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Resumo

A leptospirose é uma doenca bacteriana provocada pela espiroqueta do género Leptospira. E
declarada pela Organizagdo Mundial da Saiude como uma zoonose, responsavel por um
milhdo de casos anualmente. Para além do Homem, afeta também animais domésticos e
animais selvagens através do contacto com urina de organismos infetados e ambientes
contaminados, como 4aguas estagnadas. Em cavalos, a maioria das infecbes séao
assintomaticas, porém quadros clinicos de uveite recorrente e doenca renal foram relatados.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a presenga de Leptospira spp. em equinos
clinicamente saudaveis. Para tal, procedeu-se a colheita de sangue de trinta e quatro cavalos
na area da Grande Lisboa e Santarém, utilizando posteriormente a reacdo em cadeia
polimerase quantitativa (gq-PCR, do inglés “Quantative polymerase chain reaction”) como
método de diagnéstico. Foi também realizado um inquérito sobre os fatores de risco
associados, assim como informagdes sobre 0 maneio de cada exploragao visitada.

Relativamente aos resultados obtidos neste estudo, o agente patolégico nao foi detetado em

nenhuma das amostras através da técnica de g-PCR.

Palavras chave: leptospira, cavalos, fatores de risco, g-PCR, sangue
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Abstract

Leptospirosis is a bacterial disease caused by a spirochete of the genus Leptospira. It is
declared by the World Health Organization as a zoonosis, responsible for one million cases
annually. In addition to humans, it also affects domestic animals and wild animals through
contact with the urine of infected organisms and contaminated environments, such as stagnant
water. In horses, most infections are asymptomatic, but recurrent uveitis and renal disease
have been reported.

The present study aimed to evaluate the presence of Leptospira spp.in clinical healthy horses.
To this end, blood was collected form thirty-four horses in the Greater Lisbon and Santarém
area, subsequently using the quantitative polymerase chain reaction (g-PCR) as a diagnostic
method. A survey was also carried out on the associated risck factors, as well as information
on the management of each farm visited.

Regarding the results obtained in this study, the pathological agent wasn’t detected in any of

the samples using the g-PCR technique.

Keywords: leptospira, horses, risk factors, qg-PCR, blood
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Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

%- por cento

mm- milimetros

mL- mililitro

mg/kg- miligrama por quilo

IV- via intravenosa

IM-via intramuscular

PO- via oral

ADN- Acido desoxirribonucleico

AINEs- Anti-inflamatdrios ndo esteroides

ELISA- Ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica, do inglés “Enzyme linked immunosorbent
assay”

EMJH- Meio de cultura Ellinghousen-MCcullogh-Johnson-Harns

LPS- Lipopolissacarideos, do inglés “lipopolysaccharides”

MAT- Teste de microaglutinagao, do inglés “Microaglutaion test”

OMPs- Proteinas da membrana externa, do inglés “Outer membrane proteins”
PCR- Reacao em cadeia polimerase, do inglés “Polymerase chain reaction”
q-PCR- Reagao em cadeia polimerase quantitativa, do inglés “Quantitative PCR”

URE- Uveite recorrente equina
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I- Relatério de estagio

O estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria foi realizado na area
clinica de equinos desde 15 de setembro de 2022 a 28 fevereiro de 2023 perfazendo um total
de 940 horas.

Clinica ambulatoéria privada: Horsecare

A primeira fase do estagio curricular decorreu de 15 de setembro a 23 de dezembro de 2022
(total de 600 horas) sob orientagdo da Dr? Constanga Moreira da Fonseca.

A autora acompanhou a médica veterinaria em regime ambulatério, observando e auxiliando
em diversas abordagens diagnodsticas e terapéuticas. Ao longo dos quatro meses foram

acompanhados no total 207 casos clinicos referentes a cavalos, poneis e alguns asininos.

Tabela 1- Distribuicdo dos casos clinicos pelas diferentes areas clinicas em regime

ambulatério com a Dr? Constanga Moreira da Fonseca.

Profilaxia e identificagao 70
Ortopedia 39
Odontologia 35
Gastroenterologia 4
Reproducéao 3
Pneumonologia e otarrinolaringiologia 3
Neurologia 1
Cardiologia 1
Parasitologia 5
Oftalmologia 3
Urologia 3
Laceracgdes 3
Dermatologia 15
Reabilitacao 10
Bem-estar e nutricdo do cavalo atleta 4
Exame em ato de compra 5
Total 207

Universidade Luséfona | Faculdade de Medicina Veterinaria 11
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Ao observar a tabela 1 é possivel concluir que as areas mais abordadas, no decorrer do
estagio, foram a profilaxia e identificagdo, a ortopedia e a odontologia. Os procedimentos de
profilaxia (desparasitacdo e vacinagao) e de identificagdo (colocagdo de microchip e a
realizagdo do resenho em poldros), assim como os procedimentos de odontologia
(nivelamento da arcada dentaria, extracdo do dente de lobo e remogao de tartaro) foram
realizados de forma rotineira, de forma a garantir a saude e bem-estar do equideo, e nao
apenas em casos de queixa clinica. Casos clinicos de ortopedia foram observados com
bastante frequénci, sendo realizados exames de claudicagdo com o objetivo de identificar o
membro afetado e localizar a lesdo. Os exames clinicos desta especialidade incluiram a
realizagcdo de testes de flexdo, bloqueios perineurais e intra-articulares, radiografias e
ecografias. Quando considerado benéfico, a médica veterinaria aconselhou o tutor do cavalo
a realizar um protocolo de reabilitagdo com base no uso de laserterapia (do inglés LASER -
light ampilification by stimulated emisson of radiation).

Relativamente a area de dermatologia, foram acompanhados casos de dermatofitose com
uma certa regularidade. O tratamento baseou-se na lavagem de todas areas afetadas com
um shampoo de enilconazol (Imaverol®) e um antifiungico de dois em dois dias durante duas
semanas. Apos este periodo, a médica veterinaria reavaliava o caso clinico juntamente com

o proprietario do cavalo.

Clinica Veterinaria Militar de Equinos

A segunda fase do estagio curricular decorreu entre 2 de janeiro de 2023 e 28 de fevereiro de
2023 (total de 340 horas), sob orientagdo do Dr. David Couto e com a colaboragdo dos
restantes médicos veterinarios da Clinica Veterinaria Militar de Equinos localizada na Escola
das Armas em Mafra: o Dr. Ricardo Matos, o Dr. Francisco Medeiros, a Dr?. Joana Rodrigues
e o Dr. Gongalo Camacho.

Ao longo dos dois meses, a autora acompanhou 45 casos clinicos em cavalos adultos e
poldros estabulados nas instalagdes do exército portugués. Na tabela 2 é possivel verificar a

distribuicdo do numero total de casos pelas diferentes areas de clinica.
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Tabela 2- Distribuicdo dos casos clinicos pelas diferentes areas clinicas na Clinica Veterinaria

Militar de Equinos.

Ortopedia 12

Traumatologia e cuidados de 12
enfermagem

Gastroenterologia 3
Odontologia

Dermatologia 10

Cirurgia 3

Total 43

Assim, as areas de clinica mais abordadas foram a ortopedia, a dermatologia e a area de
traumatologia e cuidados de enfermagem. Nos casos de ortopedia foram realizados exames
de claudicacgao, testes de flexdo, bloqueios perineurais e intra-articulares, ecografias e
radiografias. Na area de dermatologia foram abordados casos de dermatofitose. Recorreu-se
ao uso de shampoo de enilconazol (Imaverol®) durante um periodo intermitente de dois dias
até as areas afetadas ja nao apresentarem crosta. Por ultimo, na area de traumatologia e
cuidados de enfermagem foi realizada a limpeza de feridas limpas, limpas-contaminadas e
contaminadas. As mesmas foram limpas com clorexidina e posteriormente, quando
necessario, foi realizada a aplicagdo de antibiético topico (Bacitracina®).

Relativamente a area de cirurgia, a autora teve a oportunidade de acompanhar trés cirurgias:
uma castragdo, uma neurectomia do nervo digital palmar bilateral dos membros toracicos e a
remog¢do de uma massa de etiologia desconhecida na zona do pesco¢o. Nas mesmas, a
autora auxiliou o Dr. David Couto na area de anestesia geral, desde a monitorizagdo dos
parametros vitais no decorrer de cada cirdrgia, como também na administracdo de farmacos

antes, durante e apos.

ll- Estagio Laboratorial- Extracurricular

Para a detecgao de leptospira spp. nas amostras colhidas, foi realizado pela autora um estagio
laboratorial extracurricular no Laboratorio da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Luso6fona.

Na primeira fase foi efetuada a extracdo do acido desoxirribonucleico (ADN) das amostras de

sangue e seguidamente foi realizada a detetecéo e quatificacdo da bactéria através da reagao

Universidade Luséfona | Faculdade de Medicina Veterinaria 13
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em cadeia polimerase quantitativa. A autora teve ainda oportunidade de aprofundar o seu
conhecimento na area laboratorial ao realizar certas tarefas tais como o manuseamento
adequado das amostras bioldgicas e o uso de materiais especificos nomeadamente pipetas

graduadas para dosagem automatica.
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| Revisao da literatura

1.1 Introdugao

A leptospirose € um problema global, tanto na saude publica, como na medicina veterinaria
(Adler & Moctezuma, 2010). Esta doenga é provocada por bactérias Gram - negativas
pertencentes ao género Leptospira (Bharti et al., 2003), hospedadas nos tubulos renais de
diversas espécies, incluindo bovinos, equinos, caes e porcos (McVey, Kennedy, Chengappa
& Wilkes, 2022). Esta doenga é comum em areas tropicais e subtropicais, podendo o agente
etiolégico sobreviver por longos periodos de tempo em condigdes humidas (Khurana et al.,
2016).

De acordo com O’Toole et al., 2015, as manifestagdes clinicas agudas da leptospirose em
humanos, denominada também de doenga de Weil, sdo graves e incluem sintomas como
febre, ictericia e insuficiéncia renal. Por sua vez, os animais domésticos também podem
desenvolver os mesmos sinais clinicos descritos € a doenca pode potencialmente ser fatal
(O’'Toole, Pathak, Toms, Gelding & Sivaprakasam, 2015). Adicionalmente, os cavalos podem
apresentar também uveite recorrente equina e baixa performance (Verma, Soto, lllanes,
Ghosh & Fuentealba, 2012; Hamond, Martins & Lilenbaum, 2012).

Segundo Lukashenko & Novikova, 1947, o primeiro caso de leptospirose em cavalos foi
relatado na Russia em 1947. A doencga foi associada a aborto e a uveite recorrente, porém
também foram citados episédios de doenca renal e hepatica (Hines, 2007).

Na maioria dos casos, a doencga é contraida pelo contacto com urina de animais infetados ou
pela exposi¢gdo a um ambiente contaminado (McVey, Kennedy, Chengappa & Wilkes, 2022).
Nas areas rurais, animais domésticos e selvagens sdo descritos como sendo os potenciais
propagadores de leptospirose, enquanto nas cidades os ratos e cdes sdo considerados os

principais reservatorios (Levett, 2001; Meites et al., 2004).

1.2 Etiologia

1.2.1 Taxonomia, Nomenclatura e Classificagao

A leptospirose € uma doenca bacteriana provocada por espiroquetas do género Leptospira
(Dhanze, Kumar, Suman & Mane, 2013), pertencentes a ordem Spirochaetale, familia
Leptospiraceae e classe Spirochaetes (Sharma & Yadav, 2008).

Inicialmente foram considerados dois sistemas de classificagdo no que diz respeito a
toxonomia da bactéria (Levett, 2001; Levett et al., 2010). No sistema de categorizagao

sorolégica convencional proposto por Wolf e Broom em 1954, as leptospiras patogénicas e
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saprofiticas foram categorizadas com base na aglutinacdo, apdés absorgdo cruzada com
antigénio homologo (Wolff & Broom, 1954). Com base neste sistema, denominado de
classificagao fenotipica, o género Leptospira divide-se em duas espécies: L. interrogans e L.
biflexa, patogénica e saprofita, respetivamente (Quinn et al., 2002; Tappero, Ashford &
Perkins, 2000; Levett, 2001).

Atualmente, a abordagem classica de classificagdo foi substituida por um sistema de
classificagdo genotipico baseado na homologia do acido desoxirribonucleico (Heins, 2014), e
os sorovares de cada espécie sao identificados por meio das reacgdes soroldégicas
(Palaniappan et al., 2006; Cerqueira et al., 2009; Adler et al., 2010; Levett et al., 2010). Com
isto, foram abrangidos todos os sorovares das espécies L. interrogans e L. biflexa (Levett,
2001), perfazendo um total de 250 serovares em 24 sorogrupos (Palaniappan et al., 2006;
Cerqueira et al., 2009; Adler et al., 2010; Levett et al., 2010).

A compreenséao da diversidade genética dentro do género Leptospira foi conseguida através
de estudos moleculares que utilizaram a hibridizagdo ADN-ADN (Letocart, Baranton & Perolat,
1997). Sete novas espécies foram propostas, levando a um novo sistema de categorizagao
(Yasuda et al., 1987), tais como: L. borgpetersenii, L. inadai, L. meyeri, L. noguchii, L.
santarosai, L. weilii e L. wolbachii (Arent, Pardyak, Dubniewicz, Plachno & Kotula-Balak,
2022). Posteriormente, foram propostas mais cinco espécies de Leptospira: 1, 2, 3,4 e 5
(Brenner et al., 1999). Em homenagem a Aaron D. Alexander, os autores sugeriram o0 home
Leptospira alanderi para a espécie 2 (Arent et al., 2022). As restantes espécies foram
renomeadas em 2007, no Comité Internacional de Taxonomia de Leptospira no Equador
(Smythe et al., 2013). O comité sugeriu renomear a espécie 1 para Leptospira alstonie, a 3
para Leptospira vanthielii, a 4 para Leptospira terpstrae e a 5 para Leptospira yanagawae
(Levett, Smythe, 2008; Smythe et al., 2013). A hibridizagdo ADN-ADN tem sido ent&o o padrao
predileto para a determinagdo de espécies, como mencionado anteriormente (Arent et al.,
2022).

O aumento do numero de isolamentos de leptospira nos ultimos anos, principalmente a partir
de amostras ambientais, também contribuiu para o conhecimento da sua diversidade
(Chaiwattanarungruengpaisan et al., 2018). Assim, foram identificadas quarenta e cinco novas
espécies de leptospira (Casanovas-Massana et al., 2020, 2021; Korba et al., 2021; Masuzawa
et al.,, 2018). Atualizagbes sobre a taxonomia estdo disponiveis online no site da

http://bigsdb.pasteur.fr/leptospira (Guglielmini et al., 2019; Arent et al., 2022).

As leptospiras patogénicas s&o tipicamente encontradas em roedores, a temperaturas entre
os 20 e os 35°C com uma arquitetura celular semelhante as bactérias gram-negativas

(Benacer, Who, Zain, Amran & Thong, 2013). L. interrogans, L. weilii, L. noguchii, L.
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borgpetersenii (Yasuda et al., 1987), L. kirschneri e L. santarosai (Dos Santos et al., 2017)
sao exemplos de espécies pertencentes ao grupo patogénico (Samrot et al., 2021).

Embora a maioria da atual taxonomia bacteriana seja baseada na diversidade genética, a
determinagado soroldgica das estripes de leptospira ainda é extremamente importante. Em
primeiro lugar, é crucial para o diagndstico e diregdo de vacinagdo e em segundo lugar,
também auxilia na compreensio da patogenia da doencga e da posterior reagdo do sistema

imunolégico de cada animal (Arent et al., 2022).

1.2.2 Morfologia

A leptospira € uma bactéria longa, fina, altamente mével e em forma de espiral (Adler &
Montezuma, 2010). Em relacao as suas dimensodes, esta espiroqueta apresenta um diametro
medio de 0,1 um, um comprimento que pode variar entre os 0,1 e os 20 ym e uma amplitude
helicoidal entre os 0,1 e os 0,15 um (Goldstein & Charon, 1990; Faine et al., 1999; Levett,
2001). Morfologicamente, a leptospira saprofita ndo consegue ser distinguida da leptospira
patogénica, nem mesmo por microscopia de campo escuro (Arent et al., 2022). E uma bactéria
aerobia obrigatoéria, com uma temperatura ideal de crescimento entre os 28 e os 30°C e um
pH entre os 7,2 e os 7,6 (Palmer & Zochowski, 2000; Adler & Montezuma, 2010). A relacao
entre a humidade da superficie do solo e a agua é responsavel pela persisténcia da bactéria
no meio ambiente. A mesma pode sobreviver cento e oitenta e trés dias em solos saturados
de agua, mas apenas trinta minutos em solos secos (Levett, 2001). Segundo Radostits et al.,
2002, a leptospira sobrevive um maior periodo de tempo em aguas paradas do que em aguas
com corrente.

No que se refere a sua estrutura, € semelhante a das bactérias gram negativas, sendo
constituida por uma membrana externa, intermédia e interna (Adler & Moctezuma, 2010). A
primeira é formada por lipopolissacarideos (LPS, do inglés “lipopolysaccharides”) e proteinas
(OMPs, do inglés “outer membrane proteins”), que constituem o antigeno primario da
leptospira (Haake & Zuckert, 2015), e apresentam um papel importante na sua viruléncia
(Nahori et al., 2005). A segunda camada contém peptidoglicanos que conferem rigidez (Levett,
2001). As proteinas da membrana externa servem como barreira e também sao importantes
para a ingestao de nutrientes para o crescimento da bactéria (DiRienzo, Nakamura & Inouye,
1978).

No entanto, ao contrario dos outros géneros de espiroquetas, a leptospira possui LPS a
superficie (Adler & Moctezuma, 2010), especificamente LipL32 e LipL44 (Mcvey, Keenedy,

Chengappa & Wilkes, 2022). A lipoproteina L32 é responsavel por induzir uma resposta
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inflamatéria no hospedeiro, devido a producao significativa de mediadores inflamatérios ao
redor das células renais (Yang et al., 2002). Esta lipoproteina também ¢ utilizada como gene
e antigénio em meios de diagndstico, tais como a reacdo em cadeia polimerase (PCR, do
inglés “Polymerase chain reaction”) e o ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (ELISA, do
inglés “Enzyme Linked Immunosorbent Assay”’), o que aumenta a sensibilidade e a
especificidade diagndstica dos meios utilizados para a detegcado de infegbes por leptospira
(Ahmed et al., 2012; Tarigan et al., 2016). Em todas as espécies patogénicas de leptospira, a
proteina da membrana externa L1 (OmpL1) funciona como uma porina (Shang et al., 1995;
Dong et al., 2008). A grande especificidade da resposta do anticorpo IgG para OmpL1 permite
a facil distincdo de outras doencas, contribuindo para resultados positivos fidedignos através
do teste de aglutinagdo microscopica (MAT) (Fernandes et al., 2012).

A ligA, ligB e a ligC sao as trés principais classes de imunoglobulinas leptospirais (Matsunaga
et al., 2003; Palaniappan et al., 2002, 2004). Os genes que codificam as proteinas
imunoglobulinas codificam também os componentes que conferem as leptospiras patogénicas
a sua viruléncia (Fernandes et al., 2012). A maioria das espécies de leptospira, incluindo L.
weilii, L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii e L. noguchii apresentam ligB, o mais
clinicamente revalente dos trés (Fernandes et al., 2012). No entanto, a ligA também esta
presente em algumas espécies como L. interrogans e L. kirschneri (Fernandes et al., 2012).
Algumas espécies, tais como L. weilli, L. interrogans e L. kkirschneri apresentam igualmente
a proteina imunoglobulina do tipo C (Cerqueira et al., 2009). Diversos estudos relataram a
utilizagdo das proteinas Lig (do inglés, “Leptospiral immunoglobulin-like proteins”’) como
marcadores para o diagnoéstico precoce de leptospirose (Corda et al., 2007), bem como para
o desenvolvimento de vacinas (Koizum & Watanabe, 2004). No entanto, a camada que se
encontra ao redor das leptospiras apresenta uma acdo endotoxica substancialmente menor
que as restantes bactérias gram negativas (Arent et al., 2022).

Ao contrario da maioria das bactérias, a leptospira apresenta dois flagelos que se localizam
horizontalmente no espacgo periplasmatico, entre a membrana externa e a camada de
petidoglicanos (Levett, 2001), ancorados em extremidades opostas da célula (Fraga et al.,
2011; Samrot et al., 2021). De acordo com a sua arquitetura celular, o flagelo periplasmatico
€ constituido pelo filamento, o gancho flexivel e o complexo basal (Picardeau et al., 2017).
Para além de serem essenciais para a mobilidade translacional e nao translacional, também
sdo responsaveis por conferir forma a bactéria através do seu citoesqueleto (Plank & Dean,
2000; Fraga et al.,, 2011). O tipo de mobilidade escolhido pela leptospira depende da
viscosidade do meio em que flutuam, ou seja, utiliza principalmente as extremidades
semelhantes a ganchos em meios ndo viscosos, no entanto em condi¢gbes viscosas, o

movimento adquirido é similar a um parafuso (Takabe et al., 2017). A patogenicidade esta
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correlacionada com a mobilidade celular, ou seja, uma diminuicdo na mobilidade reduz a
viruléncia desta espiroqueta (Ottemann & Lowenthal, 2002; Xu, Koizumi & Nakamura, 2020).
As leptospiras patogénicas podem ainda crescer em biofilmes na natureza com consequente
aumento (cerca de cinco vezes mais) da sua tolerancia a antibioticos (Bierque et al., 2020).
Logo, a sobrevivéncia e persisténcia da leptospira sdo consideravelmente favorecidas pela
formacéao de biofilmes, aumentando assim, a sua taxa de transmissao (Bierque et al., 2020).
Como resultado, epidemias prolongadas sdo comuns e ocasionalmente estendem-se por

diversas areas geograficas (Mohd et al., 2018; Dierks et al., 2018).

1.3 Epidemiologia

1.3.1 Distribuicao geografica

Embora a leptospirose seja uma das principais zoonoses a nivel mundial (Guerrant et al.
2006), a infecdo é mais comum em paises com clima quente e/ou tropical (Mcvey, Keenedy,
Chengappa & Wilkes, 2022). Em cavalos, a infegcdo aguda da doenga ocorre sobretudo
durante as estag¢des chuvosas como a primavera e o outono (Gilger & Hollingsworth, 2017).
Porém, foi também observado um padrdo sazonal, existindo uma maior propor¢ao de titulos
positivos durante os meses de verao (Pikalo et al., 2016). Os serovares L.interhaemorrhagiae,
L.canicola, L.pomona, L.hardjo e L.grippotyphosa estado presentes em todos os continentes
exceto na Antartida (Yadeta, Michael & Abdela, 2016).

Embora o numero de casos de leptospirose humana na Europa tenha aumentado nos ultimos
anos, no caso dos cavalos existe uma insuficiéncia demarcada de estudos epidemioldgicos
(Frellstedt, 2009; Adler & Moctezuma, 2010; Malalana, Stylianides & McGowan, 2015).
Estudos soroldgicos realizados em diferentes paises europeus indicaram que a exposi¢ao a
leptospirose €& generalizada (Malalana, Blundell, Pintchbeck & McGowan, 2017).
Seropervaléncias entre os 9,4 e os 41,9% foram relatadas em equinos saudaveis, recorrendo
ao uso de testes de microaglutinagao (MAT, do inglés microagglutination test) como meio de
diagnéstico (Houwers et al., 2011; Pikalo et al., 2016; Malalana, Blundell, Pintchbeck &
McGowan, 2017). No entanto, em paises como lItalia, a seropervaléncia foi inferior a este
intervalo (1,5%) (Ebani, Bertelloni, Pinzauti & Cerri, 2012) e na Irlanda do Norte superior ao
mesmo (72,2%) (Ellis, Bryson, O’Brien & Neill, 1983). Por sua vez, na Republica Checa, a
ocorréncia de inundagodes foi associada a ocorréncia de picos endémicos (Dupouey et al.,
2014). Na Alemanha, foram observadas leptospiras no humor vitreo, em diversos cavalos
durante a realizagao de vitrectomias para controlo da uveite recorrente equina (Wollanke,
Gerhards, Brem, Meyer & Kopp, 2004; Niedermaier, Wollanke, Hoffmann, Brem & Gerhards,

2006; Brandes, Wollanke, Niedermaier, Brem & Gerhards, 2007). Outro estudo relatou a
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presenca de leptospira em 32,2% das amostras de liquido intraocular em 501 cavalos de
diferentes paises europeus, nomeadamente Suica, Holanda, Alemanha, Austria, Luxemburgo,
Inglaterra, Polonia e Italia (Hartskeerl et al., 2004). Contudo, em 2017, Malalana, Blundell,
Pinchbeck e McGowan concluiram que no Reino Unido a incidéncia de leptospira é
substancialmente menor em casos de uveite recorrente (6,7%). Na Bélgica, por sua vez, um
estudo relatou a presenca de leptospira em 30,3% dos casos de uveite recorrente (Sauvage,
Monclin, Elansary, Hansen & Grauwels, 2019). Para além das diferentes condi¢des
climatéricas presentes em cada pais (Malalana, 2019), as divergéncias no nimero e no tipo
de hospedeiro de transmissdo podem explicar as variacdes na seropervaléncia entre as
regides europeias (Divers et al., 2019; Dupouey et al., 2014). Em Portugal, os sorogrupos
Australis e Pomona obtiveram as maiores percentagens, 18,5% e 13,8% respetivamente
(Rocha & Elis, 2004).

De acordo com estudos realizados em equinos saudaveis, 0s serovares mais comumente
encontrados na Europa s&o Bratislava e Icterohaemorrhagiae, sendo o cavalo e os roedores
os hospedeiros de manutengao, respetivamente (Yadeta, Michael & Abdela, 2016).
Grippotyphosa é também um serovar bastante comum em casos de uveite recorrente (Divers
etal., 2019; Dupouey et al., 2014). Contudo, na América do Norte o serovar Pomona encontra-
se regularmente envolvido na patogénese da uveite recorrente equina (Borstel, Oey,
Strutzberg-Minder, Boeve & Ohnesorge, 2010).

1.3.2 Modo de infe¢ao e transmissao

As formas de propagacao da leptospirose sao frequentemente classificadas como diretas ou
indiretas. Tendo em conta a causa imediata da infegdo, o contacto direto ocorre quando a
causa primaria de contagio é o tecido e/ou secreg¢des corporais de animais infetados, como a
urina. O contacto indireto acontece quando a fonte inicial da doenca € uma area contaminada
com urina de animais infetados ou portadores (Sehgal, 2006).

Em cavalos, a infecdo por Leptospira spp. pode ocorrer por contacto direto através de
secregdes placentarias ou por contacto indireto através de ambientes contaminados (Ebani et
al., 2012). Segundo Radostits et al., 2007, um animal infetado pode causar infegcao
contaminando a agua, o pasto e os alimentos com urina, secre¢des uterinas e produtos de
aborto. Porém, o consumo de agua contaminada com urina é a principal forma de infegao
(Adler & Moctezuma, 2010).

As principais portas de entrada sao feridas ou abrasdes na epiderme; o contacto com mucosas

(incluindo a cavidade oral) (Mcvey, Keenedy, Chengappa & Wilkes, 2022) e o sistema
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respiratério, através da inalagao de aerossois que causam inflamacgao da mucosa (Silverstein,
1953; Katz, Rudoy & Sasaki, 1993).

Os animais podem ser classificados como hospedeiros de manutengdo ou hospedeiros
acidentais em casos de leptospirose (Levett, 2001; Radostits et al., 2006; Heins, 2014).
Segundo Babudieri (1958), um hospedeiro de manutengao ou reservatorio é descrito como
sendo uma espécie em que a infecdo € endémica, transmitindo-se por contacto direto entre
animais. Apresenta ainda uma elevada suscetibilidade a infegcao, sendo a doenca tipicamente
subclinica ou moderada, uma vez que a bactéria apresenta uma baixa patogenicidade para
este tipo de hospedeiros (Radostits et al., 2006; Heins, 2014). Sao ainda capazes de excretar
leptospiras durantes dias, meses ou anos através da urina (Radostits et al., 2006; Heins, 2014;
Foley & Straub, 2017). Os roedores, Rattus spp., sdo considerados o principal reservatorio de
leptospirose (Tilahun, Reta & Simenew, 2013).

Por outro lado, um hospedeiro acidental apresenta uma baixa suscetibilidade a infecdo, mas
uma alta patogenicidade, resultando em quadros clinicos agudos, por vezes graves, assim
como uma elevada producao de anticorpos pos infegao (Heins, 2014; Radostits et al., 2006;
Hamond, Pinna, Martins & Lilenbaum, 2013).

Segundo Levett, 2001, os animais podem ser considerados hospedeiros de manutencgao para
alguns serovares e hospedeiros acidentais para outros. Assim sendo, os serovares sao
frequentemente encontrados em diferentes espécies e diversos estudos epidemioldgicos
indicam que essas preferéncias podem mudar ao longo do tempo e entre regides geograficas
(Heins, 2014).

1.3.2.1 Fatores de risco

Em relagao aos fatores de risco de transmissao e propagacao da infegao, deve ser tido em
conta pastoreio partilhado com bovinos ou suinos ndo vacinados, acesso a fontes de agua
contaminadas como rios, lagos ou aguas de drenagem e o contacto com roedores e animais
selvagens (Radostits et al., 2006; Adler & Moctezuma, 2010; Dwyer, Crockett & Kalsow, 1995).
A idade, o género e o tipo de maneio s&o variaveis adicionais que também podem contribuir
para a ocorréncia da leptospirose (Baverud, Gunnarsson, Engvall, Franzén & Egnevall, 2009).
No que diz respeito ao género, esta descrito que cavalos castrados e éguas apresentam uma
seropositividade superior para Bratislava (Baverud et al., 2009). Por ultimo, cavalos mantidos
e tratados individualmente apresentam uma seropositividade inferior do que equinos mantidos

em grupo (Lees & Gale, 1994).
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A transmissao pode ainda ser afetada pela densidade populacional, pela temperatura, pelo
tipo e grau de interacdo entre os hospedeiros acidentais, os meios de contaminagdo e os
hospedeiros de manutencao (Mcvey, Keenedy, Chengappa & Wilkes, 2022).

Hospedeiros de
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Figura 1. Ciclo de transmissao da leptospira spp. (Adaptado de Faisal et al., 2012)

1.4 Patogenia

De acordo com Hamond et al. (2013) os estudos sobre as especificidades da fisiopatologia da
leptospirose em cavalos sao insuficientes.

A leptospira entra no organismo através das membranas, como a conjuntiva (Adler &
Moctezuma, 2010), a mucosa oral, a mucosa nasal, ou ainda através de abrasdes e feridas
na pele (Langston & Heuter, 2003; Hines, 2014; Adler & Moctezuma, 2010). A secrecao de
enzimas liticas ativas (Adler e Moctezuma, 2010), assim como o movimento helicoidal da
bactéria (Lambert et al., 2012), sdo os mecanismos responsaveis pelo processo de entrada
do agente patoldgico no hospedeiro (Hamond et al., 2013). O resultado da exposicédo a
leptospira depende da dosagem, da viruléncia da bactéria e da suscetibilidade do hospedeiro
(Hines, 2014).

Seguidamente, a bactéria entra na circulagdo sanguinea (Faine et al., 1999), alojando-se em

diferentes 6rgaos como no bago, no figado, nos olhos e também no sistema nervoso central
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e aparelho reprodutor (Langston & Heuter, 2003). Consequentemente ocorre rutura tecidual,
isquémia e necrose (Hines, 2014; Adler & Moctezuma, 2009). Leptospiras virulentas podem
ainda causar apoptose in vitro e in vivo (Estavoyer JM et al., 1991). Este periodo, denominado
de leptospirémia, pode durar até uma semana (Adler & Moctezuma, 2010) e termina com o
desenvolvimento de anticorpos, que sdo geralmente detetados quatro a oito dias apos a
infecdo (Gilger & Hollingsworth, 2017). A fase clinica aguda da doenga corresponde a este
periodo e € comum, sobretudo, em animais jovens (Adler & Moctezuma, 2010).
Posteriormente, as bactérias sdo eliminadas rapidamente do sangue e da maioria dos érgaos
através da agao dos anticorpos produzidos pelo sistema imunitario do hospedeiro (Kriston-
Piggot & Prescott, 1987; Mcvey, Keenedy, Chengappa & Wilkes, 2022). Assim sendo, o
diagnéstico de infecdo aguda em cavalos raramente é realizado, pois o quadro clinico inicial
é ligeiro, breve e provavelmente subclinico (Houwers et al., 2011).

As leptospiras demoram cerca de duas semanas para atingir as células tubulares proximais e
o lumen tubular renal (Greene, Skyes, Moore, Goldstein & Schultz, 2006). As bactérias
permanecem hospedadas e reproduzem-se, podendo ser excretadas pela urina durante dias,
meses ou até anos (Langston & Heuter, 2003; Skyes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard &
Goldstein, 2010). Este fendmeno ocorre, pois, leptospiras presentes nos tubulos renais
proximais sao resistentes aos anticorpos circulantes (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable,
2006). Além disso, os niveis de anticorpos séricos em animais que apresentam infegao crénica
diminuem significativamente (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006).

Podem igualmente ser encontradas no Utero de éguas gestantes causando infecbes uterinas
(Adler & Montezuma, 2010). Por conseguinte, as mesmas causam abortos, patologias
neonatais e/ou nadomortos (Adler & Montezuma, 2010). A permanéncia de leptospiras nos
ovidutos e no utero de éguas nao gestantes e no aparelho reprodutor de garanhdes também

foi documentado (Oliveira et al., 2007).

1.5 Quadro clinico

Apesar de na maioria dos casos a apresentacdo da leptospirose em cavalos ser subclinica
(Gilger & Hollingsworth, 2017, Houwers et al., 2011, Adler, 2015), estao descritas quatro
situacgdes clinicas distintas: doencas reprodutivas, doencga clinica hépato-renal aguda, doencga
respiratéria e doenga oftalmolégica (Hamond et al.,, 2013). Os serovares Pomona e
Icterohaemorrhagiae sao frequentemente associados a sinais clinicos agudos e a surtos de

leptospirose em equinos (Hamond et al, 2013; Di Azevedo & Lilenbaum, 2022)
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1.5.1 Doencas reprodutivas- abortos, aspeto da placenta e poldro

A leptospirose equina pode resultar em abortos, nado-mortos e poldros fracos a nascenca
(Hamond et al., 2013). Pode ainda causar infecdo dos 6érgaos reprodutivos, em reabsorgao
fetal ou neonatos prematuros (Whitwell et al., 2009; Timoney et al., 2011; Verma, Stevenson
& Adler, 2013).

Abortos por leptospira podem ocorrer em qualquer més de gestagdo, porém geralmente
ocorrem a partir do sexto més (Henis, 2007; Timoney et al., 2011; Foote et al., 2012). Infegbes
placentarias sdo responsaveis por um terco dos nado-mortos e mortes neonatais, sendo a
infecao bacteriana a causa em 75% dos casos (Whitwell et al., 2009). A placenta apresenta
um aspeto edematoso e hemorragico (Heins, 2014) e em alguns casos pode ocorrer funisite
(Sebastian et al., 2005). A infecao de éguas gestantes parece ser secundaria quando as
estripes causam sinais clinicos reprodutivos e podem terminar em placentite, aborto ou
mortalidade fetal (Divers, Chang, Irby, Smith & Carter, 2019). Assim, as leptospiras podem ser
facilmente encontradas em tecidos fetais e maternos (Poonacha et al., 1993; Erol et al., 2015).
A leptospirose foi também associada a falha reprodutiva em éguas recetoras em todas as
fases da gestacado, afetando negativamente os programas de transferéncia de embrides,
principalmente devido a mortalidade embrionaria precoce (Pinna, Martins, Souza &
Lilenbaum, 2014; Pinna, Martins & Lilenbaum, 2012).

1.5.2 Doenga sistémica em cavalos adultos e poldros

Apesar da exposigao a leptospirose em equinos seja comum, a presenca de doenca sistémica
parece ser rara (Heins, 2014).

Os sinais clinicos de leptospirose equina aguda sdo muito semelhantes aos observados em
outros animais, tais como febre, apatia e anorexia (Verma, Setevenson & Adler, 2013). A
presenca de ictericia, anemia, petéquias na mucosa e letargia sdo sinais tipicos de infe¢des
mais graves (Verma, Setevenson& Adler, 2013). Podem também apresentar insuficiéncia
renal aguda, principalmente em poldros (Verma, Setevenson & Adler, 2013). Problemas
respiratérios como hemorragias pulmonares e pneumonia, também foram relatados apods a

realizagao de exercicio (Baverud et al., 2009; Hammond et al., 2011; Broux et al., 2012).
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1.5.3 Doencgas oftalmoloégicas- Uveite recorrente equina

A causa mais comum de cegueira em cavalos € a uveite recorrente equina, também
designada por cegueira da lua ou oftalmia periédica (Schwink, 1992; Paglia, Miller & Dubielzig,
2004). Alguns cavalos podem desenvolver URE dois a oito meses apds o inicio da infegcao
(Adler & Moctezuma, 2010; McVey et al., 2022).

Na maioria dos casos, a URE ¢ dividida em episddios recorrentes de inflamacgao intraocular e
em episddios de remissdo sem inflamacgao intraocular ativa (Gilger & Hollingsworth, 2017). As
infecbes agudas ocorrem ao oitavo dia e sado caracterizadas por apresentarem titulos de
anticorpos para, pelo menos, um dos serogrupos principais. Sendo estes Pomona,
Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa, Canicola, Hardjo e por vezes, Bratislava e Autumnalis
(Morter, Herschler, Fessler & Lavignette, 1964).

Miose, bleferoespasmo, fotofobia, epifora, hiperemia conjuntival periférica e irite sdo sinais
clinicos de URE (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006; Heins, 2014). Cronicamente
pode ocorrer formacado de catarata, coriorretinite, alteragdo da cor da iris e eventualmente
cegueira (Heins, 2014). Contudo, mesmo em casos mais graves os cavalos podem nao
apresentar sinais de desconforto, tornando dificil o diagndéstico (Gilger et al., 2010; Gilger &
Micahu, 2004).

A medida que a doenca progride, a cdmara anterior pode desenvolver hifema, miose, fibrina
organizada e a cornea pode tornar-se opaca e vascularizada (Wada et al., 2003).

A raca Appaloosa e cavalos de tracdo apresentam uma elevada predisposicdo para
inflamagao, mesmo sendo de baixo grau (Gilger et al., 2010; Gilger & Micahu, 2004). Contudo,
em cavalos de sangue quente (Warmbloods) e outros cavalos europeus ocorre uma elevada
prevaléncia de inflamagao excessiva limitada ao vitreo, retina e coroide (Schwink, 1992;
Allbaugh, 2017; Gilger, 2010).

1.6 Diagnostico laboratorial de leptospirose

A interpretacdo dos sinais clinicos e dos resultados dos exames laboratoriais realizados em
cavalos com suspeita de leptospirose é considerado um verdadeiro dilema (Foley & Straub,
2017).

O meio de diagnéstico adequado para a detecao e identificagao de leptospira spp. depende
de diversas variaveis, principalmente do estagio de infegdo e da colheita de amostras
suficientes (Adler, 2015). Atualmente, o agente patogénico pode ser encontrado diretamente

por observagdo, por cultura ou através da detecdo do seu ADN (Adler, 2015).

Universidade Luséfona | Faculdade de Medicina Veterinaria 25



Inés Dinis | Pesquisa de Leptospira spp. Em Cavalos Clinicamente Saudaveis

Alternativamente, pode ser detetado de forma indireta através de métodos de sorologia (Adler,
2015).

1.6.1 Métodos de detecao direta

Devido a ser dificil observar leptospiras por meio de microscopia de campo claro, uma vez
que coram levemente ou podem mesmo ndo corar, a microscopia de campo escuro €&
considerada o método de eleicdo de identificacdo (Quinn, Markey & Carter, et al., 2022;
Zuemer, 2010). As bactérias vivas de forma delgada e extremidades em forma de gancho sao
visualizadas em amostras como sangue, urina, liquido cefalorraquidiano (LCR, do inglés
“cerebrospinal fluid”) e leite (Heins, 2014). No entanto, a urina é considerada a amostra de
preferéncia, pois as leptospiras sdo excretadas pela mesma para o meio ambiente,
geralmente duas semanas apods o inicio da infecdo (Heins, 2014). Por outro lado, a
microscopia de amostras de sangue apenas € util durante os primeiros dias da infegdo, na
fase de bacterémia (Levett, 2001).

Em relagao ao procedimento de recolha é aconselhavel administrar furosemida (1mg/kg IM)
e coletar a urina na segunda miccao (Nerving & Garrett, 1979). A amostra deve ser analisada
vinte minutos apds a recolha, devido as bactérias degradarem-se rapidamente. No caso das
leptospiras que ja se encontram mortas, recomenda-se adicionar formol, de modo a preservar
a sua morfologia (Heins, 2014). Para uma boa visualizagdo do microrganismo e das suas
caracteristicas, sd0 necessarias cerca de 10* bactérias por mililitro de amostra (Mcvey,
Kennedy, Chengappa & Wilkes, 2022). Assim, este método € considerado um meio de
diagnéstico sensivel e inespecifico (Heins, 2014; Yadeta, Michael & Abdela, 2016). No
entanto, para melhorar a sensibilidade da microscopia sdo aplicadas diversas técnicas de
coloracdo. A coloracdo de Warthin-Starry € um corante de prata modificado € € o mais
frequentemente utilizado (Levett, 2001; Heins, 2014).

Se o serovar for identificado neste tipo de método, deve-se realizar posteriormente uma
cultura bacteriana ou uma das diversas técnicas de sorologia (Heins, 2014; Yadeta, Michael
& Abdela, 2016).

1.6.2 Cultura bacteriana

Apesar da cultura bacteriana apresentar 100% de especificidade, a sua sensibilidade costuma
ser relativamente baixa (Adler & Moctezuma, 2010; Regan & Sykes, 2019).
A cultura de sangue e de urina s&o as mais comuns para isolar e observar a bactéria

Leptospira spp. as amostras de sangue devem ser obtidas nos primeiros quatro a dez dias de
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doenca e devem ser manuseadas o mais rapidamente possivel. Contudo, nem sempre é
possivel. Por essa raz&o, as amostras devem ser diluidas na proporgao 1:10 com albumina
de soro de bovino a 1% ou nos proprios meios de cultura (Heins, 2014). O meio acido oleico-
albumina Ellinghausen-McCullogh-Johnson-Harris (EMJH) é o mais utilizado (Ellinghausen
McCullough, 1965; Johnson & Harris, 1967; Heins, 2014; Mcvey et al., 2022). As amostras
podem também ser conservadas no frio, mas ndo devem ser congeladas (Weil, 1886).

As culturas devem ser incubadas entre 28°C e 30°C, em ambientes escuros (Yadeta, Michael
& Abdela, 2016) até vinte seis semanas e inspecionadas a cada sete/dez dias utilizando
microscopia de campo escuro (Adler & Moctezuma, 2010). O tempo necessario para detetar
crescimento bacteriano numa cultura de Leptospira spp. depende do serovar e do numero de
microrganismos vivos presentes na amostra (Adler & Moctezuma, 2010). No caso dos
serovares Pomona e Grippothyphosa, a incubacao dura cerca de dez dias (Yadeta, Michael
& Abdela, 2016). No entanto, a incubagao do serovar Icterohaemorrhagiae dura cerca de duas
semanas (Adler & Moctezuma, 2010). As culturas podem ser mantidas vivas por subcultura
repetida (Waitkins, 1986) ou armazenadas em meios de agar solido contendo hemoglobina
(Faine, Adler, Christopher & Perolat, 1999). A longo prazo a conservagao das culturas pode
ser realizada por liofilizagdo (Annear & Marrocco, 1977) ou a -70°C (Alexander et al., 1972).
Os meios de cultura inoculados devem ser protegidos de possiveis meios de contaminacao,
sendo necessaria a adi¢do de agentes antimicrobianos selecionados para inibir o crescimento

de agentes contaminantes (Ko, Goarant & Picardeau, 2009).

1.6.3 Serologia

A identificacdo de anticorpos especificos produzidos pelos hospedeiros em resposta a
infegcdes bacterianas é realizada por meio de testes serolégicos (Barcellos, Marques, Mores,
Centenaro & Sobestiansky, 2009).

Os principais grupos de anticorpos circulantes primarios sdo os IgM e os IgG (Barcelos et al.,
2009). Os anticorpos da classe IgM s&o os primeiros a serem manifestados apds a infegao,
seguidos pelos anticorpos IgG que prevalecem por um maior periodo de tempo no organismo
(Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006).

Um resultado positivo significa a presenca de um ou varios anticorpos especificos devido a
presenca de infegdo, vacinacao prévia, reacdes cruzadas (falsos positivos) ou respostas nao
especificas. Por outro lado, um teste negativo resulta na inexisténcia de anticorpos ou num
titulo baixo dos mesmos. Assim, animais recentemente infetados podem nao ter desenvolvido

a soroconversao, sendo soronegativos (Barcelos et al., 2009).
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1.6.3.1 Teste de aglutinagao microscoépica

O teste de Aglutinacdo Microscopica (MAT, do inglés “Microscopic Agglutination Test”) é
considerado o meio de diagndstico “gold standard” para a leptospirose (Levett, 2001; Adler &
Moctezuma, 2010; Mcvey et al., 2022). Porém, esta definicdo deve ser reconsiderada devido
ao numero de resultados falso-positivos e falso-negativos obtidos, dependendo do estado de
imunizacao, da fase da doenca e da exposig¢ao anterior (Mcvey et al., 2022).

Este método é utilizado sobretudo em casos de infecdo aguda em hospedeiros acidentais,
pois a concentragao de anticorpos € maior (Heins, 2014). Por outro lado, em casos cronicos
a resposta por parte dos anticorpos é minima, sendo considerado um teste menos util na
detecdo de doenca em hospedeiros de manutencao (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable,
2006). Com isto, apresenta uma alta especificidade, mas uma baixa sensibilidade (Heins,
2014).

As leptospiras vivas sdo cultivadas em meio liquido combinado com o soro do animal para
verificar a aglutinagcéo (Skyes et al., 2011). A resposta entre o antigénio da membrana LPS do
agente patoldgico e os anticorpos encontrados no soro do animal formam a base do MAT
(Hamond, Pinna, Martins & Lilenbaum, 2013). Independentemente do intervalo de tempo entre
as amostras, um aumento do titulo em quatro vezes ou mais € considerado o diagnéstico final
para a leptospirose (Levett, 2001; Chirathaworn, Inwattana, Poovorawan & Suwancharoen,
2014; Lizer et al., 2017). A detecao de titulos de anticorpos pode ocorrer apés um periodo de
trés a cinco dias no caso de os sinais clinicos serem evidentes (Levett, 2001). Como as
bactérias sao finas e de tamanho reduzido, a aglutinagdo é posteriormente avaliada através
da microscopia de campo escuro (Yadeta, Michael & Abdela, 2016; Hernandez-Rodriguez et
al., 2011).

Esta é uma técnica dificil de implementar por serem necessarias culturas vivas de diferentes
serovares circulantes de leptospira e pessoal bem equipado e especializado capaz de
interpretar corretamente os resultados, o que pode revelar-se dispendioso (Yadeta, Michael &
Abdela, 2016; Baburaj, Nandkumar & Khanna, 2006). Assim sendo, existe uma escassez na
compreensao da epidemiologia de cada pais, tornando dificil incluir os serovares apropriados

como antigenos de teste (Hamond, Pinna, Martins & Lilenbaum, 2013).
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1.6.3.2 Ensaio de imunoabsorg¢ao enzimatica

O ensaio de imunoabsor¢cado enzimatica (ELISA, do inglés “Enzyme Linked Immunosorbent
Assay”) é uma técnica serolégica desenvolvida com o objetivo de substituir ou complementar
o MAT (Hamond et al., 2012). Inclui a capacidade de distinguir entre infe¢do aguda e crénica
através da detegdo de imunoglobulinas especificas, como IgM e IgG (Flannery et al., 2001).
Os niveis de anticorpos sao tipicamente baixos ou inexistentes nos estagios iniciais da infecao
e em termos de diagndstico os resultados podem ser falsos negativos (Rosa et al., 2017).

Para aumentar a especificidade, este meio de diagnéstico foi desenvolvido de modo a
identificar anticorpos contra a célula bacteriana, assim como proteinas antigéncias
recombinantes especificas na superficie bacteriana (Rosa et al., 2017). Por ser expressa
apenas por leptospiras patogénicas, a proteina LipL32 apresenta uma maior relevancia
(Haake et al., 2000; Dey et al., 2004). Um ELISA positivo para IgM indica a presenca de

infecao ha pelo menos um més (Hines, 2014).

1.6.4 Detecdo do acido desoxirribonucleico

1.6.4.1 Reagao em cadeia polimerase

A reacao em PCR ¢ utilizada para amplificar o ADN de leptospira spp. de uma variedade de
amostras, contudo o serovar infecioso ndo consegue ser identificado através deste método.
Embora a identificagcdo seja irrelevante para o tratamento clinico, € benéfico para a saude
publica e para estudos epidemioldgicos (Heins, 2014).

Os genes da bactéria Leptospira spp. podevem ser identificados utilizando eletroforese em
gel de agarose, de acordo com a técnica de PCR convencional (Villumsen, Pedresen, Krogfelt
& Jensen, 2010). No entanto, o PCR em tempo real ou PCR quantitativo (q-PCR, do inglés
“Quantitative PCR”) é uma técnica baseada na reacdo em cadeia polimerase convencional,
ainda assim é capaz de amplificar e simultaneamente quantificar o ADN alvo (Singh & Roy-
Chowdhuri, 2016; Samrot et al., 2021). Ainda, o g-PCR uma técnica que obtém resultados
mais rapidamente e é menos suscetivel a contaminacao (Picardeau, 2013). Segundo Merien,
2005, é extremamente sensivel e especifico no diagndstico de leptospirose, mesmo tendo
como maior limitacdo a frequéncia do aparecimento de resultados falso-positivos. Assim
sendo, o desenvolvimento de ensaios de PCR multiplex em tempo real podem ser utilizados
para maximizar a especificidade da ligacdo do ADN, utilizando dois conjuntos de

oligonucleétidos em vez de um (Ahmed et al., 2012). Ainda assim, serdo necessarios mais
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estudos no futuro para determinar a sensibilidade e especificidade desta técnica laboratorial
(Skyes et al., 2011; Greene, 2012).

Um resultado positivo numa amostra de sangue juntamente com sinais clinicos persistentes
sugere fortemente leptospirose aguda. Contudo, um resultado positivo na urina significa
excrecao renal, tanto em animais com infecdo aguda, como em portadores crénicos da
doencga. No entanto, um resultado negativo ndo descarta a presenca de leptospira no
organismo, pois a leptospirémia é transitéria e a excregao renal pode ser intermitente (Schuller
et al., 2015). Em casos de aborto ou parto prematuro é também utilizado como meio de
diagnéstico (Whitwell et al., 2009; Timoney et al., 2011; Pinna, Martins, Hamond & Lilenbaum,
2011).

Segundo Branger et al., 2005, e de acordo com a fisiopatologia da leptospirose, o PCR deve
ser realizado em sangue na primeira semana apos a infecdo, sendo mais sensivel e especifico
do que o MAT. Todavia, o teste de aglutinagdo microscépica continua a ser o principal meio
de diagndstico confirmatério da presencga de leptospirose (Midence et al., 2012). Assim sendo,
€ aconselhado que os resultados obtidos por ambas as técnicas de diagndstico sejam

analisadas detalhadamente tendo sempre em conta o contexto clinico (Schuller et al., 2015).

1.6.5 Alteracoes histopatolégicas

Em relacao a histopatologia em cavalos adultos, os principais 6érgaos observados sao o figado,
os rins, os pulmbdes e o coracgdo. A estrutura geral do figado ndo se encontra alterada, mas
existe colestase intra-hepatica, hipertrofia e hiperplasia das células de Kupffer. Nos rins, a
alteracdo predominante € a nefrite intersticial. O agente patoldégico pode também estar
presentes nos tubulos renais (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006). As lesdes
cronicas, por sua vez, sao restritas aos rins e consistem em focos cinzentos de dimensbes
reduzidas, geralmente circundados por um anel de hiperemia (Adler & Moctezuma, 2010).
Estas lesdes sao causadas pelo aumento da nefrite intersticial localizada (Adler & Moctezuma,
2010).

Em fetos abortados ou nado-mortos, macroscopicamente o figado encontra-se com
dimensdes aumentadas, sobretudo nos lobos hepaticos, de cor palida ou amarelada
(Sebastian et al., 2005; Adler & Moctezuma, 2010). No exame histopatolégico pode existir a
presenca de necrose hepatica e hipertrofia das células de Kupffer (Adler & Moctezuma, 2010).
As alteracdes histopatoldgicas fetais dependem da espécie, do més de gestagao e do tipo de
sorovar infetante (Adler & Moctezuma, 2010). A ictericia pode ser observada nos tecidos
subcutaneos de fetos abortados nos ultimos meses de gestagao (Adler & Moctezuma, 2010).

Em fetos nado-mortos, as alteragdes sdo semelhantes as causadas por anoxia, como
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hemorragias nos pulmodes, no coracdo, bem como na pleura parietal e mesentério (Adler &
Moctezuma, 2010). Os rins também se encontram aumentados de tamanho, edematosos
com faixas radiais brancas no cortex e na medula (Sebastian et al., 2005).

As lesbes encontradas na placenta foram descritas como vasculite, infiltracdo das células

inflamatoérias do estroma e das vilosidades e hiperplasia epitelial alantéide (Heins, 2014).

1.6.6 Diagnéstico de uveite recorrente equina

Em relagdo ao diagndstico de uveite recorrente, € realizado um exame oftalmolégico completo
de ambos os olhos, mesmo que o comprometimento seja unilateral (Dearo & Souza, 2000).
Uma inspecdo detalhada da cérnea e das palpebras também é realizada (Gilger, 2017). E
também importante reunir um histérico completo de qualquer caso anterior de inflamacgao,
juntamente com uma descrigdo dos sinais clinicos observados pelo tutor (Gilger, 2017). Um
hemograma completo, assim como um painel quimico sérico sdo outros procedimentos de
diagnéstico a ter em consideragao (Albaugh, 2016).

A producéo intraocular de anticorpos combinada com a analise do ADN através da técnica de
PCR em tempo real, presente no humor vitreo ou aquoso sdo os meios de diagndstico
favoraveis para determinar se a URE esta associada a presenca de Leptospira spp. (De Groot-
Mijnes et al., 2006). O valor C, denominado também de coeficiente de Goldmann-Witmer, é
calculado através do racio entre o valor do titulo de anticorpo leptospiral no humor aquoso e
o valor do titulo sérico de anticorpo leptospiral presente no soro. (Frellstedt, 2009; Gilger,
2017). Um valor C maior que um é considerado positivo para a producdo de anticorpos
leptospira intraoculares (Gilger, 2017). Contudo, um estudo executado em humanos com
uveite ativa de etiologia leptospiral (Robert-Gangneux et al., 2004), sugere um valor C superior
a trés ou quatro para confirmar a producdo de anticorpos intraoculares (Maggs, Lappin &
Nasisse, 1999; De Groot-Mijnes et al., 2006).

Por sua vez, meios de cultura ndo sdo recomendados para situagdes clinicas devido a sua
reduzida sensibilidade (Polle et al., 2014). Se o olho infetado precisar de ser removido devido
a dor persistente e a cegueira, a histologia ocular € realizada para averiguar lesdes

patognomonicas (Dubielzig et al., 1997).

1.7 Tratamento

O tratamento da leptospirose depende da extensao e persisténcia dos sinais clinicos, assim

como do local de infecao (Heins, 2014). Apesar do tratamento da leptospirose equina ser
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semelhante ao dos outros animais, existem muito poucos estudos especificos (Verma,
Stevenson & Adler, 2013; Hamond, Pinna, Martins & Lilenbaum, 2013), por isso, os diferentes
métodos de tratamento foram extrapolados de outras espécies (Verma, Stevenson & Adler,
2013).

O principal objetivo do tratamento é controlar a infegdo antes que danos renais e hepaticos se
tornem crénicos (Levett, 2001). Controlar a leptosuria dos animais portadores e torna-los
seguros para permanecerem no grupo é o objetivo secundario do tratamento (Radostits, Gay,
Hinchcliff & Constable, 2006).

Em cavalos, existem poucos estudos relativos aos antimicrobianos que devem ser utilizados
no tratamento de leptospirose (Heins, 2014). O diagndstico tardio e a localizagdo de
leptospiras nos tecidos criam um desafio significativo na determinacdo da eficacia da
antibioterapia (Levett, 2001). Atualmente, os dois antimicrobianos prescritos com maior
frequéncia sdo a penicilina G na dose de 8mg/kg juntamente com 10mg/kg de
dihiroestreptomicina sulfato IM uma vez ao dia durante trés dias consecutivos e a doxicilina
na dose de 10mg/kg PO duas vezes ao dia durante quatro semanas (Allbaugh, 2016; Mcvey,
Keenedy, Chengappa & Wilkes, 2022).

A penicilina foi também administrada a éguas gestantes com titulos aumentados de leptospira
no final da gestagdo dando a luz poldros clinicamente saudaveis, embora ndo existam
conclusdes suficientes (Bernard et al., 1993). O uso de diidroestreptomicina (50 mg/kg IM
cada 24 horas) durante trés a cinco dias pode reduzir abortos futuros resultantes de infecéao
por leptospira em equinos (Naiman et al., 2001), sendo também recomendado em caso de
infecao sistémica causada por Pomona (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006).
Segundo Heins, 2014, terapia complementar foi administrada em certos casos, incluindo
fluidos intravenosos e furosemida. Cavalos com azotemia pré-renal podem ser inicialmente
rehidratados, enquanto a sua funcao renal € monitorizada (Levett, 2001). Durante os primeiros

dias, a vigilancia cardiaca também devera ser realizada (Dupont et al., 1997).

1.7.1 Tratamento de uveite recorrente equina

Em relacdo ao tratamento de uveite recorrente equina, os principais objetivos sdo preservar
a visao, diminuir e controlar a inflamacao ocular e também a dor (Gilger & Hollingsworth,
2017). Sao utilizados antinflamatérios (Heins, 2014; Yadeta, Michael & Abdela, 2016),
midriaticos (Heins, 2014), corticosteroides e analgésicos topicos como a atropina a 1%
(Yadeta, Michael & Abdela, 2016) aplicada uma a duas vezes por dia (Allbaugh, 2016; Gilger
& Hollingsworth, 2017).
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Os corticosteroides sao aplicados topicamente para reduzir a inflamacdo (Gilger &
Hollingsworth, 2017). Os mais utilizados sdo a dexametasona HCI 0,1% e o acetato de
prednisolona 1% aplicado quatro vezes ao dia (Allbaugh, 2016).

Em relacdo ao tratamento cirurgico, a vitrectomia pars plana é a abordagem adotada
(Toemoerdy, Haessig & Spiess, 2010). Em casos resistentes a terapia, a enucleacao é
necessaria a fim de reduzir permanentemente a dor e a inflamagéao (Wright, Ireland & Rendle,
2016).

A terapéutica médica pode reduzir e controlar inflamagdes persistentes, mas por outro lado,
nao pode prevenir recorréncias (Gerding & Gilger, 2016; Gilger & Michau, 2004; McMullen &
Fischer, 2017). A antibioterapia sistémica em cavalos com uveite recorrente equina nao
apresenta impacto a nivel ocular, pois um titulo positivo pode nao significar uma infegao atual,
mas sim uma exposicao anterior (Gerding & Gilger, 2015).

Apesar do tratamento, em alguns casos os cavalos acabam por perder a visdo no olho ou
olhos afetados (Gilger & Hollingsworth, 2017).

1.8 Prevencao e controlo

A localizagao, o numero de animais, os serovares infeciosos, os hospedeiros de manutengao,
modos de transmissao e fatores de risco devem ser considerados ao desenvolver métodos
de controlo (Adler & Moctezuma, 2010). O controlo pode também ser necessario para diminuir
o risco de infecao zoondtica (Adler & Moctezuma, 2010).

A leptospirose pode ser controlada através de programas de vacinagdo; da restricdo a
exposi¢cao de aguas paradas e portadores da doenga tais como roedores, bovinos, suinos e
animais selvagens; do isolamento de animais infetados; da higienizacdo dos locais
contaminados; do controlo de roedores (Heins, 2014; Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable,
2006); o adequado acondicionamento de alimentos, como em silos e armazéns (Ferreira,
2009); do saneamento e higiene da agua para consumo (Wynwood et al., 2014); da realizagao
de testes sorolégicos e da inseminacao artificial segura (Dhanze, Kumar, Suman & Mane,
2013).

Os animais podem ser vacinados, porém a resposta imune é serovar-especifica, transitéria e
frequentemente nao produz imunidade estéril (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006).
No entanto, podem diminuir a gravidade dos sinais clinicos (Lucheis & Ferreira, 2011). Em
cavalos, quando a infegdo é causada pelo serovar Bratislava, o controlo de tratamento,
maneio e imunizagao do grupo torna-se mais dificil (Pinna et al., 2007).

As estratégias de prevencgao da leptospirose geralmente sdo baseadas na epidemiologia da

regido, informagdes de vigildncia de levantamentos epidemiolégicos e a realizacdo de
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diversos meios de diagnéstico (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006). A identificagao
do serovar infecioso, ou pelo menos do serogrupo infecioso é fundamental para a prevengao

e maneio da leptospirose (Pinna et al., 2007).

1.8.1 Vacinagao

Atualmente, no mercado europeu, ndo existe disponivel nenhuma vacina disponivel para
equinos que imunize contra a leptospirose (Malalana,2020). Porém, nos Estados Unidos é
utilizada a Lepto Eq Innovator USA (Zoetis Inc, Florham Park, NJ), uma vacina monovalente
equina L. Pomona, autorizada e colocada no mercado em outubro de 2015 para prevenir
uveite e abortos associados a leptospira (Malalana, 2020). A sua administracao é
recomendada em cavalos saudaveis com seis meses de idade ou mais. A vacina provou ser
segura em poldros a partir dos trés meses de idade, bem como em éguas reprodutoras em
todas as fases de gestagdo. Apesar do numero limitado de estudos publicados, os dados
sobre abortos por leptospira da Universidade de Kentucky apoiam a eficacia desta vacina
(Divers & DeNotta, 2022).

1.9 Impacto da leptospirose na saude publica

A leptospirose € uma doenga zoondtica, identificada pela Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), responsavel por um milhdo de casos clinicos e mais de 50.000 mortes anualmente
(Rajeev, 2022). Em Portugal continental, o nUmero de casos é relativamente inferior em
comparacao a regiao autonoma dos Agores onde foram registados casos fatais (Vieira, Gama-
Simdes & Collares-Pereira, 2006). Condigdes ambientais, tais como chuvas intensas,
inundagdes, crescimento populacional, saneamento e higiene inadequados, apresentam um
impacto significativo na transmissao da leptospira (Rajeev, 2022). O contacto direto ou indireto
com urina de um animal infetado € considerado, por alguns autores, como a causa principal
de infegao humana (Levett,2001). Assim, ao manusear urina ou objetos contaminados com a
mesma, devem ser usadas luvas e areas contaminadas com urina ou tecidos de um animal
infetado devem ser limpas com detergente e desinfetadas com produtos quimicos como
iodoforos. Produtores de leite, funcionarios de matadouros e veterinarios apresentam uma
maior predisposicdo para a doenca (Heins,2014). Em casos de suspeita de leptospirose
equina, até o cavalo apresentar um PCR de urina negativo, 0 mesmo deve ser manuseado

com cuidado, utilizando luvas e protegendo as membranas mucosas (Foley & Straub, 2017).

Universidade Luséfona | Faculdade de Medicina Veterinaria 34



Inés Dinis | Pesquisa de Leptospira spp. Em Cavalos Clinicamente Saudaveis

Il Estudo

Este estudo teve a aprovagdo da Comissdo de Etica e Bem-Estar (CEBEA) da Universidade
Lusoéfona, encontrando-se identificado com o niumero 34-2022. Préviamente a inclusdo dos
animais no estudo foi obtido o consentimento informado dos proprietarios para que fossem

realizadas as colheitas de amostras e informagoes e realizado o processamento dos dados.

1. Objetivos

Os principais objetivos deste estudo foram: (1) avaliar a presenca de Leptospira spp. em
equinos clinicamente saudaveis; (2) identificar quais os fatores de risco para a infecao por
Leptospira spp. em equinos; (3) verificar se existem diferengas na detecao e quantificacao de

especies leptospira em cavalos estabulados e em extensivo.

2. Materiais e Métodos:

2.1 Animais

A populacao avaliada foi composta por trinta e quatro cavalos adultos (n=34) de diferentes
racas e géneros, sendo trinta considerados clinicamente saudaveis apos a realizagdo de
exame de estado geral pelo médico veterinario assistente. Os animais ndo tinham histéria de
doencga nas ultimas semanas de acordo com os proprietarios. Todos os cavalos eram
residentes na area da Grande Lisboa e Santarém. De acordo com o tipo de alojamento, os
animais foram alocados a um dos grupos: estabulado ou paddock. Os animais nao
apresentavam alteracdo da capacidade desportiva, nem queixas de doenga sistémica nas

ultimas trés semanas.

2.2 Colheita de sangue

Através de venipuntura da veia jugular direita foram colhidos 2ml de sangue, com recurso a
uma seringa de 2ml e uma agulha de 0,90 x 44mm, apos assepsia do local com alcool etilico
a 70%. A amostra foi conservada em tubos de EDTA (do inglés “Ethylenediamine tetraaceti
acid”) e refrigerada com placas de gelo até ao transporte para o Laboratério de Microbiologia

Faculdade de Medicina Veterinaria do Centro Universitario de Lisboa. Seguidamente, foi
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realizada a extracdo do ADN para posterior detecdo e quantificagdo das espécies de

leptospira através de qPCR.

2.3. Detecao da Leptospira spp.

2.3.1 Extragcédo do ADN

A extragcdo de ADN foi realizada em 200ml de sangue total com o kit NZYTissue gDNA
Isolation (MB13502, Nzytech genes and enzymes). A extracdo de ADN foi realizada de acordo
com as instrugdes do fabricante.

Transferiram-se 200 yL da amostra de sangue para um tubo de Eppendrof. Seguidamente,
adicionaram-se 25 uL de solugdo de Proteinase K e 200 uL de Buffer NL. A amostra foi
homogeneizada no vortex e incubada a 56°C em banho maria durante uma hora.
Posterioirmente, adicionaram-se 210 yL de etanol a 100% a amostra e a mesma foi
imediatamente homogeneizada no vortex.

A mistura preparada anteriormente foi transferida para um NZYSpin Tissue Column, colocado
num tubo de colheita de 2ml, o qual foi centrifugado durante um minuto a 11.000 xg/RCF
(RCF- “Relative centrifugal force”). A mistura formada foi descartada e o NZYSpin Tissue
Column foi colocado num novo tubo de colheita. De seguida, adicionaram-se 500 uL de Buffer
NW1 ao NZYSpin Tissue Column, e posteriormente, o mesmo foi centrifugado durante um
minuto a 11.000 xg/RCF. Descartou-se a mistura, colocando o NZY Tissue Column no mesmo
tubo de colheita.

Adicionaram-se 600 pL de Buffer NW2 ao NZYSpin Tissue Columne sendo o mesmo
centrifugado durante um minuto a 11.000 xg/RCF, sendo a mistiura descartada apods a
centrifugacao.

O NZYSpin Tissue Column foi colocado novamento no tubo de colheita e centrifugado durante
dois minutos a 11.000 xg/RCF. Por fim, oNZY Spin Tissue Column foi colocado num novo tubo
de Eppendrof e foram adicionados 100 yL de Buffer NE diretamente no NZYSpin Tissue
Column. A amostra foi incubada durante um minuto a temperatura ambiente e seguidamente
centrifugada a 11.000 xg/RCF durante dois minutos para eluir o DNA.

A amostra obtida foi armazenada a -20°C até realizagado do passo seguinte.

2.3.2 Detecgao e quantificacao de Leptospira spp. por q-PCR

Apos a extragao de ADN, foi realizada a detecao e quantificacdo de Leptospira spp. por g°PCR

com o kit Leptospirosis Real-Time PCR (NZYtech genes and enzymes). O procedimento foi
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realizado de acordo com as instrugdes do fabricante, tendo-se preparado a mistura reacional
de acordo com o volume estabelecido para uma reagao. Os volumes utilizados encontram-se

descritos na tabela.

Tabela 3. Reagentes e respetivas medi¢des para a preparacdo da mistura reacional para a

detecao de Leptospira spp.

Reagentes Volume para uma reag¢ao (ulL)
Lyo NZYSupreme gPCR master mix 10
Lyo Leptospira spp./IEC PPMIX 2
NTC 3
Volume final 15

Apds a preparagdo da mistura reaccional, pipetaram-se 15 pL da mesma em pogos
individuais, de acordo com a configuracao da sua placa experimental. Seguidamente, pipetou-
se 5 yL de cada amostra de ADN extraida nos pogos individuais de acordo com a configuragao
da sua placa experimental. O volume final em cada poco foi de 20uLPara o controlo negativo,
adicionaram-se 5 uL de NTC no poco individual correspondente, sendo o volume final foi de
20 pL. Para o controlo positivo, adicionaram-se 5 yL de Leptospira spp. no pogo individual
correspondente, sendo o volume final foi de 20 pL.

Seguidamente, colocaram-se as amostras no termociclador, com sistema 6tico composto por
uma fonte de iluminagéao ultra-violeta e um detetor de fluorescéncia. Por fim, realizou-se uma
curva padrao para analise quantitativa, utilizando um computador com o Rotor-Gene Q

Software para a aquisi¢ao de dados

2.4 Inquérito

No ambito deste estudo foi realizado um inquérito dirigido a oito proprietarios e/ou tratadores.
O mesmo era composto por dezoite questdes de resposta fechada e quatro questdes de
resposta aberta, com o objetivo de avaliar os potenciais fatores de risco associados a
leptospirose em equinos. As caracteristicas da propriedade/centro hipico, assim como o
estado de saude de cada cavalo foram também avaliadas.

As primeiras questdes estavam direcionadas para o inquirido sobre o conhecimento da
existéncia da doencga e respetiva zoonose, assim como sobre a presenca de casos de aborto

ou cegueira na exploragdo. A realizacdo de vacinagao contra Leptospira spp., a todos os
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cavalos presentes no centro hipico visitados também foi questionada, bem como a existéncia
de meios de controlo de roedores. Em relagédo aos equinos utilizados para o estudo, a autora
qguestionou os proprietarios/tratadores sobre um possivel contacto com aguas paradas, o tipo
de bebedouro utilizado, o local de aramazenamento da alimentagdo de cada animal e a
presenga de sinais clinicos tipicos de leptospirose nos ultimos seis meses.

O questionario foi aplicado somente apds leitura e assinatura do termo de consentimento pelo

inquerido.

Questionario sobre fatores de risco de Leptospirose em equinos

Obrigada pela disponibilidade em responder a este questionario que tem como objetivo
avaliar potenciais fatores de risco associados a Leptospirose em equinos. Os dados obtidos

serao utilizados para comunicacao cientifica, sendo os mesmos tratados de forma anénima.

A Leptospirose € uma doenca que afeta mamiferos, incluindo caes, cavalos e humanos. Ela
écausada por uma bactéria que pode provocar lesdo renal, hepatica ou aborto nos animais
afetados. Alguns animais podem ser portadores, eliminado a bactéria na urina, sem terem

sinais clinicos.

1. Antes deste inquérito ja tinha ouvido falar em Leptospirose?
Nao
Sim

2. Sabia que esta doenca pode afetar pessoas?
Nao
Sim

3. Qual a sua fungao na exploragao?
Proprietario
Equitador
Tratador
Outro:

4. Quantos cavalos existem na exploragcao?

5. Ja ocorreram abortos na exploragao?

Nao

Sim
Se sim, em que més da gestacao? Sabe qual a causa?
6. Existe algum caso de cegueira na exploragao?

Nao

Sim

Universidade Luséfona | Faculdade de Medicina Veterinaria 38



Inés Dinis | Pesquisa de Leptospira spp. Em Cavalos Clinicamente Saudaveis

Se sim, sabe a causa?

7. E realizado algum tipo de vacinac&o contra a leptospirose?
Nao
Sim

Se sim, em quais dos animais?

8. Onde é que o cavalo se encontra alojado?
Boxe
Paddock
Pastagem

9. Os cavalos tém acesso a locais de agua parada (charcos, lagos, etc)?
Nao
Sim

10. Os cavalos bebem agua:
Bebedouro automatico
Balde com agua
Outro:

11. Qual a alimentagao do cavalo?
Alimento composto
Feno e/ou Palha
Pastagem
Outro:

12. O alimento fornecido é no colado:
Baldes
Redes suspensas
Manjedoura no chao
Outro:

13. A alimentacéo é armazenada:
Local fechado (ratos, caes, gatos, ou outros nao tém acesso)
Local exposto (ratos, caes, gatos ou outros tém acesso)

14. Existem roedores ou outros animais silvestres na exploragao/picadeiro)
Nao
Sim

Se sim, quais?

15. Estes animais contactam com o cavalo?
Nao
Sim

16. Estes animais tém acesso aos alimentos do cavalo?
Nao
Sim

17. Estes animais tém acesso a fonte de agua dos cavalos?
Nao
Sim
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18. E efetuado algum controlo de pragas?
Nao
Sim
Se sim, qual?
19. Nos ultimos 6 meses algum cavalo treve os seguintes sinais clinicos:
Febre
Mucosas amarelas (ictericia)
Problemas urinarios (dificuldade em urinar)
Apatia
Intoleréncia ao exercicio
Outro:

Obrigada pela disponibilidade em participar neste inquérito!
Gostaria de ser informado dos resultados deste inquérito?
Nao
Sim

2.5 Analise estatistica dos dados

A elaboracdo da base de dados foi organizada em folhas de calculo através do programa
informatico Microsoft Office Excel 2016. Foi entdo realizada a analise dos dados obtidos
através da estatistica descritiva. A mesma concentrou-se na caracterizacdo da amostra
mediante a idade e o género. Fatores de risco, maneio e informagdes da doenca também

foram considerados.

3. Resultados

A amostra foi constituida por trinta e quatro cavalos, sendo 21 (61,8%) machos e 13 (38,2%)
fémeas. Em relacido a idade, a média foi de 16,41 anos e quanto a localizagao: 4 (11,8%)
cavalos eram da regido de Sintra, 4 (11,8%) da regidao da Costa da Caparica, 4 (11,8%)
cavalos da Paia, 2 (5,9%) cavalos de Santo Estevao, 6 (17,6%) da regiao de Santarém, 6
(17,6%) cavalos de Monsanto, 4 (11,8%) cavalos da Sobreda e 4 (11,8%) cavalos de

Alcochete.
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3.1 Analise Descritiva

3.1.1 Conhecimento sobre a Leptospirose

Em relagao ao conhecimento sobre a doenga e a sua potencial propagacéao, foram realizadas
duas questdes. Apenas um proprietario sabia que a leptospirose era uma zoonose, apesar do

conhecimento da maioria dos inqueridos sobre a existéncia da doenga.

Tabela 4. Frequéncia absoluta e relativa sobre a questdo 1. Antes deste inquérito ja tinha

ouvido falar em Leptospirose?

Frequéncia abosulta Frequéncia relativa (%)
Nao 3 37,5
Sim 5 62,5
Total 8 100

Tabela 5. Frequéncia absoluta e relativa sobre a questdo 2. Sabia que esta doenga pode

afetar pessoas?

Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Nao 7 87,5
Sim 1 12,5
Total 8 100

3.1.2 Sinais Clinicos

Em relacdo a presenca de sinais clinicos tipicos de leptospirose nas exploracbes, foram
realizadas duas questdes: uma relativamente a ocorréncia de abortos e a outra no que diz
respeito a presenca de casos de cegueira. Dos oito inquéritos realizados, 100% apresentaram
uma resposta negativa referente a primeira pergunta, porém, trés inqueridos responderam

afirmativamente a segunda questao.
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Tabela 6. Frequéncia absoluta e relativa sobre a questdo 6. Existe algum caso de cegueira

na exploragao?

Frequéncia absoluta Frequéncia relativa (%)
Nao 5 62,5
Sim 3 37,5
Total 8 100

Relativamente a casos de uveite recorrente, foram relatados casos em 4 (11,8%) cavalos dos

trinta e quatro presentes neste estudo. Desses quatro, 25% (1/4) apresentavam uveite

recorrente no olho direito, outros 25% (1/4) no olho esquerdo e 50% em ambos os olhos (2/5).

3.1.3 Vacinagao

Em relacdo a realizagdo de vacinagdo contra Leptospira spp., nenhum dos trinta e quatro

cavalos foi vacinado assim como qualquer cavalo alojado nas exploracgdes visitadas.

3.1.4 Tipo de alojamento

No que se refere ao tipo de alojamento, mais de metade dos cavalos utilizados para este

estudo encontravam-se em paddock.

Tabela 7. Frequéncia absoluta e relativa sobre a questao 8. Onde é que o cavalo se encontra

alojado?
Frequénica absoluta Frequéncia relativa (%)
Boxe 16 47 .1
Paddock 18 52,9
Total 34 100
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3.1.5 Fatores de risco

De acordo aos fatores de risco responsaveis pela transmissao e propagacao da leptospirose

equina, seis questdes foram realizadas.

Tabela 8. Frequéncia absoluta e relativa sobre os fatores de risco associados a transmissao

e propagacao da leptospirose equina

Frequéncia Frequéncia relativa
absoluta (%)

Acesso a aguas paradas | Nao 30 88,2
(charcos, lagos) Sim 4 11,8

Bebedouro 19 55,9
Tipo de bebedouro automatico

Balde 15 44 1
Local onde o alimento se | Local exposto 16 47 1
encontra armazenado Local fechado 18 52,9
Contacto com | Néo 0 0
roedores/animais Sim 34 100
selvagens

Nao 4 11,8
Controlo de pragas Sim 30 88,2

3.1.6 Detecao da Leptospira spp.
Das trinta e quatro amostras de sangue colhidas, 100% apresentaram um resultado negativo

utilizando a técnica de g-PCR. Ou seja, a Leptospira spp. nao foi detetada em nenhuma das

amostras.
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4. Discussao

Em relagdo ao conhecimento sobre a leptospirose, mais de metade dos inqueridos sabiam

sobre a existéncia da mesma. Desses respondentes, todos eram proprietarios da exploragao
ou do picadeiro contribuindo, juntamente com os médicos veterinarios, para um maior controlo
a nivel da propagacao e da transmissdo da doencga.
Contudo, apenas uma pequena minioria dos inquiridos apresentou uma resposta afirmativa a
cerca do conhecimento sobre a leptospirose ser uma zoonose. Segundo Alder & Moctezuma,
2010, a leptospirose é um problema global a nivel da saude publica. E identificada pela
Organizacado Mundial da Saude como sendo responsavel por um milhdo de casos clinicos e
mais de 50.000 mortes por ano (Rajeev, 2022). As manifestagdes clinicas agudas sédo graves
e incluem sintomas como febre, ictéria e insuficiéncia renal (O’Toole et al., 2015). Assim
sendo, € importante alertar os tutores e os tratadores dos possiveis riscos associados. Em
caso de suspeita de leptospirose, segundo Floey e Strabu, 2017, até o cavalo apresentar um
PCR a urina negativo, o mesmo deve ser manuseado com cuidado utilizando luvas e
protegendo as membranas mucosas. Assim como, areas contaminadas, com urina ou tecidos
de animais infetados, devem ser limpas com detergente e desinfetadas com produtos
guimicos como iodoforos (Heins, 2007).

Tendo em conta os fatores de risco associados, neste estudo, apenas uma pequena
percentagem dos cavalos estudados, sendo importante salientar que todos se localizavam no
mesmo centro hipico, tiveram acesso a fontes de agua parada, como lagos e lagoas. Porém,
o contacto destes equinos com aguas estagnadas ocorreu apenas durante situacdes de lazer
como passeios, existindo um controlo relativamente ao consumo das mesmas por parte do
cavaleiro. De acordo com as caracteristicas do agente etioldgico, a relacdo entra a humidade
da superficie do solo e a agua é responsavel pela persisténcia da bactéria no meio ambiente.
A mesma pode sobreviver cento e oitenta e trés dias em solos saturados de agua (Levett,
2001). O facto da maioria dos cavalos analisados ndo terem sido sujeitos as condicbes
supracitadas contribui para os resultados obtidos.

Embora a leptospirose seja mais comum em paises com clima quente (Mcvey,
Keenedy, Chengappa & Wilkes, 2022), como Portugal, em cavalos a infecdo aguda da doenca
ocorre sobretudo durante as estagdes chuvosas, como a primavera e o outono (Gilger,
Hollingsworth, 2017). Contudo, apesar das amostras terem sido coletadas entre os meses de
margo e maio, Portugal verificou uma seca moderada na regido da Grande Lisboa e Santarém
durante esse periodo. No entanto importa também referir que a leptospira sobrevive somente

durante trinta minutos em solos secos (Levett, 2001).
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A fonte hidrica utilizada para fornecimento aos cavalos era canalizada e devidamente
tratada em todas as exploragdes e picadeiros visitadas neste estudo. Em relagdo ao tipo de
bebedouro utilizado, a maior parte dos equinos consumia agua através de bebedouros
automaticos. Este pode ser um fator importante a considerar, pois a leptospira sobrevive um
maior periodo de tempo em aguas paradas do que com corrente (Radostits et al., 2002). Ao
utilizar bebedouros automaticos, a agua estda em constante mudanca e consequentemente
mais limpa, ao contrario dos baldes que normalmente sdo mudados apenas uma vez por dia,
apresentando um maior risco para a propagag¢ao da doenga. Assim sendo, para prevenir e
controlar a disseminacdo da leptospirose, o saneamento e a higiene da agua sédo elementos
cruciais (Wynwood et al., 2014). Apesar de quinze cavalos sujeitos ao estudo beberem agua
através de baldes, este fator de risco isolado ndo causou a contracdo da doencga.

De acordo com os resultados obtidos, todos os cavalos utilizados neste estudo tinham
contacto com roedores. Estes sdo considerados o principal reservatério de leptospirose
(Levett, 2001; Meites et al., 2004; Tilahun, Reta & Simenew, 2013), excretando as bactérias
através da urina e contaminado o meio ambiente durante dias, meses ou até mesmo anos
(Radostits et al., 2006; Heins, 2007; Foley & Straub, 2017). A principal forma de infecdo de
leptospira em cavalos é o consumo de agua contaminada com urina de animais portadores,
especialmente do Rattus spp., e através do contacto com estes animais (Radostits et al., 2007;
Adler & Moctezuma, 2010). Assim sendo, a restricdo a exposicdo de animais portadores da
doenca é considerada um meio de controlo para a prevencio da propagacao da leptospirose
(Heins, 2007; Dhanze, Kumar, Suman & Mane, 2013). Para este propésito foi reportado o
controlo de roedores, através de ratoeiras ou pastilhas raticidas, utilizado em sete das oito
exploragbes visitadas, existindo um cuidado a nivel da substituicdo destes métodos num
periodo de seis em seis meses pelos proprietarios.

Dos trinta e quatro cavalos, uma parte siginificativa consumia feno e ragao
armazenados em locais fechados, sem acesso a roedores e outros animais domésticos.
Segundo Meites et al., 2004, estes sdo um dos principais reservatorios da leptospirose, bem
como os animais silvestres. Ainda, é importante que os proprietarios sejam alertados sobre
os riscos associados ao n&o armazenamento dos alimentos em locais adequadamente
protegidos, ja que os mesmos estardo acessiveis a animais infetados ou portadores da
doenca. Segundo Radostits et al., 2007, um animal infetado pode causar infegao
contaminando a agua, o pasto e os alimentos através da urina, de secregdes uterinas e fetos
abortados.

No que diz respeito ao tipo de alojamento, cavalos em boxe, alojados e tratados
individualmente apresentam uma seropositividade inferior do que cavalos mantidos em grupo,

nomeadamente em paddock ou em pastagem (Lees & Gale, 1994). Neste estudo, apesar de
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mais de metade da amostra encontrar-se alojada em paddock, a utilizagcdo de vedacdes,
limitando o acesso a areas com aguas paradas, como lagoas, e a colocacido de pequenos
grupos de cavalos por paddock, diminuiram a probabilidade de infe¢do dos cavalos. A restante
parte da amostra estavam alocados em boxes, o que diminui de forma ainda mais eficaz a
contragdo da doenga.

Assim, verificou-se que a presenca dos fatores de risco, mencionados anteriormente,
€ essencial para a contragdo da doenca por parte dos animais e respetiva propagagéo. Assim,
neste estudo, foi possivel averiguar através do inquérito realizado, que a exposicdo dos
cavalos utilizados a esses fatores foi siginificativamente baixa, justificando assim a nao
detecao de Leptospira spp. nas amostras.

Relativamente a presenca de sinais clinicos, foram relatados casos de uveite
recorrente numa pequena percentagem dos animais estudados. A leptospirose € geralmente
considerada como causa subjacente, porém a doenga pode ser descrita como sendo
imunomediada (Brandes et al.,, 2007). Seria importante realizar um exame oftalmoldgico
completo e detalhado (Dearo, Souza, 2000), assim como reunir juntamente com o tutor um
histérico completo de qualquer caso anterior de inflamagao ou presenca de sinais clinicos
tipicos de URE (Gilger, 2017). Apesar do resultado ter sido negativo a presencga de Leptospira
Spp. No sangue, a realizagao posterior da técnica de PCR em tempo real em amostras como
o0 humor vitreo ou aquoso juntamente com a producdo intraocular de anticorpos, seriam os
meios de diagnodstico favoraveis para determinar se a URE nestes casos esta ou nao
associada a presenca de Leptospira spp. (De Groot-Mijnes et al., 2006).

Outro possivel quadro clinico associado a leptospirose equina é a ocorréncia de abortos
(Hamond, Pinna, Martins & Lilenbaum, 2013; DiAzevedo & Lilenbaum,2022). Neste estudo,
nenhuma das exploragdes visitadas apresentava historico relativamente a presenca desta
patologia. Para além de abortos, a existéncia da leptospira no hospedeiro pode resultar em
nadomortos e poldros fracos a nascenca (Hamond, Pinna, Martins &Lilenbaum, 2013), assim
como falhas reprodutivas por parte de éguas recetoras em todas as fases de gestacao (Pinna,
Martins, Souza & Lilenbaum, 2014; Pinna, Martins & Lilenbaum, 2012). Pode ainda causar
infecdo dos o6rgados reprodutivos (Whitwell et al., 2009; Timoney et al.,, 2011; Verma,
Stevenson & Adler, 2013). Assim, em caso de suspeita de presenga do agente etioldgico, é
importante a realizacdo de métodos sorolégicos antes do periodo de cobricdo ou programas
de transferéncia de embrides (Pinna, Martins, Souza & Lilenbaum, 2014; Pinna, Martins &
Lilenbaum, 2012). O facto da incidéncia de abortos nas exploragdes ser nula pode ser um
fator indicativo da inexisténcia de leptospirose.

No que respeita a imunizagdo contra a leptospirose, nenhum dos cavalos avaliados no

presente trabalho se encontrava vacinado contra Leptospira spp. Na Europa, n&o existe
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nenhuma vacina disponivel (Malalana, 2020) e, portanto, a pratica da vacinagado contra a
leptospirose nao é pratica usual em Portugal. Contudo, apesar de nao ter sido detetado o
agente patolégico em nenhuma das trinta e quatro amostras, a realizagdo de programas de
vacinacdo € considerada uma medida de prevencdo da propagacdo e transmissao da
leptospirose (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable, 2006).

A utilizacdo uUnica do PCR quantitativo como técnica laboratorial podera ser
considerada uma limitagédo deste trabalho. Este método deve ser realizado no sangue durante
a primeira semana de infe¢ao, de acordo com a fisiopatologia da leptospirose, visto que a fase
clinica aguda da doenga ocorre neste periodo (Adler & Moctezuma, 2010; Schuller et al., 2015;
Gilger & Hollingsworth, 2017). Ap6s a leptospirémia, as bactérias sdo eliminadas rapidamente
da circulacdo sanguinea e alojam-se nos rins (Adler e Moctezuma, 2010). Inicia-se
simultaneamente a esta fase o desenvolvimento de anticorpos especificos no organismo
(Schuller et al., 2015).

Meétodos sorolégicos como o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica e o teste de aglutinagdo
microscopica identificam anticorpos produzidos pelos hospedeiros em reposta a infegdes
bacterianas (Barcellos, Marques, Mores, Centenaro & Sobestiansky, 2009). No caso da
leptospirose, as imunoglobulinas especificas, nomeadamente as IgM e as IgG, séo detetadas
quatro a oito dias apoés o inicio da infecdo (Flannery et al., 2001; Gilger & Hollingsworth, 2017).
A técnica de ELISA, ao contrario do MAT, inclui ainda a capacidade de distinguir uma infegao
aguda de uma croénica (Flannery et al., 2001). Assim, sendo que em casos cronicos a resposta
por parte dos anticorpos é minima, esta técnica de diagndstico acaba por ser bastante util na
detecdo da doenga em animais portadores da mesma (Radostits, Gay, Hinchcliff & Constable,
2006). Porém, apesar desta limitacdo e de possiveis resultados falso-positivos e falso-
negativos, o MAT é considerado o meio de diagndstico “gold-standard” para a leptospirose,
sobretudo em casos de infecdo aguda em hospedeiros acidentais (Heins, 2014). No entanto,
esta técnica é dificil de implementar por serem necessarias culturas vivas de diferentes
serovares circulantes de Leptopsira spp. Para além de se revelar bastante dispendioso, a
leptospirose é considerada uma doenca zoonética e, por essa razéo, a nivel de segurancga é
necessario pessoal bem equipado e especializado capaz de interpretar corretamente os
resultados (Yadeta, Michael & Abdela, 2016; Baburaj, Nandkumar & Khanna, 2006). Deste
modo, um resultado negativo ndo descarta a presenca do agente patolégico no organismo,
pois a leptospiremia é transitéria (Schuller et al., 2015).

Outra limitacdo considerada nesta investigacao foi a utilizagcdo de apenas de um tipo de
material bioldgico, o sangue. A probabilidade de detecdo da bactéria na urina seria maior,
visto que apds o periodo de leptospiremia, as bactérias alojam-se e reproduzem-se nos rins,

podendo ser excretadas para o meio ambiente, durante dias, meses ou até anos (Langston &
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Heuter, 2003; Skyes, Hartmann, Lunn, Moore, Stoddard & Goldstein, 2010). Assim sendo,
cavalos clinicamente saudaveis podem ser portadores cronicos da doenga (Hamond, Martins,
Lawson-Ferreira, Medeiros & Lilenbaum, 2013).

Contudo, apesar do meio de diagnéstico utilizado assim como a amostra ndo serem os
mais sensiveis para a detecdo de Leptospira spp. em cavalos clinicamente saudaveis, a
presenca de resultados negativos, neste estudo, podera ser justificada devido aos equinos
utilizados ndo terem tido contacto com o agente etiolégico devido aos cuidados de maneio

dos proprietéarios e tratadores.

5. Conclusao

Através da realizacao deste estudo, foi possivel concluir que o acesso limitado a areas
com aguas paradas, o uso de ratoeiras e produtos quimicos para o controlo de roedores € o
armazenamento do alimento em locais fechados, eram medidas ja implementadas na maioria
das exploragdes visitadas visando assim, a diminuicdo da probabilidade de contracdo de
leptospirose por parte dos cavalos e os respetivos resultados negativos em todas as amostras
colhidas. Quanto a existéncia de diferencas na detecdo e quantificacdo de espécies de
Leptospira em cavalos estabulados e em extensivo, ndo foi possivel verificar devido aos
resultados negativos em todas as amostras colhidas.

Em relacdo ao conhecimento sobre a doenca ser zoondtica, o mesmo foi quase nulo
por parte dos inquiridos. Assim, & importante alertar os proprietarios, tutores e tratadores dos
possiveis riscos associados para a saude e das diversas precaug¢des a manusear um animal

infetado com a doenca.
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