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RESUMO

A leptospirose € uma doenga zoonoética com uma distribuicdo mundial que pode
afectar a maioria dos mamiferos. A doenga é causada pela bactéria do género Leptospira,
existindo mais de 60 espécies e 300 serovares. A leptospirose bovina é provocada
principalmente pela infecgdo pelo serovar Hardjo, apesar de numerosos serovares poderem
infetar e causar leptospirose nos bovinos. A forma crénica da doenga é a principal forma da
doenca nos bovinos, responsavel por importantes perdas econdémicas, provocando falhas
reprodutivas, nomeadamente abortos, infertilidade e mortinatalidade. As leptospiras podem
ser isoladas dos rins e do trato reprodutor dos animais infetados e a transmissdo pode
ocorrer por contato directo com animais infetados ou indiretamente através do ambiente
contaminado. O diagndstico clinico é geralmente dificil, pois os animais manifestam poucos
sinais clinicos e geralmente sdo inespecificos. O diagndstico laboratorial € laborioso pela
dificuldade em cultivar e isolar as bactérias. O teste de micro-aglutinagdo (MAT) é o teste
seroldgico de referéncia mas a sua interpretacao é dificil, principalmente na fase crénica da
doenca. O controlo da leptospirose é baseado na gestdo do meio ambiental, na vacinacao e
na implementagcdo duma antibioterapia com objectivo da cura bacteriolégica, da diminuigdo
do risco de transmissdo dentro do rebanho e da diminuicdo das perdas devido a falhas
reprodutivas.
PALAVRAS-CHAVE : leptospirose, aborto, MAT, vacinagao

ABSTRATC

Leptospirosis is a zoonotic disease with a global distribution that affects most
mammals. The disease is caused by bacteria to genus of Leptospira, with more than 60
species and 300 serovars. Bovine leptospirosis is caused mainly by infection with serovar
Hardjo, but numerous serovars can affect and cause leptospirosis in cattle. The chronic form
of the disease is the most frequent presentation in cattle, responsible for important economic
losses, causing reproductive failures, mainly abortion, sterility and stillbirth. Leptospires can
be isolated from the kidneys and reproductive tract of infected animals and transmission can
occur through direct contact with infected animals or indirectly through contaminated
environment. The clinical diagnosis is generally difficult, because the animals express few
clinical signs, which are generally nonspecific. Laboratory diagnosis is laborious due to the
difficulty in cultivating and isolating bacteria. The microagglutination test (MAT) is the
serological test, but its interpretation is difficult, especially in the chronic phase of the
disease. Leptospirosis control is based on environmental management, vaccination and the
implementation of antibiotherapy with the aim of a bacteriological cure, a reduction in the
risk of transmission within the herd and a reduction in losses due to reproductive failures.
KEY-WORDS : leptospirosis, abortion, MAT, vaccination



INTRODUCAO

A leptospirose € uma doencga infecciosa zoondética de distribuicdo mundial, causada
por uma espiroqueta patogénica do género Leptospira. Esta doenca é endémica em alguns
paises desenvolvidos e nos paises em desenvolvimento, e é considerada como emergente
ou re-emergente em varios paises sub-desenvolvidos, com maior incidéncia da doenga
observa-se nos paises pobres e nas regides tropicais. Foi estimado que um milhdo de casos
sdo reportados no mundo e que a doenga € responsavel pela morte de 60 000 pessoas por
ano (Costa 2015).

A leptospirose bovina foi descrita em 1937 (Camart-Périé et al. 2012) e esta presente
no mundo inteiro. Os bovinos podem ser infectados por uma grande variedade de espécies
de Leptospira e serovares. O serovar mais frequentemente encontrado é o serovar Hardjo,
pertencendo ao serogrupo Serjoe, e consiste em duas estirpes serologicamente idénticas
mas geneticamente diferentes : Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo tipo bovis, e
Leptospira interrogans serovar Hardjo tipo prajitno. Os bovinos s&o considerados
hospedeiros de manutengdo deste serovar, mas podem ser infectados também por outros
serovares, designadas de infe¢cdes acidentais. A transmissao das leptospiras ocorre por
contato directo com animais infectados ou indiretamente pelo ambiente, alimentos ou agua
contaminados com urina infectada. A doenga é responsavel por perdas econdémicas
importantes, manifestando-se por diminuicdo da producéo leiteira e por falhas reprodutivas,
nomeadamente abortos, infertilidade e nados mortos. Os bovinos infectados podem
desenvolver uma variedade de sinais clinicos, a maioria das infecbes sendo assintomaticas,
no entanto, os bovinos infectados podem desenvolver uma doenca aguda potencialmente
fatal, maioritariamente nas infegdes acidentais. As leptospiras podem persistir nos tubulos
contornados renais proximais dos animais infectados e ser excretadas de forma intermitente
para o ambiente com a urina, no qual podem sobreviver e ficar infecciosas durante longos
periodos. O diagnéstico pode ser efetuado pela observacao direta das leptospiras, cultura
ou deteccdo de DNA, ou indiretamente pela detec¢do de anticorpos especificos. A principal
dificuldade reside na identificacdo dos animais portadores cronicos responsavel pela
contaminagdo do ambiente e pela infeccdo dos animais. O controlo da doenga é
determinante para diminuir os riscos de infeccdo e de desenvolvimento da doenga, o qual
inclui antibioterapia, imunizagao dos animais pela vacinacédo e medidas de biosseguranca.

O objectivo deste trabalho é abordar a leptospirose bovina quanto a epidemiologia e
transmissao, as varias manifestagdes clinicas e métodos de diagnésticos, bem como dos

tratamentos e métodos de prevencgao.



. AGENTE ETIOLOGICO

As bactérias responsaveis pela leptospirose pertencentes ao género Leptospira, a
familia Leptospiraceae, Ordem Leptospirales, Classe Spirochaetia, Filo Spirochaetota, Sub-
reino Negibacteria e Reino Bacteria (Arent et al. 2022). Historicamente, duas classificacdes
foram utilizadas para caracterizar a Leptospira spp., uma baseada em critérios seroldgicos,
e uma outra utilizando técnicas moleculares para identificar as espécies ou genomospecies
(Guernier et al. 2018).

A. TAXONOMIA
1.CLASSIFICAGAO SEROLOGICA

Antes de 1989, o género Leptospira foi dividido em duas espécies, Leptospira
interrogans, incluindo todas as estirpes patogénicas, e Leptospira biflexa, contendo todas as
estirpes saproficas isoladas do ambiente. L. biflexa foi diferenciada de L. interrogans pela
sua capacidade de se desenvolver a uma temperatura de 13°C e ao contacto de 8-
azaguanina numa concentragao de 225 ug/mL (Levett 2001). Dentro destas duas espécies,
as leptospiras forem agrupadas em serovares, de acordo com os resultados obtidos pelo
MAT e o teste de absorgdo por aglutinagédo cruzada (CAAT) com antigenos homélogos
(Guernier et al. 2018). Foi definido que duas estirpes sdo consideradas pertencentes a
diferentes serovares se, ap6s a absorgéo cruzada com quantidade adequadas de antigénio
heterdlogo, 10% ou mais do titulo homdlogo permanece em pelo menos um dos dois anti-
soros em testes repetidos. Assim, as leptospiras foram classificadas serologicamente em
300 serovares, baseadas na semelhanga dos epitopos expostos a superficie, determinados
por lipopolissacarideos (Arent et al. 2022). Além disso, os serovares antigenicamente
préoximos foram agrupados em serogrupos, e hoje existem 30 serogrupos diferentes (Tabela

1),



Tabela 1 : Serogrupos e alguns serovares de L. inferrogans sensu lato (Levett 2001).

Serogrupo Serovar(es)

Icterohaemorrhagiae icterohaemorrhagiae, copenhageni, lai,
Hebdomadis hebdomadis, jules, kremastos
Autumnalis autumnalis, fortbragg, bim, weerasinghe
Pyrogenes pyrogenes

Bataviae bataviae
Grippotyphosa grippotyphosa, canalzonae, ratnapura
Canicola canicola
Australis australis, bratislava, lora
Pomona pomona
Javanica javanica
Serjoe serjoe, hardjo, saxkoebing
Panama panama, mangus
Cynopteri cynopteri
Djasiman djasiman
Sarmin sarmin
Mini mini, georgia
Tarassovi tarassovi
Ballum ballum, aroborea
Celledoni celledoni
Louisiana louisiana, lanka
Ranarum ranarum
Manhao manhao
Shermani shermani
Hurstbridge hurstbridge

2.CLASSIFICAGAO GENOTIPICA

Com o avanco da biologia molecular conhecem-se atualmente muitas novas
espécies de leptospiras. A heterogeneidade genética foi demostrada por técnicas de
hibridizagdo DNA-DNA que permitiram identificar varias genomospecies ao longo dos anos.
No fim da década 1990, 10 genomospecies foram identificadas : L. interrogans, L. biflexa,
Leptospira parva, Leptospira borgpetersenii, Leptospira inadai, Leptospira noguchii,
Leptospira santarosai, Leptospira weilii, Leptospira wolbachii e Leptospira meyeri (Yasuda et



al. 1987). Nos anos seguintes, varias espécies foram descobertas, como Leptospira
kirschneri (Ramadass 1992), Leptospira fanei (Perolat et al. 1998), Leptospira alexanderi
(Brenner et al. 1999), Leptospira broomii (Levett et al. 2006), Leptospira licerasiae (Matthias
et al. 2008), Leptospira wolffii (Slack et al. 2008), Leptospira kmetyi (Slack et al. 2009),
Leptospira idonii (Saito et al. 2013), Leptospira alstoni, Leptospira vanthielii, Leptospira
terpstrae, Leptospira yanagawae (Smythe et al. 2013) e Leptospira mayottensis (Bourhy et
al. 2014). No entanto, a proximidade das estirpes revelada pelos testes serolégicos que
permitiu definir os serogrupos, ndo refletiu obrigatoriamente uma proximidade gendmica.
Assim, os serovares pertencentes ao mesmo serogrupo podem ser dispersados por varias
genomospecies (Tabela 2), e numa mesma genomospecies, pode encontrar-se varios
serogrupos (Tabela 3).

Tabela 2 : Alguns exemplos de genomospecies e as suas distribuicdes nos serogrupos
(Levett 2001).

Genomospecies | Serogrupos

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

Panama, Autumnalis, Pyrogenes, Louisiana, Bataviae, Tarassovi, Australis, Shermani,

L. noguchii Djasiman, Pomona

Shermani, Hebdomadis, Tarassovi, Pyrogenes, Autumnalis, Bataviae, Mini,

L. santarosai Grippotyphosa, Sejroe, Pomona, Javanica, Sarmin, Cynopteri

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

L. biflexa Semaranga, Andamana

L. fanei Hurstbridge

Javanica, Ballum, Hebdomadis, Sejroe, Tarassovi, Mini, Celledoni, Pyrogenes,

L. borgpetersenii Bataviae, Australis, Autumnalis

Grippotyphosa, Autumnalis, Cynopteri, Hebdomadis, Australis, Pomona, Djasiman,

L. kirschneri Canicola, Icterohaemorrhagiae, Bataviae
Celledoni, Icterohaemorrhagiae, Sarmin, Javanica, Mini, Tarassovi, Hebdomadis,
L. weilii .
Pyrogenes, Manhao, Sejroe
L inadai Lyme, Shermani, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Manhao, Canicola, Panama,
’ Javanica
L. alexanderi Manhao, Hebdomadis, Javanica, Mini,




Tabela 3 : Algumas genomospecies associadas ao serogrupo (Levett 2001).

Serogrupo Genomospecies
Andamana L.biflexa
Australis L. interrogans, L. noguchii, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Autumnalis L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Ballum L. borgpetersenii
Bataviae L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Canicola L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri
Celledoni L. weilii, L. borgpetersenii
Codice L. wolbachii
Cynopteri L. santarosai, L. kirschneri
Djasiman L. interrogans, L. noguchii, L. kirschneri
Grippotyphosa L. interrogans, L. santarosai, L. kirschneri
Hebdomalis L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. kirschneri, L. alexanderi
Hurstbridge L. fainei

Icterohaemorrhagiae

L. interrogans, L. weilii, L. inadai, L. kirschneri

Javanica L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri, L. inadai, L. alexanderi
Louisiana L. interrogans, L. noguchii
Lyme L. inadai
Manhao L. weilii, L. inadai, L. alexanderi
Mini L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri, L. alexanderi
Panama L. noguchii, L. inadai
Pomona L. interrogans, L. noguchii, L. santarosai, L. kirschneri
Pyrogenes L. interrogans, L. noguchii, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii
Ranarum L. interrogans, L. meyeri
Sarmin L. interrogans, L. weilii, L. santarosai
Serjoe L. interrogans, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. meyeri
Semaranga L. meyeri, L. biflexa
Shermani L. noguchii, L. santarosai, L. inadai
Tarassovi L. noguchii, L. weilii, L. santarosai, L. borgpetersenii, L. inadai




Ao contrario da classificagao genotipica, a classificagdo serolégica ndo é correta dum ponto
de vista taxondmico, mas é utilizada pelos clinicos e epidemiologistas por ajudar na
compreensdao dos mecanismos patoldgicos e da resposta imunologica, bem como no
diagndstico e na imunizagdo vacinal especifica (Arent et al. 2022). Por outro lado, as
espécies L. interrogans e L. biflexa na classificagdo serolégica sdo também genomospecies
na classificagdo genotipica. Por esta razdo, a terminagado « sensu lato » & aplicada para
definir as espécies da classificagdo seroldgica, € a terminagao « sensu stricto » para as da
classificagdo genotipica. Igualmente, as caracteristicas anteriormente utilizadas para
distinguir L. interrogans sensu lato e L. biflexa sensu lato ndo s&o aplicaveis para distinguir
as genomospecies (Brenner et al. 1999).

3.CLASSIFICAGAO GENOMICA

Os métodos de hibridizagdo DNA-DNA foram complementados posteriormente por
outros métodos moleculares, consistindo na analise e na comparagdo das sequéncias de
marcadores DNA, nomeadamente a sequéncia do gene 16S rRNA. Essas analises
filogenéticas permitiram dividir o género em trés clados (Lehman et al. 2014), consoante o
seu nivel de patogenicidade, nos quais sdo agrupados varias espécies (Puche et al. 2018)
(Tabela 4) :

» espécies patogénicas, definidas como capazes de infectar e causar doenga nos
humanos e animais, incluindo L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii, L.
santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi, L. alstoni e L. mayottensis ;

» espécies intermediarias, isoladas a partir de amostras de humanos e animais, e cuja
a patogenicidade nao foi demonstrada experimentalmente : L. inadai, L. broomii, L.
fainei, L. wolffii, L. venezuelensis e L. licerasiae ;

* espécies saproficas, aquelas que se encontram no ambiente e n&do responsaveis
por causar doenga : L. biflexa, L. idonii, L. wolbachii, L. meyeri, L. vanthielii, L.
terpstrae e L. yanagawae.



Tabela 4 : Classificagdo molecular das espécies de Leptospira (adaptado de Thibeaux et al.

2018).

Espécies de Leptospira

Espécies Patogénicas

Espécies Intermediarias

Espécies Sapréfitas

L. interrogans L. inadai L. biflexa
L. kirschneri L. broomii L. wolbachii
L. borgpetersenii L. fainei L. meyeri
L. santarosai L. wolffii L. vanthielii
L. noguchii L. licerasiae L. terpstrae
L. weilii L. venezuelensis L. yanagawae
L. alexanderi L. idonii
L. kmetyi
L. alstoni

L. mayottensis

No entanto, a analise da sequéncia do gene 16S rRNA apresentou inconvenientes por ter
uma resolugao taxonémica limitada (Arent et al. 2022). Para compensar esta caracteristica,
foram realizadas analises do genoma completo por varias técnicas utilizando diferentes
isolamentos provenientes de varias partes do mundo, que permitiram aferir as informacoes
ja obtidas. Em 2018, 12 novas espécies de Leptospira foram identificadas, somando no total
de 35 o numero de espécies conhecidas (Thibeaux et al. 2018), e em 2019, Vincent et al.
(2019) demonstrou a existéncia de 64 espécies de Leptospira, das quais 30 foram
identificadas como novas. Dentro destas 30 novas espécies, 4 foram classificadas como
patogénicas, 10 como intermediarias e 16 como saproficas (Vincent et al. 2019). Os
resultados obtidos durante este estudo defendeu a existéncia de dois clados e quatro sub-
clados (Figura 1) :

» Clado saprofita, incluido as espécies isoladas a partir do ambiente natural e nao
responsaveis por causar infeccao

- Sub-clado S1 representando o grupo saprdfita ;

- Sub-clado S2 representando uma nova classificacao ;



» Clado patogénica, contendo todas as espécies para as quais o estatuto viruléncia foi
demonstrado e comprovado

- Sub-clado P1 correspondendo ao grupo patogénico ;

- Sub-clado P2 correspondendo ao grupo intermediario.
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Figura 1 : Arvore filogenética baseada nas sequéncias dos genomas de 90 estirpes de
Leptospira. Os ramos sao corados de acordo com a sua pertenca aos quatro sub-clados
principais : P1 (vermelho), P2 (roxo), S1 (verde) et S2 (azul). Conforme a legenda, a cor do
circulo representa a origem geografica de cada uma das novas espécies descritas no estudo
(Vincent et al 2019).

10



B. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

As leptospiras patogénicas e sapréfitas sdo morfologicamente indistinguiveis.
Independentemente da espécie, sao bactérias finas, moveis e enroladas em forma de
espiral. Medem 6 a 20 ym de comprimento por 0,1 ym de diametro, e possuem
extremidades em forma de gancho (Levett 2001). Como todas as espiroquetas, apresentam
uma dupla membrana, constituida por uma membrana citoplasmatica, intimamente
associada a parede celular do peptidoglicano localizado no espacgo periplasmico, e séo
revestidas por uma membrana externa rica em proteinas e lipopolissacarideos (LPS) (Figura
2). As leptospiras patogénicas e saproéfitas partiiham entdo caracteristicas das bactérias
Gram + e Gram- (Evangelista et al. 2010).
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Figura 2 : Esquema representativo da dupla membrana de L. interrogans (Bonhomme et al
2020).

A motilidade das leptospiras € conferida por dois flagelos periplasmicos, ou
endoflagelos, inseridos em posi¢cao sub-terminal de cada uma das extremidades da célula e
que se estendem para o seu interior. Apresentam um forma enrolada que confere um
aspecto encurvado ao nivel das extremidades da célula. A rotacdo destes endoflagelos
permite por sua vez, rodar o corpo celular enrolado, ou cilindro protoplasmatico, permitindo a
bactéria deslocar-se no seu meio (Xu et al. 2020). Este tipo de deslocamento chama-se
« swimming » (Nakamura 2022). A morfologia da extremidade da célula esta definida pelo
sentido de rotacdo dos flagelos. A rotacao no sentido anti-horario confere uma forma de
espiral as extremidades, enquanto a rotacdo no sentido horario d4 uma forma em gancho
(Fontana et al. 2016). A inversao do sentido de rotagado dos flagelos permite a célula mudar
de direccdo. A forma assimétrica da bactéria permite-lhe propulsar-se de maneira

11



unidirecional, e as extremidades anterior e posterior apresentam uma forma em espiral e em
gancho respectivamente (Nakamura 2022) (Figura 3).
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Peptidoglycan
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Flagellar motor

Cytoplasmic Cross section
membrane
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o"W - (PF)

Spiral Spiral

Figura 3 : Morfologia e formas de movimento de L. inferrogans (Nakamura 2022).

C. METABOLISMO

As leptospiras sdo bactéries aerdbias obrigatérias, com uma temperatura de
crescimento 6tima entre 28 e 30°C (Levett 2001). Preferem um ambiente quente e humido,
com um pH entre 7,2 e 8,0. Toleram portanto melhor os meios alcalinos, nos quais podem
sobreviver durante longos periodos (Guedes et al. 2020). A sobrevivéncia das bactérias é
curta em condi¢cdes de ambiente seco ou em temperaturas inferiores a 10°C, e temperaturas
negativas sao fatais (Callan 2015). Também, sdo bactérias muito sensiveis as radiagcbes do
espectro ultravioleta (UV) e necessitam de ambientes protegidos da luz para se
desenvolverem. Do ponto de vista metabdlico, as leptospiras utilizam como fonte de carbono
e de energia os acidos gordos de cadeia longa por B-oxidagdo. Os agucares e 0s
aminoacidos nao sdo indispensaveis para o seu metabolismo, e o0 &0 amoénio constitui a
unica fonte de azoto que utilizam. Algumas vitaminas, como a vitamina B1 e B12, bem como
o ferro na forma ferrosos sdo factores de crescimento indispensaveis (Legrand 2007).
Relativamente a actividade enzimatica das leptospiras, elas sintetizam uma catalase e uma
oxidase (Levett 2001).
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Il. Epidemiologia
A. Distribuigcao

A leptospirose é uma doenca de distribuicdo mundial no mundo (Figura 4). E mais
frequentemente em regides tropicais do que em regides temperadas, e apresenta uma
ocorréncia sazonal, com pico de incidéncia no fim de verdo e no inicio de outono nas
regides temperadas e, durante a estagdo chuvosa nas regides com clima quente (Levett
2001). Embora a incidéncia da doenga parega ser diminuida em paises desenvolvidos, é
considerada endémica em varios paises do sudeste da Asia, da America central e do sul, na
China e em Africa (Pappas et al. 2008). A leptospirose tornou-se uma ameaca para a saude
publica e foi classificada como doenga re-emergente em humanos, devido a globalizagéo e
as mudancas climaticas (Costa et al. 2015).

L. interrogans

L. borgpetersenii
L. kirschneri

L. noguchii 150 -
L. mayottensis 100

L. santarosai

(o] 50

OEdCdCERm

Figura 4 : Esquema representativo da origem geografica das espécies patogénicas de
Leptospira mais frequentes. Cada grafico corresponde a uma determinada regido do mundo,
e da esquerda para a direita : Oceano Pacifico, America do Norte, América Central,
Caraibas, América do Sul, Europa, Africa, Oriente Médio, Oceano indico, Asia, Sudeste
Asiatico, Oceania. O tamanho dos graficos é proporcional ao nimero de isolados, e a
categoria « outras » inclui todas as espécies patogénicas que ndo foram individualizadas
(Guglielmini et al. 2019).

De forma geral, os bovinos, como muitas espécies de mamiferos, podem ser
infetados por varias espécies e serovares de Leptospira. Embora os sinais clinicos
expressos por diferentes serovares sejam bastante semelhantes, é interessante referir que a
localizagdo geografica é frequentemente associada a um tipo de leptospira. No entanto,
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atualmente, a evolugao da prevaléncia e da reparticao dos diferentes serogrupos em fungéo
das regides europeias € dificil de limitar numa escala de tempo. Além disso, os dados para
0s animais nao estdo centralizados a escala europeia e a padronizagcdo das analises por
MAT é sujeita a restrigbes. Por exemplo, em Franga, dois estudos serolégicos foram
realizados para estudar a prevaléncia e a incidéncia dos serogrupos, entre 1988 e 2007
(André-Fontaine et al. 2010), e entre 2008 e 2011 (Ayral et al. 2014). Esses estudos foram
efectuados a escala nacional em rebanhos que apresentaram sinais clinicos compativeis
com a leptospirose, nomeadamente disturbios reprodutivos, e realizados testes MAT. Destes
estudos, foi concluido que os serogrupos Serjoe, Grippotyphosa e Australis foram os mais
frequentemente encontrados, e com menor frequéncia foram identificados os serovares
Icterohaemorrhagiae, Autumnalis (André-Fontaine et al. 2004) e Bataviae (Ayral et al. 2014)
(Graficos 1 a 4).
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Grafico 1 : Numero de animais testados consoante o serogrupo, com a representagao da
percentagem de soros positivos em fun¢do dos soros testados de cada uma das espécies
(André-Fontaine et al. 2010).
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Grafico 2 : Serogrupo dominante nos bovinos infectados ao longo dos anos (André-
Fontaine et al. 2010).
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Grafico 3 : Distribuicdo dos serogrupos de Leptospira dentro dos 394 rebanhos de bovinos
suspeitos de leptospirose (Ayral et al. 2014).
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Grafico 4 : Distribuicdo espacial dos serogrupos infectantes para os 394 rebanhos de
bovinos testados consoante as regides francesas (Ayral et al. 2014).
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A escala europeia, a distribuigdo dos serogrupos pode ser diferente da observada em
Franca, consoante o pais. Por exemplo, na Bélgica, os serogrupos Grippotyphosa, Australis,
Ballum, Icterohaemorrhagiae, Autumnalis, Bataviae, Pyrogenes e Tarassovi foram
identificados, associados a um surto de abortos em bovinos (Grégoire et al. 2020). Em
Espanha, os serovares Bratislava (serogrupo Australis), Hardjo (serogrupo Serjoe) e
Pomona (serogrupo Pomona) sdo os mais representados, mas outros serovares foram
identificados como Grippotyphosa (serogrupo Grippotyphosa), Copenhageni (serogrupo
Icterohaemorrhagiae) e Tarassovi (serogrupo Tarassovi) (Atxaerandio et al. 2005). Em
Portugal, os serogrupos Icterohaemorrhagiae, Pomona, Serjoe (serovar Hardjo), Australis
(serovar Bratislava) e Canicola (serovar Canicola) foram isolados e identificados em animais
domésticos, tais como bovinos, suinos, cavalos e caes (Ferreira et al. 2020). Em ltalia, o
serovar Hardjo (serogrupo Serjoe) € o mais frequentemente identificado nos bovinos,
seguido pelos serovares Pomona (serogrupo Pomona) e Bratislava (serogrupo Australis)
(Tagliabue et al. 2016). A leptospirose nos bovinos é endémica na Republica de Irlanda onde
a maioria dos rebanhos foram testados positivos aos testes serolégicos para o serovar
Hardjo (Ryan et al. 2012). Por seu lado, na Holanda, ap6s uma séro-prevaléncia elevada
nos rebanhos de bovinos do serovar Hardjo, um programa de controlo sanitario foi aplicado
para lutar contra a doenga, tornando-se desde 1994. Atualmente, através deste programa da
erradicagdo da doenca, foi possivel baixar a incidéncia para 0,2% nos rebanhos leiteiros
(Van der Brink et al. 2023).

Outros paises como os Estados Unidos da América sdo também altamente afectados
pela leptospirose bovina, e no qual foram identificados varios serogrupos Serjoe, Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa, Pyrogenes, Ballum, Autumnalis, Tarassovi,
Australis (Anderson et al. 2023).

B. HOSPEDEIROS

A maioria dos mamiferos podem ser infectados por leptospiras patogénicas, e alguns
podem desempenhar o papel de reservatdrio de leptospiras, sendo cronicamente infectados
e excretando as bactérias de forma intermitente pela urina. E o caso por exemplo dos
roedores, considerados como hospedeiros de manutengdo dos serogrupos Ballum e
Icterohaemorrhagiae. Outras espécies animais atuam também como hospedeiros de
manutengéo, tais como os suinos com os serogrupos Pomona e Tarassovi, os cavalos com
0 serogrupo Bratislava, e os bovinos e ovinos com o serogrupo Serjoe (Aliberti et al. 2022).
Os caes sao conhecidos por serem hospedeiros de manutencao dos serovares Canicola e
Icterohaemorrhagiae. No entanto, desde alguns anos, varios serovares foram detetados em
caes, tais como Grippotyphosa, Australis, Hardjo e Bratislava (Piredda et al. 2022). Embora
sob-estimados, diversos serovares foram identificados em gatos, nomeadamente
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Icterohaemorrhagiae, Canicola, Grippotyphosa, Pomona, Hardjo, Autumnalis e Ballum
consoante a regido geografica (Hartmann et al. 2013). No entanto, o principal reservatério
das leptospiras sdo os animais selvagens e o ambiente.

C. FONTES DE INFEGCAO

A urina é considerada como a principal fonte de infecgao, pois as leptospiras
colonizam os tubulos contornados renais proximais, e sendo excretadas posteriormente para
o0 ambiente pela urina. A duragao e a intensidade da excrecédo urinaria dependem dos
serovares, bem como do hospedeiro, pois um animal clinicamente curado, pode ficar
portador e excretar bactérias durante varios meses (Legrand 2007). Barragan et al. (2017)
mostraram que as leptospiras sdo capazes de metabolizar a ureia, permitindo-lhes com esse
facto sobreviver durante algumas horas na urina dos bovinos (pH 7-8) e por periodos
maiores de tempo se a urina foi diluida. Por outro lado, o pH acido da urina dos gatos
poderia diminuir a viabilidade das leptospiras excretadas (Mwachi et al. 2015). O pH urinario
pode ser influenciado também pela alimentacdo, com consequéncias na taxa de
sobrevivéncia das leptospiras no exterior.

Existem também outras fonte de infecgcdo, nomeadamente o leite. No entanto, uma
mastite pode manifestar-se posteriormente a infeccdo por Leptospira, levando a alteragdes e
diminui¢gdes da producdo de leite. Consequentemente, o leite é geralmente descartado, o
que diminui o risco de transmissao entre a méae e o vitelo. Por outro lado, as secrecoes e
excregodes genitais, bem como os produtos de abortos, sdo também considerados fontes de
infeccao. Molinari et al. (2021) isolou, nos bovinos, leptospiras ao nivel do Utero, do oviduto,
dos ovarios e de fetos abortados. A excrecao das leptospiras através das secregdes genitais
pode durar varias semanas apds um aborto ou um parto numa vaca infetada. O serovar
Hardjo foi detetado no oviduto e no utero até 90 dias apds infeccao experimental e nas
vacas naturalmente infetadas apos aborto ou parto. Igualmente, um vitelo récem-nascido
viavel pode hospedar a infegdo varias semanas apos o seu nascimento (Adugna 2016).
Além disso, o serovar Hardjo também foi isolado nas vesiculas seminais, no epididimo e nos
testiculos de touros naturalmente infetados, e Eaglesome et al. (1997) demonstraram a
presenca de bactéries no sémen de touros naturalmente e experimentalmente infectados.

D. MODOS DE TRANSMISSAO
As principais formas de transmissdo ocorrem por contato direto com urina ou
secrecdes genitais de animais infetados, ou indiretamente através do meio ambiente, agua

ou alimentos contaminados (Grippi et al. 2020) (Figura 5). As bactérias podem também
penetrar no organismo através de escoriagdes, feridas cutaneas, ou através da conjuntiva
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ocular ou outras mucosas. A ingestdao ou a imersédo prolongada em agua contaminada e a
inalacao de aerossoéis podem também levar a infecgdo (Levett 2001). Nos bovinos, a fonte
de infeccdo mais frequente é geralmente através de um individuo infetado que contamina as
pastagens, as fontes de agua ou os alimentos com urina, ou por fetos abortados ou
descargas uterinas (Adugna 2016). Igualmente, podem ocorrer casos de transmissao
venérea ou através de inseminacao artificial, mas ndo sdo comuns (Grippi et al. 2020). A
transmissao vertical entre a mae e o vitelo foi também descrita, por via transplacentaria ou
através da ingestao de leite contaminado (Camart-Périé et al. 2012). Contudo, a transmissao
da leptospirose por transferéncia de embrides produzidos in vivo, em bovinos, permanece
pouco provavel de ocorrer (Bielanski et al. 1998).
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Figura 5 : Esquema do ciclo de transmissao da leptospirose (Ko et al. 2009).

E. PAPEL DO AMBIENTE NA TRANSMISSAO DE LEPTOSPIRAS

Suponha-se que as espécies patogénicas de leptospiras ndo eram capazes de se
multiplicar no ambiente, no entanto, sabe-se que a sobrevivéncia no exterior é possivel sob
determinadas condicbes (Bierque et al. 2020). Numerosos fatores tais como o pH do solo e
da agua, salinidade, humidade, temperatura, osmolalidade (Barragan et al. 2017), presenca
de componentes inibidores ou mesmo de algumas popula¢gdes de microorganismos no
ambiente, podem condicionar a sobrevivéncia das leptospiras no ambiente (Cassanovas-
Massana et al. 2018). As espécies patogénicas podem viver no solo tendo uma taxa de
humidade de 20%, nas aguas e nos solos com um pH entre 5,5 e 7,6 e temperaturas entre 4
e 40°C. A motilidade e a disseminacéo das bactérias sao fatores essenciais a sobrevivéncia
destas no exterior, e permitem escapar das condi¢gdes ambientais desfavoraveis. Nos
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ambientes aquosos, a quimiotaxia das bactérias para a hemoglobina pode conduzir as
leptospiras patogénicas a penetrar os organismos (Barragan et al. 2017).

Os dados atuais convergem para confirmar que as leptospiras patogénicas podem
sobreviver e manterem-se infectantes durante varias semanas no ambiente, nomeadamente
nas aguas e nos solos, ainda que a capacidade de sobrevivéncia depende das espécies e
dos serovares. Os episodios chuvosos importantes ou de inundagbes posteriormente a
tempestades e furacdes, foram associados a fortes epidemias de leptospirose. Dessas
observagdes decorre uma hipotese segundo a qual as espécies patogénicas sobrevivem
nos solos e que as chuvas lavam a superficie dos solos, suspendendo particulas e
leptospiras nas aguas superficiais, permitindo chegar aos cursos de aguas e as fontes de
agua potavel, expondo seres humanos e animais a potenciais infe¢des (Bierque et al. 2020)
(Figura 6).

Figura 6 : Mecanismos hipotéticos da sobrevivéncia e da disseminagado das leptospiras
durante os episddios de chuvas importantes (Bierque et al. 2020).

Além disso, mostraram-se que as taxas de isolamento de leptospiras foram maiores
em amostras de solo do que em amostras de agua doce, apoiando a hipotese de que os
solos representam o habitat original das leptospiras e um potencial reservatério ambiental
das estirpes patogénicas, ou pelo menos um vetor temporario. Da mesma forma, as
leptospiras possuem a capacidade de interagir com o microbiota ambiental e conseguem
formar biofilmes, apesar da auséncia de nutrientes no ambiente, ou de beneficiar duma
protecdo dentro dum biofilme multi-espécies (Bierque et al. 2020). Essas condigbes
permitem as bactérias resistir a condicdbes ambientais desfavoraveis, mas também
favorecem a persisténcia e a transmissao da doenca (lraola et al. 2016). No entanto, o risco
de infecao apds o contato com leptospiras num ambiente contaminado depende da sua
capacidade de sobreviver, persistir e infectar os hospedeiros.
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ll. ETAPAS DA INFECGAO

O mecanismo da infec¢do ocorre da mesma forma em qualquer hospedeiro e segue
trés fases. Inicialmente, uma fase de contaminag¢do durante a qual as bactérias introduzem-
se no organismo, seguido por uma fase de disseminacao na qual as leptospiras multiplicam-
se no sangue, e por ultimo a fase de colonizagao dos diferentes érgaos, em particular os rins
nos quais multiplicam-se e serdo excretadas posteriormente com a urina.

A. FASE DE CONTAMINAGAO

Ap6s a entrada das leptospiras no organismo, elas atravessam as barreiras
tecidulares e difundem-se por via hematogénica, levando a uma infecdo sistémica
(Mohammed et al. 2011). Num estado precoce da infec¢do, as leptospiras foram
encontradas nos tecidos adiposos do hospedeiro, onde se desenvolvem antes de se
disseminar por via hematogénica pelo resto do organismo (Ozuru et al. 2017). O movimento
gerado pelos flagelos permite as leptospiras entrar na circulagdo sanguinea rapidamente
(Samrot et al. 2021), e foram encontradas na circulagado sanguinea 10 minutos apds terem
sido inoculadas em animais por via intraperitoneal, intradérmica e intra-ocular (Banfi et al.
1982). A variedade de proteinas adesivas das estirpes patogénicas permite-lhes ligarem-se
a varias células, nomeadamente as células endoteliais, aos mondcitos, as células epiteliais
renais e fibroblastos. Podem também interagir e ligar-se a numerosos componentes da
matriz extracelular (MEC), bem como ao plasminogénio e a varios componentes do
complemento (Samrot et al. 2021). A sua forma em espiral permite-lhe deslocar-se
facilmente através das barreiras mais viscosas, contribuindo para o seu carater invasivo.

B. FASE DE LEPTOSPIREMIA

Uma vez dentro do compartimento vascular, as bactérias disseminam-se pelo
organismo. Esta fase é nomeada a fase de leptospiremia ou de bacteriemia e vai prolongar-
se até que o hospedeiro desenvolve uma resposta imunitaria eficaz, ocorrendo geralmente
uma ou duas semanas apods a infeccao. Durante as primeiras fases da infeccdo, as
leptospiras escapam aos mecanismos de defesa do organismo, sobrevivendo aos
macrofagos e resistindo aos radicais livres de oxigénio (ROS). As leptospiras sao capazes
de recrutar reguladores soluveis do complemento, impedindo a activacao e a formagao de
uma ataque da via litica na superficie das membranas (Yamaguchi et al. 2018). Durante a
disseminacdo hematogénica, as leptospiras podem lesionar o endotélio vascular,
provocando hemorragias (Figura 7). Sao capazes de interagir com as proteinas da
coagulacdo e ativarem a cascata de coagulagdo, podendo levar a uma coagulagéo
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intravascular disseminada (CIVD) (Ko et al. 2009). A carga bacteriana é mais importante nos
tecidos altamente vascularizados, tais como o bago, o figado e os rins. Foram também
detetadas no cérebro e nos olhos de animais infetados apds administragdes intra-peritoneais
(Wunder et al. 2016).
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Figura 7 : Representacdo das fases de contaminacéo e de difusdo hematogénica das
leptospiras (Picardeau 2017).

C. FASE IMUNITARIA

A fase de leptospiremia é seguida por uma fase imunitaria caracterizada pela
libertagdo de anticorpos na circulagdo sanguinea e pela excregédo das bactérias com a urina.
Durante esta fase, a maioria das bactérias sdo eliminadas do sangue. No entanto, uma
fragdo das bactérias podem escapar aos mecanismos de defesa do organismo e migrar para
os orgaos. Observa-se uma maior concentracao das bactérias nos rins, nomeadamente nos
tubulos contornados renais proximos, nos quais as bactérias persistem e multiplicam-se,
sendo excretadas posteriormente com a urina. Com efeito, apdés a inoculagdo de L.
interrogans em ratos, as bactérias s6 foram encontradas nos rins uma semana depois da
infeccdo. Os rins sdo os Unicos reservatérios de leptospiras durante a fase croénica, pois
nenhum DNA leptospirico foi encontrado no sangue ou nos 6rgdos-alvos da fase aguda.
Durante o inicio da fase cronica, as leptospiras multiplicam-se dentro das estruturas renais
antes de atingir um estado estacionario onde as taxas de replicacdo e de perdas sao
equilibradas, que normalmente acontece em duas a trés semanas. Nenhum aumento na
populagao de leptospiras foi observado posteriormente, sugerindo que a contaminacéo dos
tubulos renais é contida pelo sistema imunitario e n&o havera colonizagdo de novos
nefronios (Ratet et al. 2014).
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Diversos mecanismos podem estar envolvidos na sobrevivéncia das leptospiras nos
rins, nomeadamente na formacao de biofilmes. Estes ultimos compdem-se por agrupamento
de células bacterianas organizadas e aderentes as superficies, envolvido por uma matriz de
polimero orgénico, chamado exopolissacarideo. A formagdo de biofilme in vitro ja foi
observada nas estirpes saprofitas e patogénicas de Leptospira (Ristow et al. 2008). Por
exemplo em caes naturalmente infectados por L. interrogans, biofilmes foram observados in
vitro, a partir do 7° dia de incubacéo, e permitiram o crescimento da comunidade bacteriana
e as trocas de nutrientes, residuos e gases com o ambiente (Rodrigo et al. 2023). Por outro
lado, formacdes de estruturas de tipo biofilmes foram também observadas in vivo em ratos
infetados naturalmente e experimentalmente por estirpes patogénicas durante a colonizagao
renal. Este facto pode explicar pela resisténcia aos antibioticos observada depois da
implementagao de tratamentos durante a fase crénica da doenga (Santos et al. 2021).

Essa capacidade de formacao dum biofilme pode transcrever-se in vivo, pois, mesmo
se as condigbes in vivo e in vitro podem diferir na expressdo genotipica e fenotipica, a
formacao de biofiimes foi documentada para as estirpes estudadas. Os biofilmes assim
formados desempenham um papel na resisténcia aos antibiéticos por fornecer um ambiente
favoravel a transferéncia horizontal de genes de resisténcia e a comunicagéo quimica entre
as células. Além disso, as bactérias podem produzir enzimas que degradam os antibiéticos,
modificando as moléculas alvos e podendo diminuir a afinidade para os antibiéticos. A
resisténcia aos antibidticos poderia ser influenciada também por outros fatores como a
arquitectura, a organizagdo e a producao do exopolissacarideo (Rodrigo et al. 2023). Da
mesma forma, foi sugerido que o desprendimento das bactérias do biofiime permitiria a
disseminacdo destas e a colonizagdo subsequente de novos nichos. Por outro lado, o
desprendimento do biofilme nos rins poderia relacionar-se com a excrecdo intermitente das
bactérias pela urina nos animais cronicamente infetados, e a eliminagdo das bactérias em
agregados apresentaria vantagens na sobrevivéncia das bactérias no exterior (Yamaguchi et
al. 2018).

IV. MANIFESTAGOES CLINICAS

Os serovares responsaveis pela infeccdo nos bovinos sado classificados em dois
grupos, em que o primeiro contém os serovares adaptados ao hospedeiro e mantidos
cronicamente nos rins, enquanto o segundo € representado pelas infe¢des acidentais
causadas por serovares mantidos por outras espécies animais domésticos e selvagens. Os
bovinos sdo portadores cronicos para o serovar Hardjo, representado pelas espécies L.
borgpetersenii serovar Hardjo tipo hardjobovis e L. interrogans serovar Hardjo tipo
hardjoprajitno. A infeccao é geralmente sub-clinica e os individuos desenvolvem poucos ou
nenhum sinais clinicos, mas a infecgdo € responsavel por causar perdas econdémicas
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importantes (Wilson-Welder et al. 2021). Os bovinos s&o hospedeiros acidentais para outros
serovares, dependendo da distribuicao geografica e das especificidades epidemiolégicas
locais. Podem ser infetados por exemplo pelo serogrupo Pomona, considerado como o
segundo serovar mais prevalente no mundo (Underwood et al. 2015), e pelos serogrupos
Icterohaemorrhagiae, Hebdomadis, Grippotyphosa, Canicola (Grégoire et al. 2020),
Pyrogenes, Autumnalis, Australis, Javanica e Tarassovi. As infegbes acidentais manifestam-
se por ocorréncia subita duma taxa de abortos elevada, ocorrendo algumas semanas apos
as manifestacdes agudas da doenca (Aliberti et al. 2022).

Nos bovinos, a fase de leptospiremia tem uma duragdo entre 4 e 7 dias,
posteriormente a qual invadem varios érgdos como o figado, os pulmdes, os rins, o trato
genital, o tecido mamario e as meninges (Camart-Périé et al. 2012). O periodo de incubagao
dura geralmente entre 2 e 20 dias. Anticorpos podem ser detectados no fim da fase de
bacteriemia e marcam o inicio da resposta humoral responsavel pela eliminagdo das
leptospiras na maioria dos tecidos (Callan 2015).

A. FORMAS HIPERAGUDAS

As formas hiperagudas da leptospirose nado sao frequentes, mas ja foram descritas
sobretudo em animais jovens, e com uma evolugdo muito rapida levando a morte do animal.
O sintoma predominante € uma hemoglobinuria, resultando de uma tubulonefrite marcada,
que ocorre geralmente pouco tempo antes da morte do animal. Outros sinais clinicos como
anorexia, ictericia, diarreia hemorragica com tenesmo foram também descritos. Estas
formas hiperagudas podem ser associadas ao serovar Hardjo, bem como outros serovares
(Camart-Périé et al. 2012).

B. FORMAS AGUDAS

Os animais adultos estdo mais frequentemente associados as formas agudas da
doenca. Na forma aguda da doenca, a taxa de mortalidade é elevada e em caso de cura, a
convalescéncia pode ser prolongada (Adugna 2016). Em vacas leiteiras, o primeiro sinal
visivel é geralmente uma diminui¢cdo da producédo de leite, nomeado milk drop syndrome, no
qual as vacas infectadas secam em 3 ou 4 dias. Sinais de mamite podem também ocorrer
com alteragdo da cor do leite, tornando-se amarelado a alaranjado (Adugna 2016), ou rosa
associado a presenca de coagulos de sangue (Camart-Périé et al. 2012). Contudo, o Ubere
fica mole e macio, sem sinais de calor nem dor na palpacdo, e todos os quartos sao
atingidos. A produgéo de leite volta ao normal em 10-14 dias apds a infec¢do, apés o
desenvolvimento da resposta humoral.
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Durante as fases iniciais da bacteriemia e consoante o serovar, uma anemia
hemolitica pode ocorrer posteriormente a libertagcdo de hemolisinas pelas leptospiras. A
anemia pode levar a uma taquicardia associada ao aumento dos ruidos cardiacos, a um
choque pre-cordial palpavel ao nivel do apex cardiaco, e a uma dispneia (Adugna 2016).
Além disso, pode surgir uma hipertermia marcada, com temperatura corporal entre 40 e
41°C, acompanha por ictericia geralmente discreta, uma hemoglobinuria e uma poliuria
(Camart-Périé et al. 2012). Igualmente, a difusao hematogénica pode provocar lesbes no
figado, podendo levar a uma insuficiéncia hepatica. Sinais de insuficiéncia hepatica podem
manifestar-se por exemplo com o desenvolvimento de uma fotossensibilidade associada a
lesdes cutaneas, em vacas com pele clara ou nas zonas despigmentadas com coloragao
contrastada. Outras manifestacdes foram também descritas, como casos de meningite,
nefrite aguda e dermatite necrosante relacionadas com o depdsito de complexos imunes
(Camart-Périé et al. 2012). A excregao urinaria de leptospiras pode durar varias semanas até
meses consoante o0 serovar e apesar de uma cura clinica do animal.

Nos récem-nascidos, a ictericia é uma manifestacdo aguda frequentemente
observada subsequente a infeccdo por Leptospira, e pode ser provocada pela hemolise
consecutiva a producao de hemolisinas (Grégoire et al. 2020).

C. FORMAS CRONICAS

Nos bovinos, a forma crénica da leptospirose é a mais frequente, e manifesta-se por
disturbios reprodutivos, nomeadamente abortos, mortinatalidade, esterilidade e nascimento
de vitelos infectados de forma persistente (Bulla-Castafieda et al. 2022), e por diminuicdo da
produgéo leiteira (Camart-Périé et al. 2012). Pode manifestar-se também por sinais mais
subtis como hipofertilidade e morte embrionaria precoce (Bulla-Castafieda et al. 2022). O
aborto ocorre geralmente no ultimo ter¢o da gestagcao (Camart-Périé et al. 2012), mas pode
ocorrer a qualquer momento a partir do 4° més de gestacao (Adugna 2016). A causa
principal de aborto ndo é conhecida, mas pensa-se que as leptospiras infectam o feto pela
via transplacentaria e através da veia umbilical. O aborto pode ser entdo a consequéncia
directa da colonizagao do feto pelas bactérias (Camart-Périé et al. 2012), ou ser relacionado
com alteragbes degenerativas do epitélio placentario (Adugna 2016). O aborto ndo é
relacionado com a fase de invasdo da mae, que ja desenvolveu normalmente a sua resposta
imunitaria (Camart-Périé et al. 2012), e ocorre geralmente varias semanas até meses apos a
infeccdo, podendo ser o uUnico sinal clinico da doenga (Adugna 2016). Todas estas
manifestacdes clinicas traduzem-se pelo aumento do intervalo entre partos, do intervalo
parto-inseminacdo ou parto-concepgdo, mas também pelo aumento do numero de
inseminagdes artificiais e da taxa de refugo dos animais (Camart-Périé et al. 2012). A
ocorréncia de meningite foi descrita em casos crénicos associados ao serovar Pomona, e
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caracterizados por ataxia, ptialismo e rigidez muscular e conjuntival (Adugna 2016). A
infeccao renal cronica pode levar a alteragdes histologicas, uma nefrite intersticial leve ou
linfocitica difusa, severa e com fibrose. Oliguria pode ser observada no caso de nefrite
intersticial ou de nefrose hemoglobinurica (Callan 2015).

Inicialmente, pensava-se que a presenga de leptospiras no trato reprodutor resultou
de uma bacteriemia posteriormente a colonizagdo renal. No entanto, foi sugerido que a
leptospirose genital devera ser considerada como um sindrome especifico dissociado da
doencga renal e sistémica, nomeado Bovine Genital Leptospirosis (BGL), caracterizado pela
colonizagao primaria do aparelho reprodutor pelas leptospiras. Este sindrome é geralmente
associado ao serovar Hardjo, e apresenta-se sob a forma de uma doenga crénica e
silenciosa, e manifesta-se por morte embrionaria precoce, hipofertilidade e estros repetitivos
(Di Azevedo et al. 2021). Duas hipéteses foram propostas para explicar os sinais clinicos : a
alteracdo do ambiente uterino pela presenca de leptospiras no utero, levando a uma
inflamacao e afectando a sobrevivéncia ou a implantacao do embrido; ou a invasdo directa
do embrido pelas bactérias, levando a danos graves e morte subsequente (Loureiro et al.
2020). A primeira hipétese foi mantida, e pensava-se que o serovar Hardjo pode causar
endometrite em vacas infectadas, tornando o ambiente uterino hostil a gestagdo, como foi
observado em cadelas e em éguas (Molinari et al. 2021). Em vacas, as células epiteliais e
estromais do endométrio sdo capazes de reconhecer componentes da parede celular das
bactérias Gram + e Gram - através dos receptores de reconhecimento de padrées ou PRR
(Pattern Recognition Receptors), resultando na secre¢gao de mediadores inflamatorios e na
inflamacao subsequente do endométrio. No entanto, in vitro, a exposi¢cdo de leptospiras
inativadas ou de componentes purificados da sua membrana externa nas células epiteliais
endometriais n&o resulta na indugdo de uma resposta inflamatdria, sugerindo que estas nao
sdo capazes de reconhecer este agente patogénico ou que as leptospiras escapam ao
reconhecimento pelos PRR. Com efeito, as leptospiras sdo capazes escapar ao
reconhecimento pelos alguns PRR, o que poderia explicar a falha reprodutiva nos individuos
infectados (Molinari et al. 2021).

V. DIAGNOSTICO
A. SUSPEITA CLINICA
O diagndstico da leptospirose é dificil de estabelecer devido a falta de especificidade
dos sinais clinicos. No entanto, esta doenga deve ser suspeita no caso de ocorréncia de

abortos, nomeadamente no Ultimo terco da gestagdo, de disturbios reprodutivos e
aparecimento agudo de hipertermia associada a ictericia e hemoglobinuria. Os elementos
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epidemiolégicos podem também ajudar na orientacédo do diagndstico, tal como a presenga
de roedores na exploragao, o contato com aguas doces podendo alojar roedores, episddios
chuvosos importantes ou inundagdes, a presenca de animais selvagens ou roedores nas
pastagens. Igualmente, a categoria dos animais afectados pode orientar o diagndstico, como
por exemplo as manifestagdes clinicas podendo ser atribuidas a leptospirose nos jovens ou
novamente introduzidos no rebanho (Camart-Périé et al. 2012). A leptospirose aguda deve
ser diferenciada de outras doencas que provocam anemia hemolitica com ou sem
hemoglobinudria, como a anasplamose, babesiose, hemoglobinuria pés-parto,
hemoglobinuria bacilar (Adugna 2016), e intoxicagdes como a intoxicagao ao cobre (Legrand
2007). A leptospirose crénica causa aborto e o diagndstico diferencial pode conter a
neosporose, a diarreia viral bovina (BVD), a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), a
brucelose, a febre catarral ovina, a campilobacteriose, clamidiose, listeriose, tricomonase, as
infeccbes por Trueperella pyogenes, Salmonella spp., Mycoplasma spp., ou Histophilus
somni e as infegdes micoticas (Tibary 2021).

B. ANALISES BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS

Quando ha suspeita de leptospirose aguda, exames complementares como analises
bioquimicas e hematoldgicas podem ser realizadas. Estas analises podem revelar uma
afecdo hepatica e renal, visivel pelo aumento da ureia e da creatina, uma hipercalemia e
hiperfosfatemia, bem como o aumento das taxas séricas da bilirrubina, das transaminases
(ALT e AST) e dos marcadores da colestase (GGT e ALP). Os parametros sanguineos
podem ser alterados, com ocorréncia de uma leucopenia transitéria seguida por neutrofilia,
indicando um processo infeccioso. Uma anemia regenerativa moderada pode observar-se
durante a doenca aguda, por vezes associada a trombocitopenia. Estas modificagbes séo
inespecificas e ndo sao sistematicamente observadas em todas as infe¢des por Leptospira.
Uma uriandlise pode ser efetuada com uma tira urinaria, podendo evidenciar uma
hemoglobindria. Uma proteinuria e piuria podem ocorrer no caso de nefrite intersticial
(Callan 2015). Cilindros podem ser observados também na andlise do sedimento urinario
(Camart-Périé et al. 2012).

C. EXAMES COMPLEMENTARES

Existem diversos métodos de diagndstico para confirmar a suspeita de leptospirose
nos bovinos. Os tipos de amostras sao diversos e a sua escolha depende da cronologia da
infecgéo (Figura 8). Durante a fase de leptospiremia, as bactérias encontram-se no sangue e
por isso é feita a recolha de amostras sanguineas para analise. As analises deverdo ser
feitas nos primeiros 12 dias apds a infecgao, correspondendo aos primeiros 10 dias apds o
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aparecimento dos sinais clinicos (Legrand 2007). Na fase imunitaria, os anticorpos podem
ser detetados 10 a 12 dias apés infecgao, ou seja 8 a 10 dias apds o inicio dos sinais
clinicos (Camart-Périé et al. 2012). Durante esta etapa, o aumento dos titulos de anticorpos
esta relacionado com a eliminacdo das bactérias no sangue (Picardeau 2013). Os testes de
diagnéstico desempenham um papel determinante na vigilancia e na manutencdo da saude
do rebanho, na detecgdo da exposicido e a identificacdo dos agentes infecciosos durante
uma infecgao individual ou uma epidemia. Os testes para o diagnéstico da leptospirose nao
sdo perfeitos e a combinagéo destes métodos com a recolha de amostras em cada fase da
doenga melhora a precisdo do diagnéstico.

Nombre de leptospires

Titre en anticorps

T T T T - Jours
5 8 10 15
e I e T >
+Phase aigué : Phase immunitaire, leptospirurie
leptospirémie - Diagnostic direct (culture, PCR, inoculation)
- Diagnostic direct - Prélévements : urine, cotylédon, avorton

(culture, PCR, inoculation) - Diagnostic indirect (sérologie)
- Prélévements : sang, lait

Figura 8 : Diferencas entre técnicas de laboratério utilizadas no diagndstico da leptospirose
em funcao da cronologia da doenca (Camart-Périé et al. 2012).

1.METODOS DE DIAGNOSTICO DIRETO

As leptospiras podem ser isoladas a partir de diferentes amostras, como o sangue, o
leite, o liquido cefalo-raquidiano (LCR), a urina, o sémen e em diversos 0rgaos,
nomeadamente o figado, os rins, as glandulas adrenais ou suprarenais (Camart-Péri¢ et al.
2012), os pulmobes e o cérebro (OIE 2021). A evidéncia de leptospiras no sangue ou no leite
nos animais com sinais clinicos de leptospirose, € considerado como diagndstico. No
entanto, a detecdo e o isolamento das leptospiras pode falhar durante a fase aguda, por
causa duma bacteriemia demasiada fraca ou curta, ou por uma colheita tardia ou por uma
administracdo de antibidticos que leva a eliminagdo rapida das bactérias no sangue
(Picardeau 2013). As amostras de sangue devem ser colhidas durante varios dias, pois a
bacteriemia pode ser intermitente. Os tubos EDTA ou de heparina sdo recomendados para
colher o sangue (Camart-Périé et al. 2012), e os tubos de citrato devem ser descartados por
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terem um meio acido prejudicial as leptospiras (Legrand 2007). A partir do 10° dia pos-
infeccao, as leptospiras sao excretadas durante varias semanas até meses na urina. A urina
pode ser colhida por cistocentese ou catéter urinario, da forma mais asséptica possivel
(Camart-Périé et al. 2012), ou pela administracao de furosemida por via intramuscular (IM)
ou intravenosa (IV), com dose 0,5-1,0 mg/Kg. Os primeiros jactos da urina devem ser
eliminadas e recolhida cerca de 10 mL de urina da segunda micg¢ao e conservada no frio e
protegido da luz durante o transporte até ao laboratério. Para avaliar o estado de infecgao
endémica ao serovar Hardjo de um rebanho, pode recolher-se amostras de um conjunto de
10-15 animais adultos (Callan 2015). Além disso, podem ser realizadas amostragens em
diversos 6rgaos internos durante a necropsia de animais mortos, fetos abortados ou nados-
mortos, devendo ser efectuadas rapidamente apdés a morte do animal, pois a autdlise
provoca a destruicdo das leptospiras e a contaminacdo dos tecidos por outros germes altera
a detegdo das leptospiras (Legrand 2007). A presenga de leptospiras nos fluidos corporais
ou 6rgaos internos de fetos abortos ou nados-mortos é considerado como diagndstico da
leptospirose crénica da mae e constitui a prova duma infecgao ativa do feto. A evidéncia de
leptospiras no trato genital, nos rins ou na urina deve ser interpretada levando em conta os
sinais clinicos e os resultados serologicos, pois esses resultados podem evidenciar que o
animal seja portador (OIE 2021).

a. MICROSCOPIO OTICO E CULTURA

A visualizagao das leptospiras pode realizar-se a partir de amostras sanguineas ou
urinarias, e por causa do seu tamanho a microscopia de campo escuro € necessaria.
Contudo, este método é pouco sensivel e especifico, e o limite de detecdo é de 10*
leptospiras/mL de sangue ao exame direto. O risco de falso positivo € também importante
por causa da presencga de detritos celulares e artefactos (Picardeau 2013). Além disso, este
método n&o permite distinguir outros tipos de espiroquetas, e a diferenciagdo entre
Leptospira, Leptonema e Turneria nao é possivel por microscopia (Legrand 2007).

Por outro lado, a realizagdo de culturas permite o isolamento das leptospiras.
Contudo, algumas condi¢des devem ser cumpridas, como por exemplo a auséncia de
residuos de antibidticos, que a autdlise dos tecidos ndo seja avangada, que seja feita
cultura das amostras dos tecidos rapidamente apds a amostragem, e no caso de amostra de
urina, que o pH seja apropriado. Se as amostras de tecidos ou liquidos ndo forem
transportados rapidamente para a cultura, a amostra deve ser conservado entre 2 e 5°C
para evitar a proliferagcdo de outras bactérias e autdlise de tecidos. Um meio de cultura
contendo albumina sérica de bovino (BSA) a 1% com 5-fluorouracil a 100-200 ug/mL deve
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ser utilizado como meio de transporte das amostras (OIE 2021). As leptospiras sao dificeis
de conservar nas amostras urinarias de bovinos pois a viabilidade é breve, as amostras
devem ser tratadas nas duas horas apos a colheita para garantir o sucesso do isolamento.
Por esta razao, pode ser utilizado o Leptospira Transport Medium (LTM) para o transporte
das amostras. Este melhora o isolamento das leptospiras a partir das amostras urinarias, e é
composto por um meio base, um enriquecimento constituido por BSA ou soro de coelho
associado com Tween 80, e fatores de crescimento. Um suporte seletivo é adicionado para
impedir o crescimento de microorganismos contaminantes, composto por 5-fluorouracil,
sulfato de neomicina e sulfanilamida. Este meio possui também um indicador de pH, o fenol
vermelho, que toma uma cor amarela-laranjada a pH inferior a 7, vermelho a pH quase de
7,5, e roxo a pH superior a 7. Durante a amostragem da urina acida ou alcalina, podem ser
adicionadas solugdes para corrigir o pH, como solugao de vinagre (1:3) ou de bicarbonato
de sodio 8%, para manter o pH a volta de 7,5 e garantir a viabilidade da amostra. As
leptospiras podem sobreviver durante periodos mais longos nos meios alcalinos (Guedes et
al. 2020).

O meio Ellinghausen McCullough, modificado por Johnson e Harris (EMHJ) é o meio
mais usualmente utilizado para a cultura e o isolamento de leptospiras (Steinparzer et al.
2021), e contém acido oleico, BSA e polisorbato (Tween 80) (Evangelista et al. 2010).
Frequentemente ocorre a contaminagdo das amostras durante a recolha. Por este facto,
elementos seletivos sdo adicionados ao meio, tal como 5-fluorouracil, cloranfenicol, acido
nalidixico, neomicina e vancomicina, a partir de amostras urinarias (Chideroli et al. 2017).
Pode ser também adicionado a combinacdo de agentes seletivos STAFF (Sulfametoxazol,
Trimetoprima, Anfotericina, Fosfomicina e 5-fluorouracil), que permite também controlar a
contaminagao em cultura de leptospiras patogénicas a partir de amostras urinarias bovinas e
secrecoes vaginais (Loureiro et al. 2015). No entanto, a utilizagdo de agentes seletivos pode
reduzir as probabilidades de isolamento das bactérias quando sdo apresentadas em
pequeno numero, e em meios selectivos contendo varios antibiéticos pode impedir que
algumas espécies se desenvolvam (OIE 2021).

As culturas devem ser incubadas a 30+2°C durante pelo menos 16 semanas. O
tempo necessario para dete¢do de uma cultura positiva varia de acordo com o serovar e 0
numero de bactérias presentes na amostra. As culturas devem ser observadas a cada uma
ou duas semanas ao microscépio de campo escuro (OIE 2021), e para concluir que a cultura
€ negativa, devera decorrer pelo menos dois meses (Legrand 2007).

Culturas positivas podem ser observadas em 7 a 10 dias apds a inoculacédo para os
serovares menos exigentes, como Pomona e Grippotyphosa (OIE 2021). No entanto, outros
serovares, como Bratislava e Hardjo, podem necessitar de mais tempo. A principal
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dificuldade reside no isolamento do serovar Hardjo por ter necessidades nutricionais
extremas e os meios de cultura tradicionais ndo serem eficazes para o seu isolamento. Por
esta razdo, pode ser utilizada a combinacdo do meio de base EMJH com outros
ingredientes, como o piruvato de sédio e o superoxido dismutase, que permitem o
crescimento inicial das bactérias, e o soro bovino fetal que permite a sua manutencao

ulterior.
b. TECNICAS DE COLORAGOES IMUNOQUIMICAS

As técnicas de coloragdes imunoquimicas, tais como imunofluorescéncia ou outras
técnicas imunohistoquimicas, permitem a detecédo de leptospiras, podendo ser realizadas a
partir de diferentes tipos de amostras, como o figado, rins, trato genital, sangue e urina. A
imunofluorescéncia realizada sobre amostras urinarias bem como em cortes renais de fetos
€ uma técnica mais sensivel, mais rapida e pode ser utilizada em amostras congeladas
(Camart-Périé et al. 2012). Estas técnicas permitem o diagnéstico da infeccdo numa
amostra que ndo pode ser utilizada para uma cultura, como no caso de um animal que
recebeu um tratamento antibiético, no qual se torna dificil detetar bactérias. Estas técnicas
podem também ser utilizadas se € necessario um diagndstico rapido. Contudo, o sucesso
destas técnicas depende do numero de microorganismos presentes, e sdo entdo menos
adaptadas ao diagnéstico de um portador crénico, no qual o numero de bactérias pode ser
fraco ou localizado. Além disto, estes métodos ndo permitem determinar o serovar (OIE
2021).

c. METODOS MOLECULARES

Testes baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) sdo cada vez mais
utilizados para a detecdo de leptospiras nos tecidos e fluidos corporais comparativamente
aos métodos serologicos, por estes apresentarem uma maior sensibilidade e especificidade.
Além disso, fornecem um diagndstico precoce pois ndo necessitam da presenga de
organismos viaveis e o DNA bacteriano pode ser detetado antes que a resposta seroldgica
se desenvolve (Di Azevedo et al. 2021). O PCR tempo-real é mais rapido na obtencao de
resultados do que o PCR classico e menos sensivel as contaminagdes (Picardeau 2013). No
entanto, ainda ndo permitem identificar o serovar (OIE 2021).

Os testes PCR sdo baseados na detecdo de genes universalmente presentes nas
bactérias, como gryB, rrs e secY, ou na detecdo de genes limitados as leptospiras
patogénicos como as lipoproteinas L21 (LipL21), L32 (LipL32), L41 (LipL41), e as proteinas
A e B de tipo imunoglobulina (LigA e LigB). O gene rrs permite a distingdo das espécies
saprofiticas, intermediarias e patogénicas, mas possui uma fraca resolu¢ao taxonémica, nao
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permitindo distinguir as espécies de Leptospira dentro de um clado. O gene LipL32 é o
principal alvo dos testes PCR para detecao de leptospiras, principalmente nas vias urinarias
e/ou reprodutivas. Estes testes evidenciaram uma frequéncia elevada de animais portadores
ao nivel vaginal, nomeadamente nas vacas, consolidando a transmissdo venérea da
doenca. Além disto, nas amostras positivas a LipL32 por PCR, a analise da sequéncia do
gene secY permite distinguir a espécie, o serovar e o genétipo de Leptospira, por possuir um
forte efeito discriminante. A identificacdo do gene secY por PCR pode ser feita para o
diagnéstico da doenca, mas a presenca deste gene noutras bactérias pode levar a
resultados falsos negativos. E por esta razdo que este gene é mais utilizado para fins
discriminatdrios e taxondmicos, e permite fornecer informagdes epidemiolégicas. Por outro
lado, o gene gryB pode ser utilizado para estudos filogenéticos por ser mais polimorfico do
que o gene secY. O gene flaB, codifica para as proteinas dos endoflagelos, pelo que
também pode ser utilizado para distinguir as espécies de leptospiras, e para o diagnéstico
da doenca (Di Azevedo et al. 2021).

2.METODOS DE DIAGNOSTICO INIDRETO

Os testes serologicos utilizam-se usualmente para confirmar o diagndstico clinico,
estimar a prevaléncia num rebanho e realizar rastreios epidemiologicos, evidenciando
anticorpos dirigidos as leptospiras. Se houver suspeita de doenca aguda, duas amostras
devem ser recolhidas e efetuada a analise com 8-10 dias de intervalo. O animal suspeito
recebe um tratamento antibidtico durante este intervalo, apesar deste procedimento poder
atrasar o aparecimento de anticorpos (Camart-Périé et al. 2012). Os anticorpos podem
persistir durante semanas até meses, e em alguns casos durante anos. Contudo, os titulos
de anticorpos podem subitamente diminuir até niveis ndo detectaveis nos animais
portadores crénicos. Portanto, € importante ter acesso ao histérico clinico do animal e a
cronologia dos eventos (OIE 2021).

a. TESTE DE MICRO-AGLUTINAGAO (MAT)

A MAT constitui o teste serologico de referéncia para diagnosticar uma infecao aguda
num animal individual que apresenta sinais clinicos evocando a leptospirose. Pode ser
utilizado a escala do rebanho, com amostragens no minimo de 10 animais, durante os quais
o diagndstico individual é dificil (OIE 2021). Este teste consiste na avaliagcdo, ao microscopio
de campo escuro, do grau de aglutinagdo das culturas de leptospiras no soro de um
individuo infetado. Este teste precisa da manutencdo de estirpes vivas de Leptospira de
referéncia, utilizadas como antigénios. A colecao de antigénios compreende as estirpes
representativas dos principios serogrupos (Picardeau 2013). Para uma sensibilidade 6tima,
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convém utilizar antigénios representativos dos serogrupos existentes nas regides onde se
encontram os animais, e de preferéncia, representando as estirpes de todos os serogrupos
conhecidos (OIE 2021). O principio de MAT consiste em incubar diluicbes em série de soro
do animal suspeitado com diferentes serovares de leptospiras. Além disso, o MAT pode ser
efetuado com outros fluidos, como LCR ou humor aquoso, e nos fetos abortados, o teste
pode ser realizado a partir de fluido peritoneal ou pericardico (Sykes et al. 2022). Se o soro
contém anticorpos, provoca a aglutinagdo das bactérias, no entanto n&o distingue os
anticorpos aglutinantes IgM e IgG (Camart-Périé et al. 2012). As IgM sao as primeiras a
surgir durante uma infecgdo por Leptospira, seguida pelo aparecimento das IgG, que
persistem durante mais tempo do que as IgM (Adugna 2016). Um soro é considerado
positivo se pelo menos 50% das leptospiras apresentam-se aglutinadas em comparagao
com uma amostra de antigénio testemunho, no qual ndo é incluido o soro. A confirmacéao de
um caso positivo de leptospirose por MAT necessita da recolha e da andlise de duas
amostras com duas semanas de intervalo, com observacdo de uma seroconversdo ou de
um aumento dos titulos de anticorpos (Sykes et al. 2022). O titulo de positividade é fixado a
1/100, podendo ser fixado a 1/400 nas zonas endémicas, e diluicdes mais baixas aumentam
a sensibilidade do teste. Um titulo de 1/100 ou 1/200 pode corresponder ao inicio da
doenga, por uma infecdo anterior ou anticorpos vacinais, pelo que a comparacao dos
resultados obtidos entre MAT e ELISA é importante para tirar conclusbes (Picardeau 2013).

No entanto, a MAT apresenta numerosos inconvenientes. Com efeito, ndo permitir
distinguir uma resposta vacinal de uma resposta devida a uma infegdo natural, ainda que os
titulos de anticorpos aglutinantes sejam geralmente inferiores apdés uma vacinagdo em
comparagdo a uma infe¢gdo natural (Anderson et al. 2023), e que a vacinagao produz
geralmente um aumento de anticorpos contra multiplos serovares enquanto a infecgéo
natural leva a formagao de anticorpos dirigidos contra um unico serovar (Camart-Périé et al.
2012). Portanto, é importante ter acesso aos antecedentes vacinais dos animais testados.
Além disso, podem ocorrer resultados falsos negativos, por exemplo no inicio da doenga
quando a seroconversao ainda nao ocorreu (Anderson et al. 2023), nos casos de portadores
crénicos ou de abortos, nos quais o titulo de anticorpos pode ser suficientemente baixo para
nao ser detetavel. Entdo, a auséncia de resultado positivo nao confirma a auséncia de
infecgdo. Pode ainda existir uma reactividade serologica cruzada entre os serovares e
serogrupos, € um animal infectado possuir anticorpos contra o serovar infectante, que
podem reagir de forma cruzada com outros serovares, geralmente a um nivel inferior.
Portanto, a serologia ndo permite identificar o serovar infectante durante uma infecgédo ou
epidemia, e necessita o isolamento da leptospira. Nas regides onde os serovares tinham
sido bem identificados por isolamento, o exame serolégico de um ou mais animais
infectados pode sugerir o serovar infectante mas nao pode identifica-lo definitivamente (OIE
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2021). Além disso, o MAT é um teste trabalhoso e subjectivo que necessita de um nivel
elevado de competéncia técnica (Anderson et al. 2023). O MAT nao permite confirmar o
diagnéstico, mas permite apenas estabelecer um perfil serolégico que, associado ao quadro
clinico e as caracteristicas epidemioldgicas, permite orientar o médico veterinario para um
diagnéstico (Camart-Périé et al. 2012).

b. DOSAGEM IMUNO-ENZIMATICA (ELISA)

O teste ELISA pode ser realizado para evidenciar anticorpos, para o qual diferentes
preparagdes de antigénios podem ser utilizadas, tais como células inteiras ou preparagoes
de proteinas da membrana externa (Outer Membrane Proteins - OMP). Os antigénios
utilizados dirigem a especificidade da ELISA, e as OMP sao muito reativas aos anticorpos
dirigidos contra as espécies patogénicas, no entanto ndo tém valor epidemiolégico (OIE
2021). Os testes ELISA IgM sao frequentemente utilizados para o diagndstico da
leptospirose aguda por serem mais rapidamente detetados do que com o MAT (Picardeau
2013). Outros testes ELISA foram desenvolvidos para que o diagndstico fosse realizado
sobre amostras de leite de vacas individuais ou diretamente no leite de tanque, para
detectar nomeadamente o serovar Hardjo. No entanto, os rebanhos vacinados para o
serovar Hardjo mostraram resultados positivos aos diferentes testes ELISA.

Os testes ELISA utilizando OMP como antigénios ndo sdo usualmente utilizados no
diagnéstico de infe¢cdes accidentais ainda que possam ser Uteis. Desempenham um papel
importante nos programas de vigilancia contra as infe¢ées crénicas, nos quais os bovinos
naturalmente infetados produzem uma fraca resposta ou nula as OMP, mas onde a principal
resposta serolégica é perante os antigénios LPS (OIE 2021). Portanto, embora o teste
ELISA apresente vantagens em comparacado ao MAT, ndo é frequentemente utilizado no
diagnéstico da leptospirose por nao fornecer resultados especificos ao serovar. Com efeito,
um resultado positivo ndo fornece indicagdo quanto ao serovar ou ao serogrupo, € nao é
suficiente para diagnosticar a doenca. O resultado deve ser confirmado por MAT, PCR ou
por cultura (Picardeau 2013).

D. NECROPSIA

Por outro lado, as necrépsias dos individuos mortos, fetos abortados ou natimortos
fornecem informagdes e permitem realizar amostragens. Nos fetos abortados, as lesbes
observadas nao sao geralmente especificas, mas a principal lesao observavel é geralmente
uma ictericia subcutdnea (Camart-Périé et al. 2012). Também em fetos abortados
posteriormente a inoculagdes experimentais com L. borgpetersenii serovar Hardjo tipo bovis,
foi encontrado o mesmo tipo de lesbes. Apds uma série de abortos ictéricos no sul da
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Bélgica em 2014, Grégoire et al. (2020) observaram como principal lesdo uma ictericia
generalizada em fetos abortos, bem como um figado com cor de cobre e uma
esplenomegalia,. Estas les6es foram associadas a resultados serolégicos e bacteriolégicos
positivos a Leptospira. Contudo, estas lesdes ndo foram patognomonicas e dependem do
estado de conservagdo do cadaver. Além disso, um edema hemorragico generalizado
observou-se em alguns fetos abortados, mas nenhum serovar especifico foi associado a
este tipo de lesdo. Esta lesdo foi associada a titulos de anticorpos elevados nas maées,
sugerindo um fendmeno hiperagudo. Outras lesbes foram observadas também, como
petéquias e equimoses nos 6rgaos internos. Os testes serolégicos foram realizados a partir
de fluidos pleurais fetais e de soros das maes, e diferentes serogrupos foram identificados
em proporcdes diferentes, como Grippotyphosa, Australis, Ballum, Icterohaemorrhagiae,
Autumnalis, Bataviae, Pyrogenes e Tarassovi. Estes resultados seroldgicos positivos n&o
foram atribuidos a vacinagdo, pois nenhuma vacina para bovinos é comercializado em
Bélgica. O diagndstico molecular permitiu identificar duas genomospecies envolvidas nos
abortos : L. interrogans e L. kirschneri (Grégoire et al. 2020). Igualmente, no caso de abortos
relacionados a infeccdo por serovar Pomona, os cotilédones podem tomar uma coloragéo
amarelada (Camart-Périé et al. 2012).

No caso duma infecgdo aguda num animal adulto, a necropsia pode revelar varias
lesbes, como uma ictericia generalizada, hemorragias multiplas, bem como petéquias
distribuidas na pele, nas mucosas e serosas. Os musculos esqueléticos podem apresentar
um aspecto de carne cozida, nomeadamente nos membros posteriores. O figado pode ser
de tamanho normal ou levemente hipertrofiado, e apresenta geralmente uma cor mais palida
e amarelada. A vesicula biliar pode ser distendida e constituida por bilis pastosa e preta. Os
rins podem apresentar-se inchados, hipertrofiados e congestionados, com uma superficie
renal heterogénea e uma cor variando do castanho escuro ao preto nas zonas necroticas.
As lesbes renais resultam dos danos directos das leptospiras nas células endoteliais dos
vasos sanguineos durante a fase de leptospiremia, da hipdxia seguindo aos danos do
endotélio e da hemolise. Podem resultar também dos danos do epitélio tubular causados
pela hemoglobina e pela nefrite intersticial (Callan 2015). A bexiga pode ser distendida e
conter uma urina escura. O baco pode ser ictérico e levemente hipertrofiado. Nos casos de
pneumonia, os pulmdes apresentam placas hemorragicas (Camart-Périé et al. 2012), e
edemas e enfisemas também podem ser observados. Ulceras e hemorragias podem ser
visiveis na mucosa abomasal. Histologicamente, pode observar-se uma nefrite intersticial
focal ou difusa, uma necrose hepatica centrolobular e, em alguns casos, lesdes vasculares
nas meninges e no encéfalo durante infe¢des subagudas ou crénicas. Nos casos cronicos, a
principal caracteristica é a observacao duma nefrite intersticial progressiva manifestando-se
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por pequenos focos corticais brancos, inicialmente sobrelevados mas acabando por tornar-
se levemente deprimidos a medida que a lesado persiste (Adugna 2016).

VI. TRATAMENTO

A. ANTIBIOTERAPIA

O objectivo principal da antibioterapia € de obter uma cura clinica e/ou bacteriolégica,
de forma a diminuir o risco dos animais ficarem portadores renais cronicos e excretarem as
leptospiras pela urina, bem como de lutar contra o desenvolvimento de lesdes renais e
hepaticas responsaveis pela morte dos bovinos durante a doenca aguda. In vitro, as
leptospiras sdo sensiveis a diferentes familias de antibiéticos. Contudo, a sensibilidade in
vivo e in vitro podem ser diferentes e estar relacionadas com a dificuldade de algumas
moléculas atingirem concentragdes eficazes nos rins, como os macroélidos. O antibidtico de
eleicado para o tratamento da doencga aguda é a dihidroestreptomicina, com dosagem 12 mg/
Kg por via IM, duas vezes por dia e durante trés dias (Adugna 2016), ou na dose de 25 mg/
Kg IM, uma vez por dia durante trés dias (Camart-Périé et al. 2012). Permite também lutar
contra a colonizagao renal e reduz a leptospiruria por difusdo e concentragdo nos rins, mas
parece pouco provavel que atinga concentracdes terapéuticas eficazes no trato reprodutivo
(Bautista et al. 2022). Este antibidtico pode ser utilizado sozinho ou em associagdo com
penicilinas ou tetraciclinas. A penicilina G pode ser utilizada com dosagem 6 milhées Ul/dia,
durante uma semana no minimo, e devem ser repetidas injecbes em cada quatro horas para
melhorar sua eficacia. Porém, a penicilina G é conhecida por causar reacdes alérgicas, e a
utilizacdo de dihidroestreptomicina é preferivel. Igualmente, a amoxicillina mostrou
resultados satisfatorios no tratamento contra o serovar Hardjo, com dosagem 15 mg/Kg IM,
duas injecbes com 48 horas de intervalo (Camart-Périé et al. 2012). Além disto, outras
moléculas mostraram ser uteis na diminuicdo da leptospiruria, nomeadamente a
oxitetraciclina de longa duragdo, com 20 mg/Kg IM numa so6 injegédo (Camart-Périé et al.
2012) ou em duas injecdes com 10 dias de intervalo (Callan 2015). O ceftiofur na dose de 20
mg/Kg IM, durante trés dias, a tilmicosina 10 mg/Kg SC numa so6 injecgao (Camart-Périé et
al. 2012) e a tulatromicina 2,5 mg/Kg SC numa s6 injecao, também tinham sido eficazes na
clearance das leptospiras ao nivel renal e na redugdo da leptospiruria (Callan 2015). As
fluoroquinolonas nao sao recomendadas no tratamento da leptospirose bovina, pois, apesar
de terem poucos efeitos indesejados, devem ser utilizadas durante a fase de leptospiremia e
parece que estas moléculas atingem concentragdes inferiores a concentragdo minimal
inibitéria (CMI) requerida nos tecidos. Isto parece pouco aplicavel nos bovinos, por exprimir
geralmente poucos ou nenhuns sinais clinicos durante esta fase, e por necessitarem de
administragdo com grandes doses para atingir uma CMI eficaz nos tecidos. No entanto, a
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forma cristalina da enrofloxacina parece ser eficaz no tratamento da leptospirose bovina. A
sua utilizagdo com dosagem 15 mg/Kg IM uma vez por dia durante 5 dias provoca efeitos
semelhantes a estreptomicina com dose de 25 mg/Kg, sem efeitos indesejados observados,
sugerindo que seja possivel uma cura bacteriolégica com esta molécula (Bautista et al.
2022).

O tratamento antibidtico é ainda mais eficaz quanto mais cedo for implementado,
pois é durante a fase de bacteriemia que ocorre durante os primeiros 12 dias apds a
infeccao, que a agao dos antibidticos é mais eficiente. A utilizacdo de antibiéticos durante a
fase imunitaria ndo impede muitas vezes a excrecao urinaria das leptospiras. Em teoria, por
esta razdo e pelas caracteristicas epidemioldgicas da doenga, o tratamento de todos os
animais do rebanho seria necessario. No entanto, o custo do tratamento, o risco de novas
contaminagoes, o risco de desenvolvimento de antibioresisténcia e as perdas associadas o
intervalo de seguranga na administragdo destes farmacos, devem ser considerados pelo
criador antes do tratamento (Camart-Périé et al. 2012).

B. TRATAMENTO SINTOMATICO

O tratamento sintomatico é importante por permitir sustentar as fungdes principais do
individuo infetado. Consiste na aplicagcdo duma fluidoterapia para compensar as perdas
hidricas e eletroliticas, a administracdo de hepatoprotetores, de anti-hemorragicos e
eventualmente dos corticosterdides na dose imunomoduladora. Em caso de anemia, a
administracdo de vitaminas B pode ser util por ter um papel importante na eritropoiese. A
transfusdo sanguinea pode ser considerada, particularmente nos animais com
trombocitopenia (Camart-Périé et al. 2012), ou com anemia severa (Callan 2015). A
estimulacdo da diurese deve ser considerada nos animais com hemoglobindria ou com
evidéncias de insuficiéncia renal aguda. A presenca de azotémia renal justifica um
prognostico reservado pois significa que mais de 75% dos nefrénios estdo afectados, e
nestes casos, uma nefrite € uma fibrose intersticial cronica podem ocorrer apés o tratamento
da doencga aguda (Callan 2015).

VII.PROFILAXIA
O controlo da leptospirose baseia-se na gestdao do ambiente, na vacinacédo e na

terapia antimicrobiana, no sentido de alcancar uma cura bacteriolégica, uma diminuicdo do
risco de transmissao dentro do rebanho, bem como na diminui¢do das perdas econémicas.
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A. PROFILAXIA MEDICA

A vacinagdo € uma das principais medidas na prevengao de perdas produtivas e
reprodutivas associadas a leptospirose, e € uma ferramenta chave nos programas de
controlo e de erradicagcdo da leptospirose. As vacinas comerciais para os animais sao
vacinas inativadas contendo células inteiras de uma ou mais espécies de Leptospira
patogénicas inativadas, chamadas também bacterinas. O efeito protector das bacterinas é
mediado pela indugéo de anticorpos opsonizantes contra LPS, e é especifico dos serovares
incluidos na preparagao ou intimamente relacionados a estes (de Oliveira et al. 2021). As
vacinas podem conter adjuvantes, principalmente hidroxido de aluminio (Wilson-Wender et
al. 2021). Idealmente, os bovinos devem ser vacinados antes duma exposi¢ao eventual, € a
vacinacdo deve ser repetida todos os anos. Um programma de vacinagdo bem-sucedido
requer estudos epidemioldgicos para avaliar a incidéncia de serovares circulantes numa
determinacgéao populacéo (OIE 2021).

As estirpes vacinais sdo selecionadas em fungédo das condigdes epidemiolégicas e
dos serovares dominantes. Existem vacinas monovalentes e polivalentes. Nos Estados-
Unidos, os animais adultos sdo usualmente vacinados contra os serovares Canicola,
Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae e Pomona (Camart-Périé et al. 2012). Estas
vacinas induzem uma imunidade protectora contra uma infe¢do acidental por serovares nao
adaptados (Zuerner el al 2011). Contudo, estas vacinas polivalentes parecem nao impedir a
colonizagao renal e as lesbes associadas bem como a excre¢ao urinaria, nomeadamente
apdés uma inoculagdo experimental de L. borgpetersenii serovar Hardjo tipo hardjobovis
(Callan 2015). Na Europa, apenas as vacinas monovalentes sao utilizadas e contém o
serovar Hardjo, correspondendo ao Spirovac® et Leptavoid® (Camart-Périé et al. 2012). Em
Franga, s6 o Spirovac® tem autorizacdo para a colocacdo no mercado. E destinado a todos
0s animais de boa saude, com idade superior a 4 semanas, incluindo os animais gestantes
e/ou de carne, e consiste na administragao de duas doses de 2 mL SC com 4-6 semanas de
intervalo. Quando esta vacina é utilizada para prevenir uma infecado fetal, deve ser
administrada pelo menos duas semanas antes do periodo de reproduc¢ao. Uma re-vacinagao
semestral ou anual com dose Unica é recomendada consoante o risco epidemioldgico. Os
animais vacinados apresentam melhores desempenhos reprodutivos, homeadamente na
taxa de fecundidade apés a primeira inseminagao (Camart-Périé et al. 2012).

Inicialmente, pensava-se que a vacinagao ofereceu uma imunidade no curto prazo,
quase quatro meses. No entanto, Zuerner et al. (2011) mostraram que a inoculacdo de L.
borgpetersenii serovar Hardjo em bovinos vacinados com vacinas monovalentes, 12
semanas e 12 meses apoés a vacinagao, ndo impede a infecgdo. Mas foi observado que a
vacinagao permitiu limitar a colonizagao renal e reduzir a excregao urinaria de leptospiras.
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Além disto, demonstraram que os linfécitos conservaram uma memaria imunolégica um ano
apo6s a vacinagao, com uma proliferacao linfocitaria significativamente aumentada apés a
infeccao experimental.

B. METAFILAXIA

Durante um episddio abortivo epidémico provocado por Leptospira, uma metafilaxia
deve ser considerada, particularmente se a presséo infecciosa € elevada. Dois protocolos
antibidticos sao possiveis neste caso, como a administracdo de 20 mg/Kg de oxitetraciclina
de longa duragdo em duas ou trés inje¢des por via IM ou SC, ou de dihidroestreptomicina na
dose de 20 mg/Kg com 15 dias de intervalo. Os animais em risco, tais como os vitelos e as
vacas devem ser tratadas em prioridade (Camart-Périé et al. 2012).

C. PROFILAXIA SANITARIA

As principais medidas de biosseguranga tomadas durante uma epidemia de
leptospirose num rebanho tém por objetivo a limitagdo das infe¢des acidentais. Quando os
animais infetados por Leptospira sao identificados, devem ser isolados do resto do rebanho
para reduzir o risco de transmissdo. Contudo, o isolamento de animais infetados é
dificilmente realizavel na pratica, pois a maioria dos animais infetados sdo geralmente
assintomaticos, e os testes serologicos sdo geralmente insuficientes para identificar os
portadores cronicos. Os locais devem ser desinfectados com nitrato de cal ou solugdes
iodadas, e o saneamento dos locais de armazenamento dos alimentos e das fontes de agua
€ também necessario, nomeadamente com utilizagao de cloro. Os animais saos devem ser
afastados do ambiente potencialmente contaminado e das fontes de agua em risco. E
preferivel que os animais bebem em tanques de agua potavel em vez das fontes de agua
naturais ou de aguas paradas (Camart-Périé et al. 2012).

Em casos de abortos, a gestdo dos fetos abortados, da placenta e das secregdes
genitais é também de grande importancia e é necessario destrui-las. A cama em contato
com as matérias organicas infectantes devem ser também eliminadas. A ou as vacas que
abortaram devem ser isoladas das outras vacas. E importante prestar atencdo aos animais
selvagens a volta da exploragdo, que constituem um reservatério importante e significante
de leptospiras. O objectivo é limitar a pressdo infecciosa no ambiente e diminuir a
probabilidade de infeccdo. Igualmente, as campanhas de controlo de roedores e das
populagdes de animais selvagens podem ser realizadas para reduzir a pressdo infecciosa.
Por outro lado, a gestdo das aguas usadas dentro dos estabulos com animais infetados é

muito importante para limitar a transmissdo da infecgdo. As zonas humidas e os terrenos

38



pantanosos a volta da exploracdo devem ser drenados e as pastagens onde animais
excretores passaram, devem ser saneados com o espalhamento de nitrato de cal,
cianamido calcio ou superfosfato (Camart-Périé et al. 2012).

Nos intercambios internacionais ou na introducdo de novos animais no rebanho, é
recomendado efectuar despistagens serolégicas através da realizagdo de dois testes de
MAT com trés semanas de intervalo. No entanto, pode mostrar-se dificil a sua realizagcao
pois ndo existe padronizagdo das estirpes de Leptospira testadas nos testes MAT, e a
grande variabilidade de antigénios testados em fungdo dos laboratérios pode levar a néao
detecao dos animais infetados para os serogrupos testados. Um tratamento antibiético pode
ser efetuado, e neste caso pode ser necessario complementar os testes serologicas por
outras técnicas de diagnéstico para evidenciar a presenga ou ndo de leptospiras nos tecidos
ou fluidos corporais. Contudo, quando todas estas medidas de biosseguranga sdo tomadas
sozinhas, podem ser insuficientes na prevencdo de novas infegbes, € os tratamentos
antibiéticos bem como a vacinagdo ao nivel do rebanho devem ser considerados em
complemento destas medidas para proteger os animais sdos de serem infectados e para
reduzir o numero de portadores renais cronicos. Isto permite reduzir as sequelas
reprodutivas bem como as perdas econdmicas consequentes da doencga (Camart-Périé el al
2012).
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CONCLUSAO

A leptospirose é uma doencga de distribuigdo mundial, podendo infectar a maioria dos
mamiferos. Nos bovinos, a infecgdo pode manifestar-se por uma variedade de sinais
clinicos, desde uma doenga crénica silenciosa resultando em falhas reprodutivas e
produtivas levando a perdas econdmicas significantes, até a uma doenga aguda
potencialmente fatal. A transmissdo da doencga ocorre geralmente por contato directo com
animais infectados, ou indiretamente pelo ambiente ou pela alimentagdo contaminados.
Muitas vezes subestimadas, a transmissdo venérea desempenha um papel importante na
epidemiologia da leptospirose. Os roedores e 0s animais selvagens sao considerados como
os principais vectores da doenga, excretando as leptospiras pela urina para o ambiente. As
bactérias podem sobreviver e ficar infecciosas durante longo periodos no ambiente,
sobretudo no solo considerado como o habitat natural das leptospiras, sendo posteriormente
libertadas dos solos durante episddios chuvosos e contaminando subsequentemente os
cursos de aguas e as fontes de agua potavel. A dificuldade reside na identificagdo dos
animais portadores crénicos, responsaveis pela contaminacdo e pela infeccdo de novos
animais. O exame clinico dos animais raramente permite estabelecer um diagnéstico fiavel,
pelo que eventualmente uma melhoria do diagnostico passara pela utilizagao mais ampla
das técnicas de PCR, ou da utilizagcdo de diversos métodos em conjunto. Os testes
serolégicos de diagndstico da leptospirose actualmente utilizados sdo uteis para identificar
infecdes agudas mas apresentam algumas limites, aumentado a probabilidade da doencga
nao ser diagnosticada. A combinacgao de diferentes métodos de diagndstico pode ser util por
aumentar a probabilidade de identificar animais infectados. O controlo da doenca necessita
da implementagdo de tratamentos antibidticos nos animais infectados, da gestdo do
ambiente contaminado e da aplicacdo de um plano de vacinagao dos animais en risco para
limitar as novas infegdes e as consequéncias produtivas e econdmicas subsequentes.
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