soares 2018).



Por outro lado, Thompson e Goodrich (2018) utilizam uma classificacdo diferente.
Apresentam a existéncia de pelo menos 21 espécies que sdo organizadas em 3 grupos
baseados em caracteristicas como: a analise filogenética (no gene ribossomal 16S), a
hibridacdo ADN-ADN, o seu crescimento in vitro, a patogenicidade e a viruléncia da espécie.
Esta classificacdo vem pois contribuir para a evidéncia da complexidade mencionada

anteriormente, na classificacdo da bactéria pertencente ao género Leptospira.

2.4. EPIDEMIOLOGIA

A Leptospirose pode ser encontrada em todo o mundo, aparecendo em zonas
tropicais, subtropicais e em climas temperados (Sugunan 2007). Todavia, a presenca de
determinados serovares é especifica de determinadas zonas geogréficas (Ellis 1984).

A nivel epidemiolégico, fica mais facil compreender a Leptospirose quando
classificamos a doenca em duas categorias relativamente ao seu grau de adaptagdo ao
Hospedeiro, isto é, se 0 agente esta ou ndo adaptado. Frequentemente, cada serovar esta
adaptado a determinado hospedeiro podendo, contudo, adaptar-se a varios hospedeiros e
estes serem portadores de distintos serovares, em simultaneo. Isto acontece devido ao
caracter dinamico e complexo do ciclo de transmisséo de cada serovar (Hartskeerl et al. 2011).

Antigamente, a Leptospirose era descrita como uma doenca ocupacional devido a
associacao feita a individuos com actividade agro-pecuéria, em minas, em esgotos, em zonas
militares e na clinica veterinaria (Bharti et al. 2003). Posteriormente, foi associada a elevados
indices pluviométricos, encontrando-se melhores condi¢cdes climaticas para o0 seu
desenvolvimento nas regifes subtropicais e tropicais (Mottola el al. 2015).

Devido ao baixo poder econdmico, mau saneamento basico e baixo poder econémico
da populacio, alguns paises como a Asia, América Latina e Africa, sdo gravemente afectados
(Mottola el al. 2015).

Na Europa, a situagdo relativamente a Leptospirose ndo sofreu alteragbes
significativas nos ultimos anos, contudo verificou-se um ligeiro aumento do nimero de casos,
na Franca, Russia, Alemanha e Itélia, relacionados com alteracdes climatéricas e outros
factores ambientais (Pappas et al. 2008).

Em Portugal, especialmente na regido Centro do Continente e nas ilhas de S. Miguel
e Terceira, verificou-se que a Leptospirose tem sido apontada, nos ultimos 20 anos, como
sendo um problema emergente de salde publica (Vieira et al. 2006).

No arquipélago dos Acgores, as condigbes de temperatura e humidade médias
justificam a elevada disseminacéo das Leptospiras, apontando-se para o aparecimento de um

elevado numero de casos, no intervalo entre Setembro e Janeiro. O grau de



consciencializacao dos clinicos e da populacdo em geral, aliado ao numero crescente de
roedores na llha, sdo trés dos factores importantes que contribuem para o aumento do nimero
de casos ja reportados (Mottola et al. 2015).

A Sociedade Internacional de Leptospirose (ILS) realizou uma pesquisa por varios
paises e verificou a existéncia de uma média anual de hospitalizacbes de casos severos de
cerca de 10.000 individuos (Sugunan 2007).

2.5. TRANSMISSAO

A Leptospirose € caracterizada como sendo uma infeccdo bacteriana zoonética que
se difunde entre diferentes espécies de animais de forma ciclica. Como a bactéria pode
infectar diferentes hospedeiros animais, o ciclo é relatado como sendo complexo e dinamico
(Santos 2015).

A bactéria do género Leptospira foi encontrada em mais de 180 espécies de animais,
e a transmissédo ocorre através de mamiferos, apesar de ja terem sido encontradas em aves
e répteis (Guerra 2009).

Alguns serovares sdo capazes de se adaptar ao hospedeiro, passando estes a
denominar-se hospedeiro de manutencao/hospedeiro reservatério. Nestes casos, o animal
ndo apresenta qualquer sinal clinico, mas continua a libertar grandes quantidades de
Leptospiras, sendo também designados por portadores crénicos (Guerra 2009).

Os hospedeiros de manutencao séo responsaveis pela contaminagdo ambiental e de

outros individuos, sendo estes Ultimos denominados de hospedeiros acidentais (Tabela 3).

Tabela 3 - Hospedeiros de manutencdo e acidentais mais importantes dos serovares de L.
interrogans (Quinn et al. 2011)

Serovar Hospedeiro de Manutencéo Hospedeiro Acidental
Bratislava Porco, Ouri¢o, Cavalo Céao
Canicola Céo Porco e Vaca
Grippotyphosa Roedor Porco, Vaca, Céo e Cavalo
Hardjo Vaca (ocasionalmente ovelha) e Cervo Humanos
Icterohaemorrhagiae Rato Animais domésticos e
Humanos
Pomona Porco e Vaca Ovelha, Cavalo e Céo




Os hospedeiros acidentais, quando contaminados pela Leptospira spp., apresentam
normalmente uma baixa susceptibilidade para o desenvolvimento da doenca, comportando-
se como transmissores pouco eficientes da mesma (Quinn et al. 2011).

Nos humanos, as portas de entrada para Leptospira podem ser cortes, abrasées ou
as mucosas (oral, conjuntival e vaginal) (Haake and Levett 2015). A sua transmissao pode
ocorrer de uma forma directa, de animais para humanos, através da urina, placenta ou leite
(Vijayachari et al. 2015; Aquib et al. 2016) ou mais comummente de uma forma indirecta,
através do ambiente, pelo contacto com o solo ou 4gua, contaminados com a urina de
individuos infectados (Greene et al. 2012; Haake and Levett 2015). No entanto, este tipo de
transmissao implica que a bactéria tenha capacidade de sobreviver por longos periodos de
tempo no ambiente e que consiga de alguma forma, adaptar-se as diferentes condi¢cées do
ambiente e do hospedeiro (Santos 2015).

Recentemente, demonstrou-se que existem determinadas Leptospiras patogénicas
gue ndo sdo resistentes quando se encontram no meio ambiente, como por exemplo os
serovares na espécie L. borpetersenii. Em contraste, a espécie L. interrogans, demonstra uma
sobrevivéncia prolongada, nomeadamente quando se encontra em aguas superficiais. E
relevante referenciar, que existem factores como o0 serovar e o0 estado
imunolégico/susceptibilidade do hospedeiro, que vao influenciar o quadro clinico final nos
diferentes hospedeiros (Haake and Levett 2015).

A Leptospirose é descrita como sendo uma doenga ocupacional (Mottola et al. 2015)
observando-se um maior nimero de casos em determinadas profissées de risco como 0s
Médicos Veterinarios, os cientistas, os cagadores e os trabalhadores de matadouros, de
exploracoes leiteiras e de abrigos de animais. Contudo o risco descrito, esta dependente da
frequéncia, grau e prevaléncia da Leptospirose (Haake and Levett 2015). Num estudo
realizado nos Acores, foi demonstrado que 92% dos doentes eram do sexo masculino,
associando-se esta percentagem ao facto do desempenho das profissbes acima descritas,
serem preponderadamente, realizadas por individuos do sexo masculino (Mottola et al. 2015).

A transmisséao directa nos humanos, pode ser evitada, quando se procede a formacao
dos trabalhadores e através da utilizacdo de equipamento de proteccao individual (EPI) como
por exemplo, bata, luvas e 6culos de proteccdo (Haake and Levett 2015).

Nos bovinos, a transmissao pode ocorrer de forma directa ou indirecta. A transmissao
directa, ocorre quando os hospedeiros portadores assintomaticos transmitem Leptospira spp.
a um novo hospedeiro por via transplacentaria, por via hematogénica ou por contacto com
fluidos corporais como a urina ou o leite (Vijayachari et al. 2015). Os machos s&o uma

importante fonte de contaminacao para as fémeas devido a possibilidade de o



sémen estar contaminado. Todavia, também é possivel a ocorréncia de transmissdo no
sentido contrario, através de corrimentos vaginais de fémeas contaminadas (Loureiro and
Lilenbaum 2019).

Ha estudos realizados ao nivel da reproducéo de bovinos que reportam a possibilidade
da transmissdo de Leptospira spp. aquando a realizacdo da inseminacéo artificial, devido a
resisténcia do agente a temperatura de congelacdo. Porém, a transmissdao pode ser
controlada por adig&o de antibioticos aos diluidores do sémen (por exemplo, a estreptomicina)
aos quais Leptospira spp. é sensivel (Loureiro and Lilenbaum 2019).

2.6. PATOGENIA

A manifestacdo desta doenca bacteriana, estd directamente relacionada com a
presenca de serovares e sua adaptacdo aos hospedeiros intermediarios presentes nas
imediac6es de uma exploracdo ou mesmo a presenca de serovares nos animais da prépria
exploracao (Grégoire et al. 2020).

Quando o organismo penetra num hospedeiro susceptivel, entra na circulacédo
sistémica por via hematogénica onde se vai multiplicar e instalar-se nos tecidos e 6rgaos
(Hookey 2010). Contudo, o Sistema Imunitario, através do recrutamento de células
inflamatorias - as células fagocitarias, tenta debelar a sua multiplicagdo, mas as Leptospiras
possuem uma grande resisténcia aquelas. Esta resisténcia ira facilitar a disseminacao das
Leptospiras por via hematogénica, causando lesdes em todo o organismo, com preferencial
énfase, no figado, nos rins, no pulméao e no Sistema Nervoso (Turnier and Epelboin 2018).

Nas vacas, a manifestacéo da Leptospirose pode observar-se de trés formas distintas:
a aguda, a subaguda e a crénica. Contudo, estas estdo mais associadas aos serogrupos L.
Hardjo ou L. Pomona (Quinn et al. 2011; Constable et al. 2017).

Na forma aguda e severa, também reconhecida como fase de leptospirémia, a doenca
pode apresentar um quadro de septicémia, febre (40,5 — 41,5°C), presenca de petéquias nas

mucosas, endotoxémia, hemorragias, hepatite, nefrite, meningite, ou uma queda abrupta na
producao de leite, que pode revelar-se mais espesso, de cor vermelha ou contendo coagulos
de sangue (Constable et al. 2017). Na sua forma subaguda e moderada, é possivel verificar
um quadro semelhante ao anterior contudo os sinais clinicos ndo séo tdo marcados e nao
aparecem em simultdneo nos animais infectados. Na forma crénica, ocorre um quadro de
abortos sucessivos, nados mortos ou infertilidade (Quinn et al. 2011).

A fase de incubacédo da doenca ocorre durante sete a doze dias, com uma variacdo de
3 a 30 dias (Hanson 1960; Colville and Berryhill 2007). A fase de leptospirémia dura

aproximadamente uma semana, quando ocorre a producdo de anticorpos (Ferreira 2016).
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Apébs a fase aguda, as Leptospiras vao-se instalar nos rins, mais precisamente nos
tibulos renais proximais, onde se encontram em constante multiplicacdo sendo
posteriormente excretadas por via urinaria. A duracdo da excrecao vai variar com a espécie,
com o animal e com o serovar presente, podendo ser excretada ao longo de 2 anos, de uma
forma intermitente e de baixa intensidade (Ellis 2015).

Os humanos, habitualmente sdo descritos como hospedeiros acidentais, em que apés
a penetracdo da bactéria através da pele, ocorre a disseminagcdo hematogénica, tal como nos
animais. Quando sao atingidos elevados niveis de Leptospiras no organismo, sédo activados
mecanismos de resposta pela Imunidade Inata, que permitem ao corpo, desenvolver uma
resposta sistémica, levando a resultados graves como septicémia ou faléncia organica
multipla (Haake and Levett 2015).

O figado é referido como o principal érgao alvo das Leptospiras, onde estas se vao
alojar e causar a rotura dos hepatdcitos. Isto origina uma saida da bilis para os vasos
sanguineos, o que responsavel pela bilirrubinémia registada na forma ictérica da doenga
(Arean 1962).

A colonizacéo renal e a severidade com que a bactéria atinge estes 6rgaos € que vai
definir se 0 paciente apenas apresenta uma disfuncéo renal ou se apresenta uma falha renal

completa, também conhecida como Sindrome de Weil (Arean 1962).

2.7. CONTROLO E PREVENCAO

Numa perspectiva de melhorar o

conhecimento existente sobre a Leptospirose e Medidas de it T e
, L. controlo de ,.m;:g;;as Tratamento
também de melhorar as estratégias de controlo, i o

Leprospitose

torna-se necessario conseguir estabelecer uma

relacdo entre os Humanos, 0s Animais e o0

Hospedeiro Hospedeiro

Ecossistema, sendo um excelente exemplo do Reservatorio Delate
principio de “One Health” (Schneider et al. 2013).

“One Health” foi um conceito idealizado e
] . . Ambiente
implementado pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), na medida em que pretende alcancar uma
prevencdo e controlo de doengas animais, em
. . . . Homem Utilizagéo de
interface com os Humanos, animais e ambiente. Protacsgo el

(EPD)
Revelando-se adequada a sua utilizacdo nesta Figura 2 - Diferentes estratégias de
controlo da Leptospirose (Adaptado de

tematica, visto que a mfecgao humana esta Vijayachari et al. 2015)

amplamente relacionada com a intensa interagao

entre os humanos e 0s animais e o aumento da “invasao” dos habitats naturais dos animais,
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implicando uma exposicao directa a animais ou ambientes por estes contaminados (Pal et al.
2021).

Em Portugal Continental, o controlo da doenca baseia-se na prevencédo, devido ao
impacto significativo na incidéncia/prevaléncia da doenca humana (Mottola et al. 2015).

Numa perspectiva preventiva, o primeiro aspecto a ter em conta, sera descobrir a fonte
de infeccdo e interromper a transmissdo da Leptospirose dos animais para os humanos,
procurando-se por hospedeiros reservatorios, hospedeiros definitivos ou possiveis fontes de
infeccdo ambiental. Seguidamente deve estabelecer-se a devida formacédo dos grupos de
risco e, por fim, realizar a vacinagéo de animais de risco (Mottola et al. 2015; Constable et al.
2017).

Nos Acores, a vacinagdo de bovinos de leite, € proposta aos agricultores numa
perspectiva da manutencdo do estado sanitario da exploracdo. Esta vacinacdo torna-se
imperativa para que seja possivel a quebra do ciclo entre os bovinos de leite e os ratos, pois
estes sdo uma praga na llha, de dificil controlo e portadores dos serovares com efeitos mais
nefastos para os agricultores (Rego 2001).

A vacinagdo para a Leptospirose pode ser realizada em humanos, bovinos, cées e
porcos e a imunidade induzida, é restrita a determinados serovares, sendo que existem
diferentes vacinas, para diferentes grupos de serovares. Por isso torna-se relevante, realizar
0 estudo dos serovares presentes em cada regido, de forma a se proceder a uma vacinagéo

adequada (Petrakovsky and Antonuci 2018).

2.8. UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

A evidente existéncia de facilidade de contaminacdo e, numa escala maior da
aproximacao entre os humanos, animais e seus habitats, vém aumentar a probabilidade de o
ser humano ficar infectado por Leptospirose ou qualquer outra doenga zoondtica, como ja
referido anteriormente. Com isto, uma das problematicas apontadas, esta relacionada com o
comércio de animais exoticos e selvagens, em que os individuos envolvidos na venda e
compra destes animais podem ser facilmente expostos a doenca (Guerra 2013).

Pavli e Maltezou (2008) referem que a procura por condicBes mais “eco-friendly” e a
oferta do ecoturismo, sdo outros dos problemas apresentados para a populacao devido ao
contacto mais proximo com a Natureza. Guerra (2013) explica ainda, que a aproximacao a
agua doce e a solos humidos em combinacdo com as mudancas climéticas globais, isto é, a
elevacdo das temperaturas, o maior niumero de inundacdes e o registo de maior ocorréncia
de furacbes, vai resultar numa maior exposicdo a bactéria, conduzindo a uma maior
propagacao e disseminacgéo da doenca.

Numa forma de conscientizacdo e proteccdo da Saude Publica tornam-se
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necessarias medidas preventivas, de forma a minimizar o impacto desta doenca. Nesse
sentido, devem ser realizadas formacfes orientadas para os grupos de risco e populacéo
em geral, sobre 0s meios de propagacao de Leptospira; realizar exames de rotina a individuos
que tenham ocupacfes que impliguem o contacto directo com animais e ambientes
susceptiveis de estarem contaminados e por fim, estudar os serovares de individuos
infectados, de maneira a conhecer os focos de infeccao e disseminacdo da doenca de uma
determinada regido (Mgode et al. 2014).

Numa tentativa de enquadrar estes trés aspectos, foi elaborado um panfleto
informativo (Anexo 1), que serviu de base para uma exposi¢do da doenca aos produtores de
S. Miguel, permitindo-lhes debater qualquer duvida relacionada com esta tematica e discutir
possiveis mudancas nas suas exploracdes, que sendo viaveis poderiam ser implementadas

de forma a assegurar a sua proteccéo futura.
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2.9. DIAGNOSTICO

O diagnéstico definitivo da Leptospirose é realizado através de exames laboratoriais
especificos. Isto porque, os sinais clinicos presentes, sdo inespecificos, podendo ser
facilmente confundidos com sinais clinicos apresentados em outras doencas. Os testes de
diagnéstico a realizar devem ser escolhidos, tendo em conta, o estadio da doenca. A deteccdo
de Leptospiras pode ocorrer através da obtencdo de amostras de sangue, urina ou liquido
cefalorraquidiano (LCR) (Koizumi and Picardeau 2020).

Existem, portanto, dois tipos de testes, os directos e indirectos. O teste directo pode
ser realizado durante o periodo de infeccdo, onde se pode observar a presenca da bactéria
no sangue, através da observacao em microscépio de fundo escuro. Porém, a sensibilidade
deste teste é reduzida e, para que seja possivel a sua deteccdo sdo necessarias 1x10*
Leptospiras/mL/campo (Toyokawa et al. 2011).

A realizagdo de uma cultura bacteriana € outro dos testes directos possiveis, todavia,
devido ao crescimento lento de Leptospira, € necessario esperar varias semanas para se
obter uma amostra positiva, o que torna este teste, na pratica, ineficaz (Turnier and Epelboin
2018).

Os testes indirectos disponiveis séo: o Ensaio de Imunoabsor¢éo Enzimética (ELISA-
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e o MAT, sendo este Ultimo, considerado o método
de elei¢édo para o diagndstico definitivo (Jayasundara et al. 2021).

O teste ELISA tem a capacidade de distinguir os anticorpos Imunoglobulina M (IgM)
durante a primeira fase de infec¢é@o e, Imunoglobulina G (IgG), numa fase mais tardia, sendo
mais rapido e mais sensivel. Este teste, utiliza Leptospiras mortas diminuindo assim o risco
de infecgéo dos profissionais do laboratério. Contudo para uma maior precisdo, deve realiza-
se posteriormente, o MAT (Medeiros, 2019).

O MAT é considerado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como o teste
referéncia para a obtencdo do diagndstico seroldgico de Leptospirose. Utiliza Leptospiras
vivas e detecta anticorpos aglutinantes especificos para serogrupos IgM e IgG, aquando da
mistura do soro sanguineo com um painel de antigénios que contemple os serovares
representativos de todos os serogrupos presentes em determinada regido geografica (Blanco
et al 2019; Jayasundara et al. 2021). O tempo e o custo associados a este teste, assim como
a existéncia de resultados falso-negativos, devem ser levados em conta, como um aspecto
negativo do mesmo. Estes podem ocorrer devido a possibilidade de o animal estar infectado,
mas o serovar presente pode nao estar incluido no painel de Leptospiras utilizado (Medeiros,
2019).
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2.10. TRATAMENTO

Nos bovinos, raramente se observam casos agudos da doenca e para que seja
possivel controlar a doenca, é imperativo identificar os portadores com excrecao urinaria de
Leptospira, pois estes encontram-se aparentemente saudaveis (Lilenbaum and Martins 2014).

Numa abordagem inicial, quando se suspeita de uma exploracao positiva, € sugerido
aos produtores que mudem o0s animais de pastagem, realizem a vacinacao do seu efectivo e
gue realizem o controlo serolégico dos animais que tenham abortado. Desta forma, consegue-
se a eliminacao/controlo do serovar ou serovares, presentes na exploracdo (Stilwell 2013;
Lilenbaum and Martins 2014).

Quando se decide pelo tratamento médico da Leptospirose, € pertinente informar ao
produtor que a maioria dos antibiéticos utilizados, vao originar residuos no leite, que devera
ser eliminado, obedecendo-se ao intervalo de seguranca. Contudo, por exemplo, se estiver
presente o serovar Agalactiae, para além de o antibiético originar residuos no leite, o agente
em causa ira provocar efeitos nefastos e irreversiveis na glandula maméaria da fémea, sendo
por isso, importante realizar o controlo seroldgico, no tratamento desta patologia (Hanson
1960).

Relativamente a escolha do antibioético a utilizar, devemos ter em conta que 0 seu uso
é especifico para determinados serovares. Todavia, quando ocorre um diagnéstico positivo, 0
antibidtico de eleicdo é normalmente, a Estreptomicina (25mg/kg pv, IM, durante 5 dias)
(Stilwell 2013). Existem porém, outras possibilidades a citar como o0 uso da oxitetraciclina,
tetraciclina (doxiciclina), penicilina, ceftiofur (2,2 mg/kg pv, IM, uma vez ao dia, durante 5 dias,
gue se mostrou eficaz no tratamento do serovar Hardjo) e os macrdélitos (tilmicosin 10 mg/kg
pv, SC; ou a tulatromicina 2,5 mg/kg pv, SC) (Callan 2015; Aiello and Moses 2016).

As vacinas contra a Leptospirose apareceram um ano apés o primeiro isolamento,
tendo sido utilizadas pela primeira vez em 1916. Desde entdo, foi admitida a sua utilizacéo
em humanos, vacas, caes e porcos (Adler 2015b).

O plano de vacinagdo recomendado sugere a inoculagdo de todos os animais com
mais de 4 meses de idade, sendo que se inicia com uma dupla vacinagao e posterior reforco
anual ou semestral, dependendo se se estd numa zona geografica de elevado risco (Silwell
2013).

Em relagdo a doenca nos humanos, o beneficio do tratamento através da utilizagéo de
antibiéticos ainda nao foi confirmado cientificamente. Porém, muitos autores reconhecem que

0 Seu uso é necessario, quando surgem casos severos da doenga (CFSPH 2014).
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O tratamento vai depender, sobretudo, da severidade da doenca e dos sintomas
manifestados. Nos pacientes que apresentam sintomatologia moderada, normalmente o
tratamento é sintomatico. Por outro lado, quando estamos perante individuos que manifestam
a forma severa da doenca, isto é, a forma ictérica, deve proceder-se a hospitalizacdo dos
mesmos (Levett 2001). Durante a hospitalizacdo dos pacientes, para além da administracédo
de antibioticos, devem ser prestados cuidados primarios, o devido suporte respiratorio,
fluidoterapia e transfusGes sanguineas, se necessarias (CFSPH 2014).

A fluidoterapia é altamente recomendada, visto que a presenca de Leptospira esta
fortemente relacionada com o aparecimento de Doenca Renal, podendo ocorrer nefrite

intersticial crénica e fibrose (Callan 2015).
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3. TRABALHO EXPERIMENTAL

3.1. OBJECTIVOS DO ESTUDO

A realizacao do presente estudo, teve como objectivos os ja enunciado na introducéo
deste trabalho e visaram (1) a amostragem, através da realizacdo da recolha de amostras
sanguineas de bovinos do sexo feminino, da raca Frisia Holstein; (2) a gestdo dos dados
recolhidos e (3) o estudo da producéo e respectiva andlise de dados, no periodo de Maio de

2021 a Fevereiro de 2022, na ilha de Sdo Miguel - Agores.

3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. AMOSTRAGEM POPULACIONAL EM ESTUDO

Para a elaboragéo deste trabalho, foram seleccionadas apenas exploragdes leiteiras
gue trabalhavam com a AJAM (ver Fig. 3).

As exploracdes foram escolhidas tendo como principais critérios de seleccdo, a
localizagdo geogréfica, a disponibilidade e a pretensdo dos produtores em participar no
estudo. Aliado a estes critérios, ainda existiram dois factores limitativos na recolha das
amostras: o estado pandémico pelo qual o nosso pais passava, bem como o facto de, quando
se fez o pedido ao Director dos Servigos de Desenvolvimento Agrario de Sao Miguel, o Sr.
Pedro Hintze Ribeiro, para a realizacdo da andlise das amostras no Laboratério da Ilha
Terceira, ter sido condicionado o volume da amostragem, com a imposi¢cdo de um limite

maximo de amostras permitidas por més.

3.2.2. COLHEITA, ACONDICIONAMENTO E ENVIO DE AMOSTRAS

As amostras sanguineas foram recolhidas pela autora, apenas a fémeas da raca Frisia
Holstein, apds a ordenha, no periodo de Maio de 2021 a Fevereiro de 2022, sendo que
nenhuma delas estava vacinada, até ao momento da recolha, para qualquer tipo de serovar
de Leptospira.

Cada amostra foi retirada por puncdo da veia coccigea, através de um sistema de
vacuo, utilizando-se uma agulha, adaptador e um tubo de vidro sem anticoagulante de 5mL
(vacutainer) esterilizado, sendo mantidas sob refrigeracdo com o auxilio de placas de gelo,
numa caixa térmica, durante o seu transporte até a entrega no Servico de Desenvolvimento
Agrério de Ponta Delgada.

Posteriormente, as amostras de sangue foram reencaminhadas para o Laboratério
Regional de Veterinaria de Angra do Heroismo, na llha Terceira, para a realizagdo da pesquisa
de anticorpos anti-Leptospira através da utilizacdo da técnica de referéncia (MAT). As

amostras foram mantidas congeladas (-20°C) em congeladores laboratoriais, que s&o
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sujeitos a ensaios de perfil térmico, sendo posteriormente descongeladas a temperatura
ambiente para a realizacdo da MAT pela Dra. Lidia Flor. As leituras foram realizadas
utilizando-se um microscopio de campo escuro, com o auxilio de lamina, na objetiva de 20x,
para a constatacdo de presenca ou auséncia de aglutinacdo. Na triagem os soros foram
testados a partir da diluicdo de 1:100, sendo considerados positivos aqueles que
apresentaram aglutinacao igual ou superior a 50%, em comparagdo com o controlo.

O painel de antigénios utilizado para a testagem das amostras enviadas encontra-se
descrito na tabela 4.

Tabela 4 — Composigao do painel de antigénios vivos utilizado na detecgdo de Leptospiras, por
rotina, pelo Laboratério Regional dos Acores, com base na Téchica de Aglutinacdo Microscopica
(Laboratério Regional de Veterinaria, 2022)

Espécie- Serovar Serogrupo Serovar

L. borpetersenii Ballum Arborea (Acores)*

L. borpetersenii Ballum Arborea

L. borpetersenii Sejroe Saxkoebing

L. interrogans Australis Bratislaba

L. interrogans Autumnalis Autumnalis

L. interrogans Canicola Canicola

L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae (Acores)*
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
L. interrogans Icterohaemorrhagiae Copenhageni

L. noguchii Grippothyphosa Valbuzzi

L. Kirschneri Pomona Mozdoc

L. interrogans Sejroe Hardjo

L. borpetersenii Sejroe Hardjobovis
*|solados dos Acores

3.2.3. INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

O inquérito epidemioldgico foi realizado, pela autora, num formato de entrevista e
registado em papel (Anexo 2), ap6s a recolha das amostras de sangue. O modelo do inquérito
realizado aos produtores consistiu em 25 perguntas, que poderiam variar entre a utilizagéo de
resposta rapida ou recorrendo a op¢des de respostas providenciadas, do tipo abertas ou
fechadas. O inquérito foi dividido em 6 secgfes: identificacdo do inquirido; conhecimento do
individuo sobre a doenca; caracterizacdo e maneio da exploracéo, reproducédo, alimentacéo
e abeberamento; e programa vacinal. A testagem do inquérito foi realizada por dois colegas

Médicos Veterinarios, um Engenheiro Zootécnico e dois produtores.

18



3.2.4. ANALISE DE DADOS

De forma a obter uma melhor gestédo dos resultados obtidos, a autora criou uma base de
dados no Microsoft® Office Excel 365 para Windows®. Nela, constam o nome do proprietario,
0 numero de exploracéo, a idade dos 287 animais testados e 0s topicos relacionados com o
inquérito apresentado no ponto imediatamente anterior.

A analise de dados, analitica e descritiva foi efectuada no programa SPSS Statistics®,
de forma a avaliar a prevaléncia de casos positivos na ilha de S. Miguel, assim como a relacdo
existente entre aquela e a forma de producéo existente em cada exploracao.

Para isso, recorreu-se a varias ferramentas disponiveis no programa, tais como a
elaboracdo de tabelas e graficos com o intuito de facilitar o tratamento de dados.

A comparacdo entre as questdes foi realizada através da utilizacdo do Teste Qui-
quadrado e do Teste Exacto de Fisher para verificacdo de uma possivel relacao ou associacdo
estatisticamente significativa entre as categorias das respostas dos inquéritos realizados,
considerando-se um intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e um nivel de significancia de
5% (a=0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.LOCAL DA AMOSTRAGEM

A Leptospirose é conhecida pela sua endemicidade, tendo sido apontada como um
problema de Saude Publica crescente na llha de S. Miguel. Isto deve-se a elevada taxa anual
de incidéncia em climas semitropicais com condi¢cdes atmosféricas favoraveis, como
observado na llha, proporcionando condi¢gBes propicias a sobrevivéncia e transmissdo das
Leptospiras (Esteves et al 2014). Tendo isto em conta e para abranger um maior nimero de
exploracdes, de forma a ser praticavel uma maior representatividade da prevaléncia da
Leptospirose, durante o presente estagio curricular, foram escolhidas 16 exploragdes, que se
encontram assinaladas no mapa da Figura 3, que prontamente se voluntariaram a participar
no estudo, ap6s uma primeira abordagem explicativa com recurso a um panfleto, elaborado
pela autora, sobre a Leptospirose (Anexo 1).

Nas 16 exploracdes, foram retiradas, aleatoriamente, amostras sanguineas de 20% do

efectivo da exploracdo, o que permitiu realizar, um total de 287 recolhas de sangue.
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Figura 3—Exploracdes estudadas relativamente a presencade Leptospirano sangue de vacas
Frisias Holstein, na llha de S. Miguel (Google My Maps 2022)
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Como se pode observar, de acordo com os dados apresentados na tabela 5, a maioria
das amostras foram retiradas na freguesia de Arrifes (21,3%), devido a proximidade

geogréfica a AJAM e a uma maior disponibilidade revelada por esses produtores.

Tabela 5 — Distribuicédo das exploracdes pelos concelhos e nUmero de animais testados

Exploragéo Concelho Freguesia Salade | Ne°total de fémeas | N°de fémeas | Fr (%)
ordenha em ordenha testadas
A Ponta Ajuda da Fixa 65 13 4,5
Delgada Bretanha
B Ponta Santo Anténio Fixa 130 26 9,1
Delgada
C Ponta Arrifes Fixa 84 17 5,9
Delgada
D Ponta Faja de Baixo Fixa 40 8 2,8
Delgada
E Ponta Sao Vicente Movel 120 25 8,7
Delgada Ferreira
F Ponta Arrifes Fixa 78 16 5,6
Delgada
G Ponta Arrifes Fixa 100 20 7,0
Delgada
H Ponta Fenais da Luz Fixa 120 26 4.2
Delgada
I Nordeste Séo Pedro de Fixa 75 20 7,0
Nordestinho
J Ponta Vila das Fixa 50 12 4.2
Delgada Capelas
K Vila Franca Ponta Garga Maovel 120 25 8,7
do Campo
L Nordeste Achadinha Fixa 98 20 7,0
M Ponta Arrifes Movel 38 8 2,8
Delgada
N Ribeira Séo Bras Fixa 70 15 5,2
Grande
(@] Vila da Furnas Fixa 72 16 5,6
Povoacéo
P Vila da Povoacéo Fixa 100 20 7,0
Povoacéo

4.2. PREVALENCIA DA LEPTOSPIRA
Das 287 amostras de sangue recolhidas e analisadas, no ambito do diagndstico
laboratorial de Leptospirose, verificou-se a seguinte distribuigdo: 242 (84,3%) com cultura

negativa para Leptospira e 45 (15,7%) com cultura positiva (Tabela 6).

Tabela 6 — Frequéncia e percentagem de Leptospira
nas exploracdes visitadas

Frequéncia Percentagem
Ausente 242 84,3
Presente 45 15,7
Total 287 100,0
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O facto de estarmos perante uma percentagem elevada de casos positivos pode
assentar em factores como: a presenca de roedores, as principais actividades econémicas da
regido serem a pecuaria/agricultura e a presenca de outros animais domésticos nas
exploracdes. Sendo estes referenciados como alguns dos factores que propiciam o aumento
e a dispersdo do niumero de casos de Leptospirose (Zakeri et al 2010; Azevedo, 2013). A llha
de S. Miguel, € mencionada como tendo uma elevada densidade de roedores, que sao
descritos como um dos principais hospedeiros de manutencdo da bactéria, que
posteriormente disseminam a doenca por outros animais (animais domeésticos e de produc¢ao)
e pelos humanos, dada a existéncia de um conjunto de factores fisicos, quimicos e biolégicos
que favorecem a sua expansao (Borrego 2009).

Observando o Grafico 1, podemos verificar que das 45 amostras positivas, a
exploracdo com maior niumero de casos situa-se na Achadinha com 10 amostras (22,2%),
seguida pelas Furnas com 8 amostras (17,8%) e S&o Bras com 8 amostras (13,3%).

Grafico 1 - NUmero de amostras positivas nas exploracfes das freguesias na llha de S. Miguel
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4.3. SEROVARES

O Grafico 2 mostra os resultados relativos aos serovares que apresentaram reacao de
aglutinacdo, pela técnica de MAT, podendo constatar-se a existéncia de 17 serovares
diferentes, nos 45 animais que apresentaram reacao positiva a presenca de Leptospira. No
Anexo 3 podemos verificar que 23/45 (51,1%) dos animais testados positivos, revelaram um
resultado positivo para dois ou mais serovares.

Dos 17 serovares encontrados nos animais testados para a presenca de Leptospira,
0S que obtiveram uma maior incidéncia pertenciam ao serogrupo interrogans — serovar
Icterohaemorrhagiae (21%). O serogrupo borpetersenii segue-se a este, apresentado maior
incidéncia nos serovares Arborea (18%) e Hardjobovis (11%), seguindo-se pelos serovares
Copenhagenii (9%) e Hardjo (9%), pertencentes ao serogrupo interrogans. Os serovares
Icterohaemorrhagiae (6%) e Copenhagenii (6%) pertencentes ao serogrupo
icterohaemorrhagiae; os serovares Bratislava (4%) e Autumnalis (3%) pertencentes ao
serogrupo interrogans e o serovar Saxkoebing (3%) pertencente ao serogrupo borpetersenii,
aparecem com menor frequéncia nos animais testados, contudo ndo deixa de ser relevante a
sua presenca nestes animais.

De acordo com Langoni (1999) a elevada presenca do serovar Icterohaemorrhagiae
esta intimamente relacionada com a elevada percentagem de roedores nailha. O aumento da
populacdo de Rattus norvegicus, também conhecido como rato dos esgotos, veio provocar
uma maior disseminacgéo desta zoonose, uma vez que, este roedor elimina Leptospiras pela
urina, por longos periodos de tempo. E, pois, uma das fontes mais importantes de
disseminacdo da doenca para os humanos, animais selvagens e domésticos e dai, ser
pertinente um eficaz controlo desta praga (Shalfbauer et al. 2019).

Lau et al. (2015) referem que o aparecimento da Leptospira borpetersenii serovar
Arborea, ocorre pela primeira vez em Italia em 1955 e desde entdo, tém sido reportados casos
em animais e humanos em diversos paises, tais como: Barbados, Franga, Argentina,
Eslovaquia, Nova Zelandia, Australia e Acores, estando por isso em concordancia com 0s
resultados apresentados neste estudo. Os ratos, Mus domesticus e Rattus rattus séo
considerados como sendo 0s reservatorios predominantes do serovar Arborea o que vem
acentuar a importancia da disseminacao ja referida anteriormente (Lau et al, 2015).

O serovar Hardjobovis e Hardjo tém como hospedeiro de manutencgéo os bovinos. O
primeiro, encontra-se amplamente distribuido por todo o0 mundo, mas apenas reportado no
Chile, Brasil e Uruguai, segundo Koval et al (2019). Podendo, presentemente, registar-se a
sua presenca em 11% dos animais positivos neste estudo.

A seroprevaléncia de Leptospira Hardjo (9%) tem justificacdo, uma vez que a sua

transmissao pode ocorrer através do contacto com outros bovinos contaminados, através da
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placenta para o feto, ou por contacto directo com a urina e/ou membranas fetais (Schafbauer
et al. 2019).

A presenca do serovar Bratislava esta relacionada com infeccbes acidentais, que
ocorrem, possivelmente, por envolvimento directo ou indirecto dos bovinos e de outros

animais, mais especificamente, os equinos (Veloso, 2004).

Gréfico 2 - Serovares/serogrupos detectados pelo método de diagndéstico de referéncia (MAT),
nas amostras séricas obtidas de vacas da raca Frisia-Holstein, na ilha de S. Miguel
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4.4 ANALISE DESCRITIVA DO INQUERITO
O inquérito foi dividido em 6 seccdes: identificacdo do inquirido; conhecimento do
individuo sobre a doenca; caracterizacdo e maneio da exploracao, reproducao, alimentacéo

e abeberamento e vacinagao.

4.4.1. CONHECIMENTO DO INDIVIDUO SOBRE A DOENCA
De forma a perceber se os produtores das exploragdes visitadas estavam informados
sobre o tema abordado, foram formuladas algumas questdes pessoais relativamente ao seu
conhecimento e envolvimento com esta doenca.
Por andlise da Tabela 7, podemos verificar que na questdo relacionada com o
conhecimento, por si sO, sobre o que é esta doenca, 14 dos inquiridos (87,5%) afirmaram que

ja a conheciam e, 2 dos inquiridos (12,5%) referiram que ndo sabiam do que se tratava.
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Tabela 7 — Frequéncia de individuos que
conhecia ou ndo a Leptospirose

Frequéncia Percentagem

Sim 14 87,5
N&o 2 12,5
Total 16 100,0

No que diz respeito as formas possiveis de transmissdo da doenca, através da analise
do Grafico 3, podemos verificar que 11 dos inquiridos (68,8 %) afirmaram saber de que forma
as bactérias do género Leptospira eram transmitidas entre animais, e entre estes e 0 Homem,
enquanto que, 5 dos inquiridos (31,3%), afirmam n&o saber de que forma a doenca era

transmitida.

Grafico 3 - Frequéncia de individuos que tinham conhecimento relativamente a forma de
transmisséo da Leptospirose
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Por forma a entender-se, se existiria uma relacdo entre os bovinos positivos de cada
exploracao e os produtores das mesmas, questionou-se os inquiridos se ja alguma vez tinham
sido diagnosticados com Leptospirose e, pela andlise do Grafico 4, verificou-se que 10 dos
individuos (62,5%) nao tinham sido contaminados, mas os restantes 6 (37,5%), sim. Apés a
realizacdo de um teste ANOVA para verificar se haveria alguma relacdo ou associagcao
estatisticamente significativa entre a percentagem de animais positivos numa exploracéo e os
donos terem sido ou ndo contaminados, chegou-se a concluséo que nado houve uma diferenca

estatisticamente significativa (p=0,8).
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Gréafico 4 — Frequéncia de individuos que revelaram um diagnéstico positivo para a
Leptospirose
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No que concerne a utilizacdo de EPI durante a realizacao da ordenha, verificamos
que 12 dos produtores (75%) admitiram que o ndo utilizavam, enquanto que os 4 produtores
restantes(25%), responderam que utilizavam. No entanto, ap0s a realizacéo do teste ANOVA
constatou-se que nao existia uma diferenca estatisticamente significativa entre a presenca ou
auséncia de doenca e o uso de protegdo individual na ordenha (p=1,00). Sendo que, seria de
se esperar que os produtores que utilizavam EPI's ndo fossem contaminados na mesma
medida dos produtores que ndo o utilizam. Dito isto, para uma maior veracidade dos
resultados agora obtidos, a realizag@o da ordenha deveria ter sido acompanhada pela autora,
de forma a certificar-se se, de facto os EPI’s estavam a ser utilizados ou se por outro lado,
estavam a ser utilizados em condi¢Ges inapropriadas (como por exemplo, verificar se os
produtores trocavam de luvas com frequéncia e mantinham a integridade das mesmas de
forma a proteger-se de uma possivel contaminacao).

Como ja foi referenciado anteriormente, uma das vias de possivel transmissao da
Leptospirose das vacas para o Homem, é através do leite. Magnusson et al. (2006)
mencionam que, sao utilizadas técnicas diferentes de limpeza dos tetos na pré-ordenha, por
todo o Mundo, com o intuito que a mesma reduza significativamente, a contagem de bactérias
no leite.

De forma a avaliar um dos passos mais importantes na higienizacéo dos tetos na pré-
ordenha, ou seja, a secagem propriamente dita destes, perguntou-se ao produtor que tipo de

toalha utilizava nesta fase do processo, isto é, se utilizava toalhas de papel
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descartaveis ou se utilizava uma toalha de pano. Como resultado, verificou-se que 8 dos
produtores (50%), afirmaram que usavam toalhas de papel descartaveis e, a outra metade
respondeu que utilizava uma toalha de pano. Atento a isto, apos a realizacdo do teste ANOVA,
para verificar se haveria uma relagdo da prevaléncia da doenca e a utilizagdo dos dois
diferentes métodos, acusou uma diferenca estatisticamente significativa (p= 0,04),
verificando-se uma prevaléncia da doen¢ga numa média de 10,2 das vacas quando se utilizava
toalhas de papel descartaveis comparativamente, a prevaléncia da doenga numa meédia de
21,5 das vacas quando era utilizada a toalha de pano.

Curiosamente, Magnusson et al. (2006) referem ser preferivel a utilizagdo de toalhas
de pano humidas, relativamente as toalhas de papel secas, explicando que, a diminuicdo da
contagem de bactérias é superior com as primeiras. Todavia, esta implicito, que ambas (papel
e pano) devem ser descartaveis, 0 que ndo aconteceu nas exploracdes estudadas, onde a
utilizagdo da toalha de pano, era empregue de uma forma continua entre diferentes vacas, na

sala de ordenha.
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4.4.2. CARACTERIZACAO E MANEIO DA EXPLORACAO

O Grafico 5, caracteriza quanto ao tipo, as exploracdes estudadas e, a partir da sua
analise, verifica-se que, 9 exploracbes (56,3%), das exploracdes Vvisitadas foram
maioritariamente de producdo extensiva, seguindo-se 6 exploracbes de sistema semi-
intensivo (37,5%) e por fim, apenas uma de regime intensivo (6,3%). Todavia, a variacéo
desigual de exploracdes visitadas quanto ao tipo de sistema de producdo, ndo permitiu
estabelecer uma relacdo entre o niumero de animais positivos e o tipo de exploracao estudada,
sendo necessario para tal, testar um maior nimero de animais de um maior nimero de
exploracdes, tendo como factor a ter em conta, o sistema de producao.

Porém, pode referir-se, que o aumento crescente e a existéncia de incentivos
econOmicos para a manutencao e melhoria das exploracdes pecuarias em sistema extensivo
ou a sua transformacao para 0 mesmo, veio a contribuir para um melhor controlo da doenca.
Rodriguez et al. (2017), referem que as praticas agricolas e pecuérias inadequadas, a ma
utilizacao da agua, o sistema de producdo intensivo, 0 aumento de doencas emergentes e re-
emergentes, resultam num aumento da transmissao da Leptospirose. Aliado a isto, estudos
realizados na Europa, defendem a importancia de uma mudanca do sistema de producédo
intensivo para o extensivo ou semi-intensivo com acesso ao ar livre, visando uma melhoria do

bem-estar animal (Ngugi et al. 2019).

Grafico 5 - Frequéncia do tipo de exploracédo estudada para a presenca de Leptospira
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Outro aspecto a considerar no maneio de uma exploracao, esta relacionado com a
presenca de outros animais, tendo em conta que estes podem ser fontes de transmisséo da
Leptospirose.

Na Tabela 8 encontram-se os resultados obtidos nos 16 inquéritos realizados aos
produtores, sobre a existéncia de outras espécies animais na exploracdo que estes
conseguissem identificar como “seus”. Verificou-se que a predominante era o gato, com um
total de 38 felinos (55,9%), seguindo-se o cdo, com o registo de 23 animais (33,8%).

No que se refere aos gatos, estes aparentam ter uma menor susceptibilidade a doenca,
quando comparados com os cdes. Porém ambas as espécies sdo consideradas importantes
fontes de transmisséo da doenca, tanto para os humanos como para os bovinos, visto que os
gatos sdo eximios cacadores de ratos (Ribeiro et al. 2018).

Apés a realizacdo do Teste de Qui-quadrado, confirmou-se que p< 0,05 (p=0,001),
rejeitando-se assim a hipo6tese nula e, por isso, pode afirmar-se que existe uma associacao
estatisticamente significativa entre a presenca de Leptospira e a presenca de outros animais,
0 que vem validar a afirmacéo de Azevedo (2013), que refere a importancia de vigilancia e
vacinagdo dos animais de companhia presentes nas exploragdes de forma a quebrar o ciclo

de transmissao da doenca.

Tabela 8 — Designacgdo e quantificacdo de espécies animais presentes nas exploragdes para
além dos bovinos de leite

Exploragéo Céo Gato Cavalo Porcos Numero total de
animais
Fi Fr (%) Fi Fr (%) Fi Fr (%) Fi Fr (%) Fi Fr (%)

A 2 8,7 5 13,2 0 0 0 0 7 10,3
B 2 8,7 10 26,3 0 0 0 0 12 17,6
C 1 4,3 0 0 2 100 0 0 3 4,4

D 0 0 9 23,7 0 0 0 0 9 13,2
E 0 0 0 0 0 0 3 0,6 3 4,4

F 1 4,3 4 10,5 0 0 0 0 5 7,4

G 2 8,7 7 18,4 0 0 0 0 9 13,2
H 4 17,4 0 0 0 0 2 0,4 6 8,8

| 2 8,7 2 52,6 0 0 0 0 4 5,9

J 1 4,3 0 0 0 0 0 0 1 1,5

K 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

L 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

N 1 4,3 0 0 0 0 0 0 1 1,5

0] 2 8,7 1 2,6 0 0 0 0 3 4.4

P. 5 21,7 0 0 0 0 0 0 5 74
Total 23 33,8 38 55,9 2 2,9 5 7,4 68 100
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No que diz respeito as restantes variaveis categoéricas do questionario relacionadas
com esta tematica, ndo foi registada qualquer relacdo ou associacdo estatisticamente

significativa, isto €, com significancia p <0,05.

4.4.3. REPRODUCAO

No que confere ao maneio reprodutivo, os indicadores reprodutivos foram recolhidos
através da informacédo verbal fornecida pelo produtor, ndo tendo sido possivel o acesso a
gualquer tipo de registos escritos sobre os mesmos.

Na Tabela 9 pode verificar-se que 8 das exploracdes visitadas (50,0%) possuiam touro
de cobricdo, que era utilizado no primeiro cio ou nos retornos ao cio apos a inseminacao
artificial (1A). Esta técnica reprodutiva era utilizada por 5 das exploracdes (31,2%) como sendo
a Unica forma de beneficiagdo das fémeas, tendo sido referido que o servico era prestado por
inseminadores da AJAM. O recurso a transferéncia de embribes foi referenciado por 3
produtores, que explicaram recorrer a esta técnica, apenas em circunstancias como

alternativa a cobri¢d@o pelo touro ou a IA.

Tabela 9 — Maneio Reprodutivo das 16 exploracfes estudadas para a presenca da Leptospira
nos bovinos da racga Frisia Holstein na llha de S. Miguel

Reproducgéo Frequéncia Frequéncia Relativa
absoluta

1A 5 31,2

IA + Cobricdo 8 50,0

IA + Cobricéo + Transferéncia de 3 18,7

embrides

Através da realizacdo do teste ANOVA, verificou-se existir uma diferenca
estatisticamente significativa (p=0,02) na prevaléncia média da doenca entre os diferentes
tipos de reproducgédo, sendo superior na IA associada a cobricdo. Este resultado é defendido
por Givens (2018), que refere que a Leptospira pode ser isolada do tracto genital de touros
com evolucao subclinica da doenca, sendo a transmisséo feita através do sémen aquando da
cOpula e, com menos frequéncia, mas também possivel, de se verificar, por IA com sémen
criopreservado contaminado.

Relativamente a existéncia de vacas com mamites, em resposta ao questionario
registou-se que 12 dos produtores (75,0%) afirmaram que os seus animais sofriam desta
doenca, enquanto que apenas 4 produtores (25,0%) referiram uma ocorréncia mais pontual.
ApOs a realizagdo do teste Qui-quadrado, cujos resultados estéo apresentados na Tabela 10,

pode verificar-se que ndo existe uma diferenca estatisticamente significativa
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entre a presenca ou auséncia da Leptospirose e a presenca de mamites, sendo que p = 0,63.

Porém, este resultado é contestado por inUmeros autores, que afirmam que Leptospira
interrogans é uma das causas de mamites e da diminuicdo da producéo do leite. Neste caso,
a infeccao localiza-se principalmente no Utero e na glandula mamaria, podendo ocorrer febre,
anorexia, leite de cor amarelo-alaranjada podendo ter grumos (Rosa 2010).

Mazzotta et al. (2021) vao ainda mais longe no estudo da presenca de Leptospira no
aparelho reprodutor, ao avaliarem a sua possivel presenca no leite cru e a possibilidade de
transmissdo aos humanos, concluindo que é possivel ter o leite cru (armazenado a 3-4 C°)
contaminado, mas que por via dos tratamentos antimicrobianos aplicados pela industria para

a elaboracgéo de alimentos, esse agente patogénico € eliminado.

Tabela 10 — Teste de Qui-quadrado elaborado no programa SPSS Statistics®, para estudo da
relacdo existente entre a auséncia ou presenca de Leptospirose e a presenca de mamites em
bovinos de leite da raca Frisia Holstein na llha de S. Miguel.

Presenca de mamites Total Sig.
Raro Sim
Presenca da Ausente 0 3 3 0.63
doenca Presente 4 9 13
Total 4 12 16

No que diz respeito a ocorréncia de abortos nas exploracdes, 15 dos produtores
(93,8%) referiram terem registados abortos nas suas exploragdes e apenas 1 produtor (6,3%)
referiu o contrario. Apés a analise da Tabela 11, pode dizer-se que, com a realizacao do teste
de Qui-quadrado, se verificou que ndo existiu uma diferenca estatisticamente significativa
entre a presenga ou auséncia de doenga e a ocorréncia de abortos (p= 1,00).

O aborto é reconhecido em varios paises como sendo uma sequela da infecgéo por
Leptospira em vacas gestantes (Fennestad e Borg-Petersen 1958). Estudos anteriormente
realizados, referem que, ap6és a analise de fetos provenientes de vacas infectadas com
Leptospira, foi possivel obter resultados positivos para a pesquisa de Leptospira a partir de
fetos, demonstrando ser possivel a infeccao por via transplacentaria. Porém, verificaram que
alguns dos fetos testados ainda ndo tinham desenvolvido anticorpos contra a bactéria,
sugerindo que isso pode ser uma indicag&o de que o aborto pode ocorrer nas vacas gestantes,
logo nas primeiras 2 a 5 semanas ap0s a sua exposi¢do destas ao agente (Slee et al. 1983,
Grégoire et al. 2020).
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Ferguson et al. 1957 defendem uma teoria, relativamente a auséncia do isolamento de
Leptospiras nos fetos abortados, esclarecendo que, 0 que acontece na verdade, é que o feto
ndo é invadido pela bactéria, mas sim por uma substéncia toxica por ela libertada que é
combatida no organismo materno através da producdo de anticorpos, e gue passa por via
transplacentaria e vai lizando os eritrgcitos fetais, provocando uma andxia seguida de aborto.

Tendo tudo isto em consideracdo, e com a consciéncia de que o aborto € uma das
principais consequéncias da Leptospirose em vacas, o0s resultados agora obtidos ndo estdo
em concordancia com os reportados por diferentes autores. Isto pode ser explicado,
simplesmente porque a amostra estudada foi demasiado pequena e/ou por os dados
recolhidos se basearem na informacéo verbal dos produtores.

Tabela 11- Teste de Qui-quadrado elaborado no programa SPSS Statistics®, para o estudo da
relacdo entre a auséncia ou presenca de Leptospirose e a ocorréncia de abortos, em vacas de
leite da raca Frisia Holstein na llha de S. Miguel

Ocorréncia de abortos ~ Total  Sig.
N&o Sim
Presenca da doenca Ausente 0 3 3 1,00
Presente 1 12 13
Total 1 15 16

A retencdo placentaria, € uma doenca que resulta da permanéncia de partes ou
mesmo da totalidade das membranas fetais no [imen uterino, sendo uma das complicacdes
mais frequentes em bovinos de leite, quando ndo é expulsa até no maximo 12 horas apés o
parto. Os mecanismos que levam a ocorréncia da retengéo placentaria ttm em conta factores
fisiol6gicos, ambientais, nutricionais e patolégicos, como por exemplo a Leptospirose
(Bernardi et al. 2019). Tendo isto em conta, os produtores foram questionados quanto a
ocorréncia de retengfes placentarias na sua exploragéo, de forma a tentar relaciona-las com
a presenca da bactéria. Contudo, verificou-se ndo existir uma diferenca estatisticamente
significativa entre a presenca de Leptospirose e a da retencao placentéria (p=0,77).

Por outro lado, através da andlise estatistica foi possivel verificar que a presenca de
retencado placentaria esta correlacionada com o tipo de ordenha da exploracéo, registando-se
uma associacdo estatisticamente significativa entre elas (p= 0,007), com 100% de casos
positivos de retencéo de placenta nas salas de ordenha fixa, versus 33,33% de casos com 0s

equipamentos moveis de ordenha.
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Tendo em conta o caracter zoono6tico da Leptospirose e ao facto da relagdo da doenca
com a presenca da bactéria em situacdes de retencao placentaria, os produtores foram
questionados sobre o destino que davam as secundinas, numa tentativa de perceber se se
protegiam, a si e aos restantes animais da sua exploracdo, quer quando havia um aborto,
quer apos um parto normal. Por andlise do Gréafico 6, apurou-se que 11 dos produtores
(68,8%) enterravam as secundinas, 4 produtores (25,0%) enterravam ou incineravam e,
apenas 1 produtor (6,3 %) afirmou que incinerava sempre as secundinas. A opg¢ao “da as
secundinas a outros animais” foi colocada no questionario dado que este acto foi presenciado
pela autora durante o estagio curricular. Contudo, nenhum dos produtores a quem foi colocada
esta questdo respondeu positivamente.

Grafico 6 - Qual o destino dado as secundinas ap6s o aborto ou parto eutdcico de uma vaca
Frisia Holstein nas exploracdes estudadas na llha de S. Miguel
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Apls a realizacdo do Teste de Qui-quadrado, expresso na Tabela 12 e relativo a
analise da relacdo entre a presenca ou nao da doenca e o destino dado as secundinas,
verificou-se ndo haver qualquer diferenca estatisticamente significativa (p= 0,09). Estes
valores sdo concordantes com a bibliografia sobre a matéria dado que, como ja foi referido
anteriormente, existem outros mecanismos que levam a retencéo de placenta, para além da

presenca de Leptospira.
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Tabela 12 -Teste de Qui-quadrado elaborado no programa SPSS Statistics®, para estudo da
relacdo existente entre a auséncia ou presenca de Leptospirose e o destino dado as secundinas
em vacas de leite da raga Frisia Holstein na llha de S. Miguel

Destino das secundinas Total Sig.
Enterra Enterra + inciner. Inciner.
Presenca I ausente 0 2 1 3 0,09
de doenga | presente 11 2 0 13
Total 11 4 1 16

No que respeita & nutricdo e ao abeberamento, todos os produtores descreveram o
mesmo tipo de alimentagdo, do qual fazia parte uma dieta a base de silagem de milho, feno
silagem de erva, concentrado, erva verde e aporte ad libitum de 4gua da rede publica.

A vacinacgao contra a Leptospirose, ainda nao € realizada em nenhuma das espécies
animais presente nas exploracfes visitadas, podendo este ser um ponto fulcral, no que

concerne a prevencao e erradicacdo da doenga, no ambito da visao “uma so6 saude”.
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5. CONCLUSAO

Como conclusao, a partir da observacao dos resultados obtidos ap6s a realizacao da
parte pratica deste trabalho, conseguiu-se: 1) perceber quais os serovares mais prevalentes
nas vacas da raca Frisia Holstein, em 16 explora¢gGes da llha de S. Miguel (Acores); 2)
sensibilizar os produtores através de uma abordagem explicativa sobre o que € e de que forma
se transmite a Leptospirose, 3) e ainda, conseguiu-se obter respostas relativamente ao
maneio produtivo e reprodutivo das exploracdes, facto que possibilita um maior e melhor
entendimento das possiveis causas que levam ao aparecimento da Leptospira e ao seu
desenvolvimento, o que podera ajudar os produtores no combate a esta doenca.

Relativamente a prevaléncia da Leptospira nas exploracdes visitadas, pode verificar-
se que a sua presenca se encontra acima do que era esperado pela maioria dos produtores,
0 que vem apoiar os estudos que referem que a Leptospirose € uma doencga de salde publica
negligenciada e, muitas vezes néo notificada nos Agores.

No que se refere as respostas ao questiondrio, conclui-se que para maior veracidade
das mesmas, estas deveriam assentar em dados recolhidos in loco pela autora, durante as
visitas as exploragdes, ou entdo, contando com os dados informatizados resultantes da gestao
computorizada dos efectivos, por parte dos produtores.

Outro aspecto a optimizar seria a realizacdo de um maior numero de colheitas de
sangue num maior niumero de exploragdes da Ilha, de modo a conseguir obter uma melhor
imagem da prevaléncia de Leptospira, por zona, 0 que implicaria, para tal, um periodo de
tempo mais alargado para a realizagéo do estagio e, colheita e processamento das amostras.

Todavia, a realizacdo deste trabalho, veio demonstrar a importancia de continuar a
sensibilizar os produtores quanto a presenca de zoonoses nas suas exploracdes e incentivar
a continuacdo da sensibilizacdo para esta problematica. Podendo estas acbes serem
realizadas através de futuras palestras e/ou publicacdes elucidativas nas redes sociais, que
possibilitem a unido de toda a classe de profissionais com actividades de risco, de forma a
conseguirmos alargar o foco de combate desta doenca, e todos juntos diminuir o nUmero de

casos na llha de S. Miguel.
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ANEXO 2 — INQUERITO EPIDEMIOLOGICO REALIZADO AOS PRODUTORES

N° Inquérito:

Inquérito Epidemiolégico N° Exploragéo:

Prevaléncia de Leptospirose em bovinos da raga Holstein-Frisia Data:

S&o Miguel — Agores

/

N° total de sécios:

_ | Nome
g S
& 3 - .
S o | Género (M/F) | Data de Nascimento Telefone:
E o I
© A ~ ~
= Localizacdo da Exploracao
Sabe o que é a Leptospirose? Sim ( ); Ndo ()
e}
5 § Conhece as formas de transmissao da doenca? Sim ( ); Ndo ()
E o©
L O
2 © [ Jaalguma vez foi diagnosticado com Leptospirose? Sim ( ); N&o ( )
5 ©
D . A .
Utiliza proteccdo individual na ordenha? Sim ( ); Ndo ()
De que forma realiza a limpeza de tetos na ordenha? Panos ( ): Papel ()

Caracterizagéo e Maneio da exploragdo

Tipo de Exploragéo:
Intensiva () Semi- Intensiva () Extensiva ()

Efectivo da Exploragéo (n°):

Vacas: Vitelas: Vitelos: Novilhas: Novilhos: Touros:

QOutros:

Cées:

Tipo de ordenha: Fixa (_ ); Moével ()

Reposicao do Efectivo
v" Importa novilhas (S/N)
v' Compra a outros Produtores (S/N)
v' Compra animais em feira (S/N)
v/ Compra nos impérios (S/N)
v Outros:

Saida de Animais
. Matadouro
. Feira
. Autoconsumo
. Viteleiros
Outro:

Novilhas

Separa das vacas? Sim ( ); Nao ( )
Junta com as vacas antes de parir? Sim (); N&o ()

Vitelos

Mamam o colostro? Sim ( ); Nao ( ) Quanto tempo:
Quando séo separados da méo:
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Natural ( ) Inseminacao Artificial ( ) Transferéncia de Embrides ( )
Outro:

N° total de vacas cobertas Idade aol° parto

Duragdo média de lactagédo

Mamites (S/N) Retencéo Placentéaria (S/N) ne

Reproducao

O que faz as secundinas:
Enterra( ) Queima () C&o( ) Outras:

Abortos (S/N) ne

Com que tempo de gestagéo:
Menos de trés meses () Entre os 3-6 meses () Mais de 6 meses ()

Alimentacdo e Embeberamento

Forragens utilizadas:

Pastoreio ( ) Silagem de Erva ( ) Silagemde Milho( ) Feno( ) Outro:

Local de Embeberamento:

Rede de agua Publica ( ) Fonte( ) Charco( ) Ribeira( ) Outro:

Vacinacao
Bovinos: Sim ( ); Ndo ( )
Caes: Sim ( ); Ndo ( )
Tipos de Vacinas Vacas Novilhas Vitelos

Vacina utilizada

Dosagem

Via de Administracéo
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ANEXO 3 - AMOSTRAS DE SANGUE POSITIVAS A LEPTOSPIROSE E
RESPETIVOS SEROVARES, RETIRADAS A BOVINOS DA RACA FRISIA
HOLSTEIN NA ILHA DE S. MIGUEL

Animais Serovares

918669617
618765073
419976443

. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea
. borpetersenii Arborea
icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. kirschneri
Grippotyphosa
819976446 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. interrogans Autumnalis;
L. interrogans Bratislava
522362846 L. borpetersenii Hardjobovis
523050235 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
718522178 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. interrogans Hardjo; L.
borpetersenii Hardjobovis; L. interrogans Bratislava; L. interrogans Autumnalis; L. borpetersenii
Saxkoebing
218785134 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. interrogans Hardjo; L.
borpetersenii Hardjobovis
919810280 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. interrogans Hardjo
419823907 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. interrogans Hardjo
319848748 L. borpetersenii Arborea
719873571 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. borpetersenii
Hardjobovis
623046964 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea
623046969 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. borpetersenii
Hardjobovis; L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii

testados
319849271 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
118422766 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
518718053 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L sejroe Hardjobovis
923058697 L. sejroe Saxkoebing
819850333 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
819830453 L. sejroe Saxkoehing
019872919 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
919858183 L. autumnalis Autumnalis
122363555 L. ballum Arborea
422372416 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
719828880 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
517059299 L. interrogans Bratislava; L. borpetersenii Arborea; L. interrogans Icterohaemorrhagiae;
L. borpetersenii Hardjobovis
623686660 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
718605753 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea; L. interrogans Autumnalis
L
L
L

623302039 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae; L. borpetersenii Arborea

123417122 L. borpetersenii Hardjobovis

819859688 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii

218761817 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae

819810337 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii

923678531 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii; L. borpetersenii Saxkoebing; L. borpetersenii Hardjobovis;
L. interrogans Hardjo; L. borpetersenii Arborea

223689090 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii

023689091 L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii; L. borpetersenii Saxkoebing; L. icterohaemorrhagiae
Icterohaemorrhagiae

523865969 L. borpetersenii Ballum

318588435 L. borpetersenii Hardjobovis

718757501 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae

219812315 L. icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae

522004796 L. interrogans Bratislava

122008630 L. interrogans Valbuzzi

122364422 L. interrogans Hardjo

222394896 L. interrogans Hardjo; L. borpetersenii Arvorea; L. borpetersenii Hardjobovis

423075335 L. interrogans Hardjo; L. borpetersenii Arvorea; L. icterohaemorrhagiae Copenhagenii
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