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RESUMO

Um surto de leptospirose foi observado em bovinos leiteiros em Santo Anténio do Monte, Minas
Gerais. O rebanho apresentava reacbes positivas anti-Leptospira hardjo no teste de
microaglutinagcdo (MAT) e havia sido vacinado anteriormente com vacina experimental
contendo a sorovariedade hardjo. O MAT revelou 48,06% dos bovinos positivos para
sorovariedade hardjo genétipo hardjobovis, 36,82% para sorovariedade hardjo genétipo
hardjoprajitno. Os animais apresentavam aborto e mastite com presenca de sangue no leite.
Foi realizado o isolamento de leptospira a partir da urina de duas vacas com sinais sugestivos
da doenca. Foi produzida uma bacterina com as duas amostras isoladas. O esquema de
vacinacdo foi constituido de duas doses com intervalo de 45 dias e revacinacdo semestral.
Foram vacinados todos os animais do rebanho com idade superior a quatro meses. A avaliagdo
do progresso da doenca apOs a vacinagao foi realizada pelas reacdes obtidas pelo MAT,
pesquisa de leptospira na urina e desempenho reprodutivo e produtivo do rebanho. As
amostras isoladas foram identificadas pela sorologia como pertencentes a sorovariedade hardjo
e sorogrupo Serjoe. O seqienciamento da regido ribossomal 16s revelou que uma das
amostras isoladas pertence a espécie Leptospira interrogans genétipo hardjoprajitno e a
segunda provavelmente pertenga a espécie L. borgpetersenii genétipo hardjobovis. O uso da
vacina autéctone, aliada ao método de vacinacdo empregado, foi eficaz no controle da
leptospirose no rebanho no periodo de dois anos. Os resultados da sorologia revelaram
auséncia de animais positivos na dUltima prova realizada no rebanho. O desempenho
reprodutivo e produtivo do rebanho apresentou melhora ap6s a introducdo da vacinacéao,
comparado ao ano anterior, quando foi diagnosticada a doenca na propriedade.

Palavras-chave: Leptospira, hardjo, bovino, vacina autéctone, isolamento, indices reprodutivos
ABSTRACT

An outbreak of leptospirosis in dairy cattle was observed in Santo Antdnio do Monte, Minas
Gerais. The herd had positive reactions in anti-Leptospira hardjo microagglutination test (MAT)
and had been previously vaccinated with an experimental vaccine containing serovar hardjo.
The MAT revealed 48.06% of cattle positive for serovar hardjo genotype hardjobovis and
36.82% for serovar hardjo genotype hardjoprajitno. The animals had abortions and mastitis with
blood in milk. Was isolated leptospira from the urine of two cows with signs suggestive of the
disease. It was produced a bacterin with the two strains. The vaccination schedule consisted of
two doses of 45 days and revaccination every six months. The vaccine was administered to all
animals in the herd over the age of four months. The assessment of the progress of the disease
after vaccination was performed through the reactions obtained by the MAT, leptospira research
in the urine and reproductive and productive performance of the herd. Isolates were identified
by serology as belonging to serovar hardjo and serogroup Serjoe. Sequencing of ribosomal 16S
region revealed that a sample of isolated belong to the species Leptospira interrogans genotype
hardjoprajitno and the second probably belongs to the species L. borgpetersenii hardjobovis
genotype. The autochthonous vaccine, combined with the vaccination method used was
effective in controlling leptospirosis in cattle in two years. The results showed no positive
animals in the last serology in the herd. The reproductive and productive performance of the
herd showed improvement after the introduction of vaccination, compared to the previous year,
when the disease was diagnosed on the property.

Keywords: Leptospira, hardjo, bovine, autochthonous vaccine, isolation, reproductive rates
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1 — INTRODUCAO

As leptospiroses séo zoonoses
cosmopolitas que atingem o0s animais
domésticos, silvestres, sinantropicos e
acidentalmente os seres humanos. S&o
enfermidades bacterianas infecto-
contagiosas que afetam a salude animal e
possuem grande importancia em saude
publica.

No setor pecuario as leptospiroses sao
responsaveis por perdas econémicas
expressivas. Nos bovinos influenciam
negativamente o potencial reprodutivo e
produtivo  causando aborto, mastite,
nascimento de bezerros fracos, levando a
gqueda na producao de leite e carne.

A sorovariedade hardjo € a mais adaptada a
espécie bovina. Estudos soro-
epidemiolégicos realizados no  Brasil
indicam que essa sorovariedade esta
amplamente distribuida em praticamente
todos Estados do pais. Entretanto, o seu
isolamento em bovinos leiteiros em Minas
Gerais foi descrito apenas por Moreira
(1994).

O diagnostico preciso da infeccao por
leptospiras em bovinos depende do
isolamento e tipificacdo da sorovariedade
prevalente. No entanto, na maioria dos
trabalhos publicados no Brasil, sé&o
realizados apenas inquéritos sorolégicos
que nao incluem o isolamento para a
identificacdo do agente, devido a dificuldade
na obtencdo de resultados conclusivos. O
diagnéstico é realizado mediante aplicagao
da técnica Microaglutinacdo. Porém este
teste apresenta algumas limitagdes como
ndo permitir a identificacdo do gendtipo
especifico, além de gerar reacdes cruzadas
entre espécies do género leptospira com
caracteristicas antigénicas similares,
impossibilitando o diagndstico preciso
referente ao agente infectante.

A dificuldade para identificacdo da
sorovariedade infectante usando técnicas
sorolégicas e o0 alto grau de reacdes
cruzadas entre as sorovariedades pode
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levar a interpretacfes equivocadas. Essa
davida faz com que os laboratérios
produzam vacinas polivalentes, com o
objetivo de atender uma demanda bem
diversificada. Como a resposta imunologica
das vacinas anti-leptospira € baixa e
especifica para cada sorovariedade, 0 uso
dessas bacterinas comerciais acaba se
tornando uma medida profilatica ineficiente,
e aumenta a probabilidade dos animais
vacinados se tornarem portadores destes
microorganismos (Rodrigues, 2008).

A identificacdo e caracterizacdo de
leptospiras sdo fundamentais tanto para a
obtencdo de um diagnéstico preciso, como
para a producdo de vacinas mais eficazes.
A inclusdo, nas vacinas, de sorovariedades
que realmente estejam infectando os
rebanhos, podera induzir uma imunidade
mais eficiente e duradoura, que refletirdo,
consequentemente, no controle da doenca e
melhoramento nos indices reprodutivos e de
produtividade animal.

Em uma fazenda leiteira no municipio de
Santo Antdnio do Monte, Minas Gerais,
foram encontrados animais positivos frente
a aglutininas anti-hardjo que ja haviam sido
imunizados com vacina experimental
elaborada com sorovariedade hardjo
gendtipo hardjoprajitno. Verificou-se nessa

propriedade que mesmo apos
implementacdo do programa de vacinacdo
0S animais  apresentavam  aumento

significativo nos casos de abortos,
nascimento de bezerros fracos, mastite com
presenca de sangue no leite e queda na
producéo leiteira.

Como a vacina experimental ndo promoveu
0 controle da leptospirose nesse rebanho, o
presente trabalho investigou esse foco de
infeccdo por leptospira em bovinos leiteiros
na Fazenda Esperanca, durante o periodo
de 2007 a 2010, e os objetivos especificos
foram: 1) isolar e caracterizar as
sorovariedades existentes a partir da urina
de vacas sorologicamente positivas, 2)
elaborar uma vacina experimental com as
sorovariedades isoladas no rebanho, 3)
avaliar a eficiéncia do programa de
vacinagdo por meio da sorologia do rebanho



por um periodo de dois anos, 4) analisar o
desempenho reprodutivo e de produtividade
do rebanho antes e apds a vacinagéo.

2 — LITERATURA CONSULTADA

As leptospiroses sdo causadas por bactérias
pertencentes ao género Leptospira, a
Ordem  Spirochaetales e a familia
Leptospiraceae. Dois tipos de classificacdo
de Leptospira sp coexistem: uma baseada
em caracteristicas genéticas e a outra
baseada em caracteristicas antigénicas
(Levett, 2001).

O género Leptospira baseado em
caracteristicas antigénicas é dividido em
duas espécies: L. interrogans que compde
as amostras patogénicas e L. biflexa que
compbe as amostras saprofitas. As
leptospiras sao divididas em sorovariedades
com base na reacdo de soroaglutinacédo
microscoépica e reacdo de absorcao cruzada
de aglutininas. Sorovariedades de
leptospiras antigenicamente relacionadas
sdo agrupadas em sorogrupos, compondo
mais de 200 sorovariedades agrupadas em
23 sorogrupos (Faine et al., 1999).

Métodos moleculares deram nova visdo a
taxonomia de leptospiras. Estudos recentes
mostraram a presenca de heterogeneidade
gendmica dentro do género Leptospira e,
com isso, foram propostas novas espécies
gendmicas patogénicas e  saprofitas
baseadas no grau de homologia do DNA
(yasuda et al, 1987). Segundo
caracteristicas genotipicas existem oito
espécies patogénicas: L. alexanderi, L.
borgpetersenii, L. faine, L. inadai, L.
interrogans, L. kirschneri, L. santarosai e L.
weilii. As leptospiras saprofitas ou de vida
livre estdo englobadas em trés espécies: L.
biflexa, L. meyeri e L. wolbachii, com raros
casos de infeccao (Levett, 2001).

Nos bovinos as infeccdes por leptospiras
freqiientemente séo subclinicas e
associadas a infec¢des fetais que provocam
aborto, parto de natimortos e o nascimento
de neonatos fracos com alta taxa de
mortalidade (Moreira, 2004). Nos bovinos de
leite pode causar agalactia, também

chamada de sindrome da queda de
producéo do leite que esta associada a fase
aguda da infeccdo pela Leptospira hardjo
(Higgins et al, 1980).

Nessa espécie a transmissdo ocorre
principalmente pelo contato direto com a
urina contaminada e os animais infectados
podem eliminar o agente por varios meses
mesmo apds a sua cura clinica (Faine et al.,
1999). A infeccao do sistema genital da
fémea e do macho também é forma de
manutencdo da leptospirose nos rebanhos
bovinos (Ellis et al, 1986).

Bovinos sd@o considerados hospedeiros de
manutencdo da hardjo, pois possuem
elevada suscetibilidade a infeccdo, a
transmissdo é endémica entre 0s animais
dessa espécie, apresentando a doenga na
forma cronica, caracterizada por problemas
reprodutivos. Essa sorovariedade possui
dois gendtipos: hardjobovis e hardjoprajitno.
O gendtipo hardjobovis pertence a espécie
L. borgpetersenii e o gendtipo hardjoprajitno
a espécie L. interrogans. Ambos sao
importantes causadoras de problemas
reprodutivos nos rebanhos bovinos do
mundo e possuem diferencas nas suas
manifestagfes clinicas. A infec¢do causada
pela hardjobovis € amplamente encontrada
em bovinos de diversos paises do mundo e
é frequentemente caracterizada pela forma
subclinica, ocasionando aborto, enquanto
que a hardjoprajitno, isolada em poucos
paises, caracteriza-se por ser mais
patogénica levando a queda da producéo de
leite e também problemas reprodutivos
(Ellis, 1994).

2.1 - Aspectos Epidemiolégicos da
Leptospirose em Bovinos

No Brasil, numerosos trabalhos de
inquéritos soroldgicos tém sido publicados
nos ultimos anos, e na maioria deles a
sorovariedade hardjo foi encontrada como a
mais frequente, demonstrando a importancia
dessa sorovariedade como causadora de
problemas sanitarios em bovinos e sua
ampla distribuicdo espacial no territério
nacional (Moreira, 2004).
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Pellegrin et al. (1999) pesquisaram a
prevaléncia da infec¢do por leptospira em
756 bovinos provenientes de 28 rebanhos
do Pantanal Matogrossense, no periodo de
1992 a 1996, utiizado o MAT. As
sorovariedades mais frequentes foram
hardjo-CTG (59,52%) e hardjoprajitno
(OMS) (21,28%). Os autores ainda
concluram que este fato estaria
confirmando as observacdes de varios
autores que indicam o bovino como
reservatério da sorovariedade hardjo e que
esta sorovariedade provavelmente seja a
mais importante para os bovinos, e a que
mais circule nestes rebanhos.

Homem et al. (2000) realizaram o estudo da
prevaléncia da infeccdo por leptospiras em
bovinos do municipio de Uruara, PA,
localizado as margens da rodovia
Transamazbnica, e encontraram  as
sorovariedades hardjo e bratislava como as
mais frequentes. Em 61,2% dos rebanhos a
hardjo estava presente; em 9% deles a
bratislava e em 4,5% a shermani.

Langoni et al. (2000) através da pesquisa
sorolégica em bovinos de regides de Sao
Paulo, encontraram a sorovariedade hardjo
(67,57%) como a mais prevalente nos 2761
soros analisados. Destacaram ainda, que
para o controle dessa doenga, uma série de
medidas profilaticas deveriam ser adotadas,
e entre elas incluiam-se vacinacéo
sistematica de todos os animais do plantel,
a adocao de medidas higiénico-sanitarias
das instalaces, a utiizacdo de
guarentenario  para animais  recém-
adquiridos antes de sua introdugdo no
rebanho e o tratamento de animais
portadores.

Aradjo et al. (2005) realizou um estudo
sobre a distribuicdo espaco-temporal de
aglutininas anti-Leptospiras interrogans em
bovinos em Minas Gerais de 1980 a 2002.
Encontraram maiores freqiiéncias para as
sorovariedades hardjo (Norma) (23,7%),
hardjo (OMS) (19,7%), hardjo (hardjobovis)
(13,8%) respectivamente. Mencionam ainda,
a importancia do isolamento e tipificagdo
das sorovariedades presentes nos bovinos
de Minas Gerais, pois notaram que
ocorreram muitas reagfes cruzadas.

14

Oliveira e Pires Neto (2004) apresentaram
exames soroldgicos realizados em 5977
amostras de soros bovinos no Rio Grande
do Sul no periodo de 2000 a 2002. As
sorovariedades hardjo (29,71%) e wolffi
(13,16%) foram as mais frequentes.

2.2 - Isolamento de Leptospiras no Brasil

No Brasil, foram poucas as sorovariedades
isoladas em bovinos: pomona (Freitas et al,
1957), icterohaemorrhagiae (Santa Rosa et
al, 1961), goiano e guaicurus (Santa Rosa
et al, 1980), hardjo e mini (Moreira, 1994),
canicola e copenhageni (Zacarias et al,
2008). As dificuldades em se obter
resultados conclusivos com relagdo ao
isolamento em bovinos no pais estao
associadas a contaminacdo das culturas,
eliminacdo intermitente do microorganismo
na urina e o longo periodo de obtencdo e
processamento das amostras.

Freitas et al. (1957) descreveram pela
primeira vez a leptospirose como causa de
aborto em bovinos no Brasil. Nessa
pesquisa foi isolada a sorovariedade
pomona de um feto bovino abortado. Foi
realizado o isolamento, pela inoculagdo de
material fetal em cobaias e bovinos, coleta
de amostra sanguinea apoés periodo febril e
inoculacdo em meio de cultura.

Santa Rosa et al. (1961) obtiveram o
isolamento da sorovariedade
icterohaemorrhagiae a partir de um feto
bovino abortado. O feto era proveniente de
uma vaca que abortou aproximadamente
entre o terceiro e quarto més, e que apés o
aborto apresentou ictericia e
hemoglobindria, e morreu quinze dias apés
0 aborto. Para o isolamento foi feito a
inoculacdo de amostra de material fetal por
via intraperitoneal em cobaias. Durante o
periodo febril, foram colhidas amostras de
sangue, que foram transferidas para meios
de cultura e incubados a 28C. O
crescimento foi observado apds oito dias.

Santa Rosa et al. (1980) pesquisaram um
total de 500 rins de bovinos aparentemente
saudaveis de varios Estados do pais, e
obteve o isolamento de leptospiras a partir
de dois rins infectados. Com base no teste



de absorcdo cruzada de aglutininas foi
demonstrado que as cepas pertenciam ao
mesmo sorogrupo Hebdomadis, mas eram
heterélogas e por isso foram designadas
goiano e guaicurus.

Moreira (1994) descreveu um surto em um
rebanho de leite com sinais clinicos de
abortos, mamites, morte de bezerros com
ictericia, repeticbes de cio, vacas com
hematuria e animais com altos titulos de
aglutininas anti-L. hardjo. Conseguiu o0
isolamento e tipificacdo da L. hardjo
gendtipo hardjoprajitno pela primeira vez no
Brasil, também foi isolada uma segunda
leptospira, tipificada como soroviedade
georgia do sorogrupo Mini. Comprovou que
em uma mesma propriedade pode existir a
infeccdo por duas ou mais sorovariedades.
Realizou também a avaliacdo de métodos
para erradicacdo de leptospiroses em
rebanhos leiteiros e, depois de um periodo
de dois anos, comprovou a efetividade da
vacinacdo na erradicacéo da doenca.

Freitas et al. (2004) empregaram um
protocolo diferenciado de cultivo, no qual foi
utiizado o meio de cultura Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH)
modificado acrescido de 5-fluorouracil,
cloranfenicol, vancomicina, acido nalidixico
e neomicina. A incubacdo foi realizada a
28°C por 24 horas, seguida de subcultura
em EMJH modificado sem antibidtico e
obtiveram o isolamento de leptospiras da
urina de trés bovinos, 11 cdes e dois suinos
naturalmente infectados.

Zacarias et al. (2008) coletaram 698
amostras de urina em um frigorifico no
Parana. Encontraram cinco amostras de
urina positivas no exame de microscopia em
campo escuro. Essas amostras foram
semeadas em meio EMJH modificado,
sendo possivel o crescimento de leptospiras
em duas. As estirpes isoladas foram
tipificadas, por painel de anticorpos
monoclonais, como mais similares ao perfil
das amostras de referéncia dos sorovares
canicola (LO-14) e copenhageni (LO-10).

2.3 - Isolamento de Leptospiras no
mundo
Myers e Jelambi (1975) além de

encontrarem a hardjo (45,8%) como a mais
frequente entre as sorovariedades testadas
em soros de bovinos na Argentina,
conseguiram o isolamento em seis dos 161
rins coletados, em dois abatedouros em
Buenos Aires. A leptospira isolada foi
identificada como a sorovariedade hardjo.
Relataram a importancia epidemiolégica
dessa leptospira para os bovinos e que os
dados presentes na pesquisa demonstram
as dificuldades que envolvem o isolamento
e a necessidade de metodologias melhores.

Higgins et al. (1980) em uma pesquisa
realizada na Inglaterra, no Norte de
Yorkshire, encontraram duas propriedades
de rebanhos de leite com uma subita queda
de producéo de leite e aborto. A partir de
amostras de leite de animais com mastite e
na urina de vacas infectadas foi possivel o
isolamento da Leptospira sorovariedade
hardjo. Dois vaqueiros de uma das
propriedades se infectaram e apresentaram
a doenca, desenvolvendo titulos para
leptospiras do sorogrupo Hebdomadis.

Ellis et al. (1981) estudaram o papel dos
bovinos na manutencdo da infeccdo por
Leptospira interrogans sorovariedade hardjo
na Irlanda do Norte. Verificaram que
roedores presentes no pais nao tinham
nenhum papel na epidemiologia da infeccéo
pelo sorogrupo Hebdomadis em bovinos. A
alta incidéncia de portadores renais na
amostra da populagdo de bovinos indicou
gque existem sorovariedades pertencentes a
esse sorogrupo que sdo particularmente
adaptadas aos bovinos e que esses agem
como hospedeiros de manutencdo para
sorovariedade hardjo.

Ribeiro (1988) encontrou a sorovariedade
hardjo como a mais prevalente em um surto
na fazenda da EPAMIG, em Governador
Valadares. Demonstrou  através dos
resultados negativos na sorologia por MAT e
isolamento, que o0s roedores nao atuam
como fonte de infeccdo da hardjo nos
bovinos.
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Kingscote (1985) investigou um surto de
leptospirose  causado por Leptospira
interrogans sorovariedade hardjo no Sul de
Okanagan, Canada. A sorovariedade hardjo
foi isolada de touros e vacas destinadas ao
abate, a partr do rim e do liquido
cefalorraquidiano. Foi realizado o tratamento
em um touro duas vezes em seis meses
com diidroestreptomicina na dose 25 mg/kg,
no entanto ndo houve diminuicdo do titulo
de aglutininas (1:200). Medidas para
controlar a leptospirose sdo sugeridas no
estudo.

Prescott et al. (1987) com objetivo de
determinar a prevaléncia da L. hardjo,
examinaram 117 rins de bovinos abatidos
em Ontario. A L. hardjo genétipo
hardjobovis foi isolada em 11 rins e a
sorovariedade kennewicki em um. Todos os
isolamentos foram feitos a partir de rins de
bovinos de corte confinados. Nenhum
isolamento foi obtido de rins de bovinos de
corte e de leite criados em sistemas
extensivos. Esse achado demonstrou que
hardjobovis, a  sorovariedade mais
encontrada na América do Norte, é bastante
comum em bovinos de corte mantidos
confinados no sul de Ontario.

Grégoire et al. (1987) realizaram isolamento
em 35 dos 122 rins que apresentavam
lesdes de nefrite intersticial focal em bovinos
de corte abatidos em Quebec. Foram
identificados 23 como gendtipos hardjobovis
e seis como a sorovariedade kennewick do
sorogrupo pomona. Segundo os autores o
fato de que os rins tenham sido
processados imediatamente apés a coleta
foi provavelmente uma das principais razées
do sucesso do trabalho. Além disso,
afirmaram que a facil manipulagdo, e os
equipamentos simples necessarios para a
coleta do material celular fazem possiveis,
até em condicdbes desfavoraveis, a
realizacdo de estudos similares em outros
abatedouros.

2.4 - Biologia Molecular: Identificacdo e
Caracterizacéo de Leptospiras

As espécies L. interrogans e L.

borgpetersenii tem sido extensivamente
estudadas com técnicas avancadas de
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biologia molecular, pois elas séo os agentes
causadores da maioria dos casos mundiais
de leptospirose tanto em animais de
produgcdo como nos seres humanos. Apesar
das duas produzirem sintomas clinicos
semelhantes, elas sdo epidemiologicamente
muito diferentes. Enquanto a L. interrogans
sobrevive até 200 dias em agua doce e solo
Umido em condicbes ideais, a L.
borgpetersenii ndo tolera a privacdo de
nutrientes e ¢é limitado ao ciclo de
transmissdo  hospedeiro-hospedeiro. A
pesquisa que levou ao conhecimento desta
diferenca foi publicada por Bulach et al,
(2006), na qual relataram o genoma
completo das sequéncias de duas linhagens
de L. borgpetersenii sorovariedade hardjo
gue tém distintos fenodtipos e viruléncia.
Analisaram que L. borgpetersenii possui um
genoma de 700 kb menor que a L.
interrogans. Foi observado que a perda da
funcdo dos genes nao foi aleatéria, pois
afetou a capacidade de sobrevivéncia do
microrganismo no ambiente e o transporte e
utilizacdo de metabolitos. Concluiram que a
L. borgpetersenii esta evoluindo em direcdo
a estrita dependéncia de ciclo de
transmissdo hospedeiro-hospedeiro.

O sequenciamento da regido ribossomal
16S rRNA tem sido muito utilizado como
importante ferramenta para identificacdo de
leptospira em relacédo a sua espécie (Levett,
2001). Essa regiao tem sido empregada
para estudos filogenéticos, pois é altamente
conservada entre as diferentes espécies de
bactérias. Além de altamente conservada,
os locais de ligagdo dos primers contém
seqléncias de regides variaveis que podem
fornecer a identidade de sequéncias
especificas das espécies, Uteis para a
identificacdo bacteriana (Ralph et al., 1993).
Como resultado, o seqlienciamento do gene
16S rRNA se tornou freqiiente em estudos
na area da microbiologia, pois fornece uma
resposta rapida e precisa de métodos
alternativos para identificacdo genotipica
bacteriana (Clarridge, 2004).

Perolat et al., (1994) examinaram amostras
de leptospiras isoladas e classificados no
gendtipo hardjobvis e hardjoprajitno pela
analise regido ribossomal 16S e 23S,
relataram a presenca de insercdo na regido



23S com tamanho do fragmento de 720 bp
em uma amostra do genotipo hardjobovis.
Ressaltaram que as técnicas de
ribotipagem, arbitrarily primed-PCR e MRSP
(mapped restriction site polymorphisms)
permitiram categorizar rapidamente um
conjunto significativo de leptospiras isoladas
a campo da sorovariedade hardjo ao nivel
de genoespécies e subespécies. Além
disso, baseado na AP-PCR fingerprints foi
encontrada heterogeneidade genémica em
amostras da espécie hardjobovis. Segundos
os autores, a analise dos genes altamente
conservados pelas técnicas de ribotipagem
e MRSP e de todo genoma pela AP-PCR
forneceram resultados consistentes.

Fukunaga et al. (1989) realizaram um
estudo que apresentava por objetivo
analisar a organizacdo dos genes do RNA
ribossomal correspondentes as regides 16S,
23S e 5S. Concluiram que as leptospiras
apresentam uma organizacao Unica do seu
material genético. A hibridacdo do genoma
demonstrou que houve dois genes 23S
rRNA e dois genes 16S rRNA, mas apenas
um para 0 gene 5S rRNA no cromossomo
da L. interrogans. Os resultados revelaram a
importancia do fato de que cada gene rRNA
esta localizado longe um do outro, além
disso, existe uma auséncia de coesdo entre
a maioria dos genes ribossomais.

Morey et al. (2006) realizaram um estudo de
identificacdo de leptospira  espécie-
especifica pela analise de sequenciamento
da regiao génica 16S rRNA, e comprovaram
gue o0 sequenciamento dessa regido €
potencialmente Util para a identificagdo de
leptospira. Todas as leptospiras de espécies
patogénicas e ndo patogénicas puderam ser
identificados por sequenciamento dos genes
16S rRNA. O sequenciamento dessa regido
génica é um método eficiente para
identificacdo das espécies leptospira.

25 - Controle da Leptospirose em
Bovinos

Com relacdo ao controle da leptospirose no
rebanho, em cada um dos componentes da
cadeia de transmissdo, podem ser aplicadas
medidas de controle. Nas fontes de
infeccdo, com a identificacdo dos animais

positivos; segregacdo e tratamento dos
animais positivos; vigilancia epidemiologica
dos doadores de sémen. Nas vias de
transmissdo, com o saneamento do meio,
drenagem, destino adequado de excretas,
cadaveres e restos de animais; higiene e
desinfeccdo das instalacdes e
equipamentos zootécnicos; armazenagem
adequada de alimentos volumosos e
concentrados. Nos  susceptiveis com
protecdo especifica pelo emprego de
imundgenos preparados com 0S sorovares
de leptospiras presentes na regido (Faine et
al.,1999).

O tratamento das fontes de infeccdo tem o
objetivo de reduzir o potencial de
transmissibilidade. Faz-se uso de
antibidticos visando o bloqueio da
eliminacdo de leptospiras através da urina,
sémen e secrecdo vaginal. Dos distintos
produtos ensaiados, a estreptomicina (e
seus analogos diidro) aplicada pela via
parenteral, usualmente na concentracao de
25 mg/kg de peso vivo, tém sido a
medicacdo de escolha (Moreira, 1994), no
entanto tém sofrido restricbes por causa da
presenca de residuos deste antibi6tico nos
alimentos de origem animal (Ellis, 1994).
Além disso, a terapéutica com
estreptomicina € dispendiosa para um
tratamento em massa, sendo justificado seu
uso apenas em animais de reprodu¢cdo com
alto valor zootécnico (Faine et al., 1999).

Bolin et al. (1989) avaliaram a eficacia de
uma vacina pentavalente contendo o
gendtipo hardjoprajitno na prote¢do contra
a infeccdo experimental e os problemas
reprodutivos causados pelo gendtipo
hardjobovis em vacas prenhes. Sete
animais foram vacinados uma vez e oito
foram vacinados duas vezes com uma
vacina pentavalente licenciada pela USDA.
Cinco animais foram mantidos como
controles ndo vacinados. Apés seis meses
da vacinacdo ou depois das Ultimas duas
vacinagces com a vacina pentavalente
contendo o gendtipo hardjoprajtino, as
vacas, apos serem desafiadas, se tornaram
infectadas com a sorovariedade hardjobovis
e desenvolveram a infeccdo renal e fetal.
Segundo os autores o regime de vacinagéo
deve ser realizado com uma frequéncia
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maior, deve haver o0 aumento na
concentracdo de microrganismo nas vacinas
pentavalentes ou deve-se fazer o uso de
vacinas monovalentes concentradas.

Moreira (1994) avaliou métodos para
erradicacdo de leptospiroses em bovinos
leiteiros. Utilizou dois métodos de vacinagao
com bacterinas produzidas a partir de cepas
isoladas na propriedade. O primeiro
rebanho recebeu uma dose inicial e
revacinacbes semestrais, e 0 segundo
recebeu duas aplicacBes iniciais
intervaladas de 45 dias, com revacinacdes
semestrais e uma dose de estreptomicina
na dose de 25 mg/Kg peso vivo. Em ambos
0s tratamentos ocorreu um declinio
progressivo nos animais reagentes no teste
de microaglutinagdo a partir do 8° més de
implantacdo da vacinacao.

Dhaliwal et al. (1996a) realizaram um estudo
sobre o efeito da vacinacdo contra a
Leptospira interrogans sorovariedade hardjo
na producdo de leite e fertiidade do
rebanho. Segundo os autores a vacinacéo
ndo influenciou na melhora da producéo de
leite, mas melhorou expressivamente a
fertilidade do rebanho. A melhora no
desempenho reprodutivo nesses animais
com alta prevaléncia da infeccdo por
Leptospira indicou que a baixa fertilidade
associada a hardjo pode ser controlada
através da vacinacao.

Costa et al. (1998) avaliaram a imunidade
cruzada entre as sorovariedade hardjo e
wolffi em quatro grupos de hamsters. A
protecdo conferida pelas vacinas foi
avaliada mediante pesquisa direta de
leptospiras  (métodos de cultura de
macerado de 6rgdos em meios de Fletcher
e EMJH modificado e histopatologia com
coloragéo pela prata) e pesquisa indireta de
leptospiras (avaliacdo de sinais clinicos e
estudo histopatologico de figado, rins e
pulmdo, pela coloragdo hematoxilina-
eosinados cortes histolégicos). O titulo
soroldgico dos hamsters foi avaliado pelo
teste de microaglutinacdo rapida em placas.
Os resultados revelaram que a vacinagéo
dos hamsters tanto com hardjo quanto como
com a wolffi conferiram imunidade ante ao
desafio com hardjo.
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Bolin e Alt (2001) avaliaram se uma vacina
monovalente produzida com a Leptospira
borgpetersenii sorovariedade hardjo (tipo
hardjobovis), vendida comercialmente na
Austrdlia, Nova Zelandia, Irlanda e no Reino
Unido, iria proteger os bovinos da
colonizagéo renal e urinaria quando esses
fossem expostos a uma estirpe americana
de L. borgpetersenii sorovariedade hardjo.
Os resultados indicaram que os bovinos que
receberam duas doses da vacina comercial
hardjo foram protegidos contra a
colonizagdo renal e urinario quando
desafiados com L borgpetersenii sorovar
hardjo até quatro meses apos a vacinacao.

Rodrigues (2008) avaliou os niveis de
anticorpos de dez vacinas anti-leptospira:
nove comerciais polivalentes e uma
experimental monovalente, produzida com a
sorovariedade  hardjoprajiitino  amostra
Norma. Foi empregado o MAT e ELISA
indireto para dosagem de anticorpos. Os
resultados mostraram que todas as
bacterinas produziram algum tipo de
resposta, mas somente nos dias 60 e 270
obtiveram niveis de anticorpos protetores
ndo atingindo a totalidade dos animais
utilizados. Os grupos vacinados néo
apresentaram mesma homogeneidade de
resposta de anticorpos sugerindo a
necessidade de aumentar a concentracdo
da sorovariedade hardjo para melhorar a
resposta imunolégica. Segundo o autor os
protocolos para vacinas polivalentes devem
ser revisados para que a hardjo apresente
resposta  sorolégica adequada  para
revacinagfes semestrais.

Arduino et al. (2009) avaliaram titulos de
anticorpos  aglutinantes  induzidos  por
vacinas comerciais em bovinos. Utilizaram
100 animais divididos em cinco grupos que
receberam quatro vacinas comerciais € um
grupo controle. Os animais foram
investigados dos dias 0 ao 180 pds-
vacinacdo frente a todas as sorovariedades
utilizadas nas vacinas e relataram ndo haver
homogeneidade nos titulos para cada
sorovariedade, sendo as sorovariedades
hardjo e wolffi que produziram maior média
de titulos médios durante o experimento.
Uma das vacinas apesar de ndo possuir a
wolffi em sua composicdo foi capaz de



induzir anticorpos aglutinantes contra esta
sorovariedade, essa vacina foi a que induziu
0s maiores titulos médios de anticorpos.

2.6 - Interferéncia da Leptospirose nos
Indices Reprodutivos

A eficiéncia reprodutiva € um dos principais
fatores que influenciam a produtividade do
rebanho leiteiro. O desempenho reprodutivo
pode ser afetado por diversos fatores como
deficiéncias nutricionais, problemas
sanitarios e falhas na identificacdo de cio
(Radostits e Blood, 1986). Todos esses
fatores contribuem para o atraso no retorno
a atividade ovariana pos-parto, aumenta o
periodo de servigo e o intervalo entre parto,
reduz o periodo de lactagdo e diminui a
producédo de bezerros por ano e durante sua
vida util. Conseqiientemente, os custos de
producédo sao elevados pela manutencao de
animais com baixa producdo no rebanho
(Azévedo et al, 2001).

A leptospirose estd entre as principais
enfermidades causadoras de problemas
reprodutivos em bovinos no mundo. Um dos
aspectos mais importantes dos efeitos da
leptospirose nas criagbes de animais de
producé@o sdo 0s prejuizos econdbmicos que
essa doenca ocasiona por influenciar o
potencial reprodutivo do rebanho. As perdas
econdmicas séo ocasionadas por problemas
na esfera reprodutiva e produtiva, pois
quando a doenca se instala num rebanho
ela causa infertilidade, aborto, nascimento
de crias fracas, repeticdo de cio, retencéo
de placenta, queda na producdo de leite e
carne, assim como aumentos nos custos de
producdo devido a despesas com
assisténcia veterinaria, exames
laboratoriais, vacinas e medicamentos (Ellis,
1994).

Os padrées desejaveis de eficiéncia
reprodutiva, isto €, a producdo de uma cria
por ano, com intervalo de parto de 12 meses
e periodo de lactacdo de 10 meses, podem
ser obtidos, no entanto € preciso que ocorra
uma adequada interacdo dos parametros
genéticos,  reprodutivos,  sanitarios e
nutricionais. Para tanto, torna-se necessario
a andlise do desempenho reprodutivo
animal, estabelecendo e avaliando

parametros e indices reprodutivos, para que
se possa identificar, definir metas, monitorar
e solucionar os fatores que estédo
comprometendo a eficiéncia reprodutiva e
produtiva do rebanho (Azévedo et al. 2001).

Bennett (1993) realizou um estudo sobre a
leptospirose, e as estratégias para seu
controle e os custos e beneficios envolvidos.
Descreveu o0s resultados de modelos
matematicos da doenca que foram
realizados para ajudar a explorar os riscos e
as implicacdes financeiras da infeccdo por
Leptospira interrogans sorovariedade hardjo
para os produtores de leite.

Quinlan e McNicholl (1993) relataram
infeccdo  por  Leptospira  interrogans
sorovariedade hardjo em fazenda leiteira na
Irlanda. Os animais da fazenda haviam sido
previamente vacinados a cinco meses, e
apresentaram sinais clinicos de agalactia e
infertilidade, seguida de uma queda na
producdo de leite. O rebanho apresentou
baixa fertilidade indicada pela taxa de
concepcdo ao primeiro servico que foi de
49%.

Dhaliwal et al. (1996b) avaliaram o impacto
da infeccdo por Leptospira interrogans
sorovariedade hardjo sobre o desempenho
reprodutivo de nove rebanhos leiteiros com
evidéncia da infec¢do. Foram analisados os
dados relativos ao primeiro ano do
diagndstico, 50% das variaveis de fertilidade
tiveram seus valores mais baixos s6 no ano
de diagndstico. Uma avaliacéo do estado de
fertilidade do rebanho por meio da taxa de
concepcgao ao primeiro servigo, o nimero de
servicos por concepcdo, intervalo entre
partos e taxa de abate, revelou baixo
desempenho reprodutivo durante o ano de
diagnéstico em seis dos nove rebanhos.
Taxas de aborto foram maiores em quatro
rebanhos durante o ano de diagndstico,
incluindo 0s rebanhos que nao
apresentavam baixa taxa de fertilidade.
Concluiram que a L. interrogans sorovar
hardjo afetam negativamente a reproducéo
por causar tantos abortos e baixa fertilidade,
mas que o efeito é temporario.

Mineiro et al. (2007) realizaram uma
pesquisa de aglutininas anti-leptospiras pela
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técnica de microagutinacdo em bovinos de
leite na Microrregido de Parnaiba-Pl. Das
1975 amostras analisadas, 1044 (52,9%)
mostraram-se positivas a pelo menos uma
sorovariedade e todos os rebanhos
apresentaram animais reagentes. As
sorovariedades mais frequentes foram
hardjo e wolffi presentes em 100% dos
rebanhos. Foi constatada associacdo entre
infeccdo e ocorréncia de transtornos
reprodutivos, e a sorovariedade que
apresentou maior associacao foi hardjo.

3 - MATERIAL E METODOS
3.1 - Caracterizacado do local de estudo

O experimento foi realizado na Fazenda
Esperanca, localizada no municipio de
Santo Antbnio do Monte, situado na regido
Oeste de Minas Gerais. O municipio
localiza-se a 194 km de Belo Horizonte,
encontra-se a uma altitude de 1.052 m
acima do nivel do mar, e coordenadas de
20° 05’ 13" latitude sul e 45° 17" 38"
longitude oeste. O clima da regido é o
subtropical de altitude, tem predominancia
de ventos NE (Nordeste) e a temperatura
média anual oscila em torno de 23° C,
variando entre 10°C a 35°C. Com relagéo as
chuvas, a precipitacao anual varia de 1.800
a 2.000 mm, e o periodo mais chuvoso
ocorre entre os meses de outubro a abiril.
Localiza-se na bacia hidrografica do Rio
S&o Francisco e do Rio Pard. Possui
vegetacdo de cerrado, constituida por
arvores de pequeno porte
(http://www.samonte.mg.gov.br).

Em relacdo a pecuéria, o municipio possui
uma populacdo bovina de 69.703 cabecas
segundo a pesquisa pecuaria municipal
publicada no censo agropecuario do IBGE
(2006). A agropecuaria no municipio €
caracterizada pela atividade familiar e
empresarial. Desenvolve-se em
estabelecimentos rurais nos quais cerca de
80% destas propriedades n&o ultrapassam
50 ha.

3.2 - Caracterizacdo da propriedade e do
rebanho

A selecdo da fazenda foi realizada por
acompanhamento da rotina de exames
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executados no Laboratério de Zoonoses do
Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva (DMVP) da UFMG pelo teste de
microaglutinacdo (MAT). Os resultados com
altos titulos aglutinantes frente as
sorovariedades hardjo (genotipo
hardjoprajitno - amostras Norma e OMS e
gendtipo  hardjobovis) detectados em
associacdo ao histérico de animais com
problemas de abortos, natimortos,
nascimentos de crias fracas, infertilidade,
repeticbes de cio e mamites foram
determinantes para a escolha da
propriedade.

A Fazenda Esperanca possui uma area total
de 150 hectares, com 75 hectares de &rea
de pastagem. As finalidades de producéo
pecuaria sdo cria e recria e 0 sistema de
producdo de leite é semi-intensivo. O
processo de retirada do leite é realizado por
ordenha mecénica.

No inicio da pesquisa, o rebanho era
constituido por 263 bovinos de aptiddo
leiteira, da raca Holandesa e animais
mesticos (Holandes x Zebu), compondo 61
bezerras, 70 novilhas, 130 vacas e dois
touros. O método reprodutivo utilizado é
inseminacdo artificial com repasse de
touros.

3.3 - Descri¢éo do surto

No inicio de 2005 foi constatada a
ocorréncia de problemas reprodutivos
caracterizados por abortamentos,
natimortalidade, nascimento de animais com
peso corporal abaixo da média da raca,
além de mastite e baixa produtividade
leiteira. O veterindrio da propriedade
suspeitou que se tratasse de uma doenca
da reproducéo e enviou amostras de soros
dos animais com suspeita clinica para a
Escola de Veterinaria da UFMG, para que
fossem submetidos a exames de diarréia
bovina a virus, rinotraqueite infecciosa dos
bovinos e leptospirose. Os resultados
confirmaram que o rebanho estava positivo
para leptospirose, e estava negativo para as
outras enfermidades pesquisadas. Além
disso, o0 rebanho possuia resultados
negativos em testes recentes para
brucelose e tuberculose.



O primeiro envio de soro de bovinos da
Fazenda Esperanga ao Laboratério de
Zoonose da EV da UFMG foi realizado em
17/02/2005. Das oito amostras de soro
enviadas, trés (37,5%) estavam positivas
para hardjobovis e hardjo (OMS), uma
(12,5%) estava positiva para hardjo (Norma)
e uma (12,5%) para pomona. Em uma nova
sorologia realizada em 13/06/2005 dos seis
soros enviados, quatro (66,67%) estavam
positivos para as trés amostras de hardjo
testadas (hardjo amostra Norma, OMS e
hardjobovis). Em 03/09/2005 foi realizada
outra sorologia em seis soros, desses cinco
(83,33%) amostras estavam positivas para
hardjobovis e quatro (66,67%) estavam
positivos para hardjo (Norma) e hardjo
(OMS). Nas trés remessas foram
encontradas altas porcentagens de reacdes
positivas de aglutininas anti-hardjo.

Em julho de 2005, o rebanho foi vacinado
com uma bacterina experimental contendo a
sorovariedade hardjoprajitno. O esquema de
vacinacdo foi de duas doses com intervalo
de 45 dias e revacinacdo semestral. Foram
vacinados todos os animais acima de quatro
meses. ApoOs dois anos de vacinagdo, 0s
resultados no teste de Microaglutinacéo
frente as sorovariedades hardjo continuaram
positivos e o rebanho persistia com sinais
sugestivos de leptospirose. Houve a
suspeita de que a sorovariedade hardjo
genotipo hardjobovis poderia ser o agente
etiolégico envolvido na doenca da
propriedade.

3.4 - Coleta de urina

Foram coletadas 20 amostras de urina de
fémeas sorologicamente positivas pelo
Teste de Microaglutinacdo (MAT) frente a
sorovariedade hardjo e com histérico de
problemas reprodutivos. Inicialmente, a
regido do perineo foi limpa e as amostras de
urina foram obtidas ap6s massagem
desprezando-se o jato inicial. A coleta foi
realizada com frasco esterilizado de 50 ml.

3.5 - Pesquisa e isolamento de

leptospiras

A pesquisa de leptospira foi realizada por
meio de microscopia direta com microscopio
(Carl Zeissl) em objetiva 40x, ocular 10x e
condensador de campo escuro e seco.

Para o isolamento de leptospiras, foi
estruturado um pequeno laboratério na
propriedade para processamento das
amostras de urina. O material utilizado para
o isolamento foi previamente esterilizado e o
local de trabalho foi limpo e higienizado. A
urina foi imediatamente diluida a 1:10 em
solucéo salina esteéril, pH 7,2.
Posteriormente, inoculou-se 0,5 ml desta
diluicho em duas séries de cinco tubos
cada, contendo meios de Fletcher e meio
EMJH (Ellinghausen e McCulloug, 1965)
modificado com fracdo “V” de albumina
bovina. Os tubos foram incubados em estufa
bacteriolégica em aerobiose a 28°C e
observou-se semanalmente, em
microscopio de campo escuro, se houve
crescimento de leptospiras. Foi considerado
positivo aquele que apresentasse células
com morfologia e movimentacao
compativeis com Leptospira spp. Os tubos
nos quais foi observado crescimento de
leptospiras foram submetidos a
descontaminacdo por meio de técnicas de
diluicdo e filtracdo (Faine et al., 1999).

3.6 - Prova Soroldgica:
3.6.1 — Antigenos

As culturas foram mantidas em meio EMJH
(Ellinghausen e McCulloug, 1965)
modificado com fracdo “V” de albumina
bovina e utlizadas apdés sete dias de
crescimento.

A relacdo das amostras de Leptospira sp
gue foram utilizadas como antigenos estao
registradas no quadro |I. Também foram
incluidas as sorovariedades isoladas na
propriedade.

Lcarl Zeiss, Inc. Germany
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Quadro 1 - Sorovariedades de Leptospira spp. utilizadas no Teste de Microaglutinacéo:

ES[)Aéc?e Sorogrupo Sorovariedade Amostra de Referéncia
Genbmica
L. interrogans ICTEROHAEMORRHAGIAE icterohaemorrhagiae RGA'
L. interrogans POMONA pomona Pomona’
L. interrogans SEJROE hardjo Hardjoprajitno (OMS)*
L. interrogans SEJROE hardjo Hardjoprajitno (Norma)2
L. borgpetersenii | SEJROE hardjobovis Sponselee’
L. borgpetersenii | MINI mini Cantagalo (CTG)?
L. kirshneri GRYPPOTHYPHOSA gryppothyphosa Moskva V*

1 - Amostras de Leptospira spp. obtidas do antigo Centro

Panamericana da Saude

Centro Panamericano de Zoonoses da Organizagao

2 - Amostras isoladas de bovinos em Minas Gerais, Brasil por Moreira (1994), tipificadas no Royal Tropical Institute em

Amsterda, Holanda.

3.6.2 — Sorologia

A pesquisa de aglutininas anti-leptospiras foi
realizada utilizando-se o Teste de
Microaglutinacdo (MAT), descrito por Galton
(1965).

As leituras foram realizadas com
microscépio de campo escuro em objetiva
de 10x. O critério utilizado para a leitura do
grau de aglutinacéo foi dado em cruzes:

e a reagdo quatro cruzes (4+) ocorre
quando cerca de 100% das leptospiras
no campo estédo aglutinadas;

e trés cruzes (3+) guando
aproximadamente 75% das leptospiras
no campo estao aglutinadas;

e duas cruzes (2+) guando
aproximadamente 50% estéo
aglutinadas;

e uma cruz (1+) quando

aproximadamente 25% de aglutinacéo
das leptospiras no campo.

Foram considerados positivos 0s soros
diluidos a partir de 1:100 quando no campo
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microscopico apresentaram no minimo 50%
ou mais de leptospiras aglutinadas.

3.7 — Aplicacdo de técnica de biologia
molecular

A técnica de biologia molecular foi
desenvolvida no Laboratério de Bioquimica
do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais com
a colaboracdo da aluna Maria Raquel
Venturim Cosate, doutoranda do Curso de
Ciéncia Animal da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais.

3.7.1 - Cultivo de leptospira

As amostras de referéncia utilizadas foram
cultivadas em meio liquido EMJH
(Ellinghausen e McCulloug, 1965)
modificado com fracdo “V” de albumina
bovina. As leptospiras foram repicadas
semanalmente e incubadas a 28T por um
periodo de 7-10 dias.

A relacdo das amostras de Leptospira sp
estéo registradas no quadro 2.




Quadro 2 - Sorovariedades de Leptospira sp utilizadas como amostras de referéncia:

Espécie Gendmica Sorogrupo Sorovariedade AmostAra qle
Referéncia
L. interrogans SEJROE hardjo Hardjoprajitno (OMS)*
L. interrogans SEJROE hardjo Hardjoprajitno (Norma)2
L. borgpetersenii SEJROE hardjobovis Sponselee’

1 - Amostras de Leptospira spp obtidas do antigo Centro Centro Panamericano de Zoonoses da Organizagéo

Panamericana da Saude

2 - Amostras isoladas de bovinos em Minas Gerais, Brasil por Moreira (1994), tipificadas no Royal Tropical Institute em

Amsterda, Holanda.

3.7.2 - Extragdo de DNA

A extracdo do DNA das leptospiras foi
realizada através do método convencional
fenol-cloroformio descrito por Sambrook et
al. (1989).

3.7.3 - Dosagem de DNA

As concentracdes de DNA obtidas a partir
dos cultivos de leptospiras foram
determinadas pela eletroforese em gel de
agarose 1%, comparado com o padrdo de

peso molecular DNA/ Hind Ill. A dosagem
de DNA foi realizada de acordo com método
descrito por Sambrook et al. (1989).

374 - PCR - especifico -
Ribossomal e Sequenciamento

rRNA

A escolha dos iniciadores foi realizada a
partir das duas seqiéncias relatadas por
Fukunaga et al. (1989), que corresponde a
uma amostra classificada na espécie
Leptospira interrogans sorovariedade
canicola amostra Moulton.

Quadro 3 — Primers das regides 16S rRNA de Leptospira sp que foram utilizados na PCR:

Primers Sequencias Amplicon
16S rRNAF 5-GTAAAGATTTATTGCTCGGAG-3’ 1600 b
16S rRNAR 5- TGTGGCCGAACACCCTCTCAGGC-3’ P
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Foi realizada a amplificacdo especifica das
regibes 16S rRNA ribossomal com as
amostras de referéncia descritas no quadro
2. A sua escolha foi devido ao alto grau de
conservagcdo apresentado por esta regiao,
possibilitando a caracterizagdo dos isolados
ao nivel de espécie. A PCR foi realizada de
acordo com as descri¢des feitas por Ralph
et al, (1993).

Os amplicons obtidos foram purificados em
Sephacryl S-200 (GE Healthcare) e
analisados em gel de agarose 1%, corados
com brometo de etidio 0,5 pg/ml sob
agitacdo suave durante aproximadamente
10 minutos. ApOs esta etapa o gel foi
examinado sob luz ultravioleta e as
concentractes dos DNA foram
determinadas comparativamente com o
padrdo de peso molecular DNA/Hindlll
(Invitrogen).

A purificacdo dos amplicons foi realizada
com o objetivo de utilizar as amostras para a
técnica de sequenciamento. @)
sequenciamento foi realizado no aparelho
MegaBace (GE Healthcare). As reacfes de
sequenciamento foram realizadas de acordo
com o protocolo para o MegaBACE 1000,
utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator

Kit (com Thermo Sequenase™ |l DNA
Polimerase). As  sequéncias  foram
analisadas pelo software  Sequence

Analyser utilizando o Base Caller Cimarron
3.12. Os resultados foram comparados no
GenBank (http://www.ncbi.nlh.gov) usando
Blast® (Basic Local Alignment Search Tool)
para a identificacdo do grau de identidade
das sequéncias.

3.8 - Preparacéo da Vacina

Foi produzida uma bacterina com as
amostras isoladas na propriedade. As
amostras isoladas foram cultivadas em meio
EMJH (Ellinghausen e McCulloug, 1965)
modificado com fracdo “V” de albumina
bovina por um periodo de 14 dias a 28C. O
crescimento foi monitorado semanalmente.
Foi considerada positiva a cultura que
apresentasse células com morfologia e
movimentacdo compativeis com Leptospira
spp. (Faine et al., 1999). A contagem de
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células foi realizada de acordo com descrito
por Rodrigues (2008) em camara de Petroff-
Hausser. Ao final da segunda semana a
cultura apresentou uma densidade 1 x 10°
células/ml e posteriormente foi inativada
com formaldeido na concentragéo final 0,3%
(V/IV), dividida em trés aliquotas de 1000 ml.
Cada aliquota foi emulsionada em adjuvante
de emulsdo 6leo em agua (Emulsigen®) na
concentracdo de 20% e acrescentado
vermelho fenol 0,01% como indicador de pH
(7,2).

A bacterina foi homogeneizada em
homogeneizador circular® durante 24 horas
com 96 rotacdes por minuto. A vacina foi
avaliada previamente com relagao a pureza
e inocuidade, conforme normas
preconizadas pela OIE (2010).

3.9 - Esquema de Vacinacao

Foram vacinados todos o0s animais que
possuiam idade superior a quatro meses. A
dose utilizada em cada bovino foi de 5,0 ml,
inoculada por via subcutanea na regido do
terco proximal do pescogo. Os animais
receberam duas doses com intervalo de 45
dias e revacinacdo semestralmente.

3.10 — Monitoramento do Rebanho Pés-
vacinagao

Foi realizado o acompanhamento semestral
do rebanho vacinado por dois anos.
Coletou-se sangue para realizacdo da
sorologia e urina para a pesquisa de
leptospiras por meio de microscopia de
campo escuro e isolamento através da
cultura.

ApOs a implementacdo do programa de
controle com vacina autoéctone, foram
examinadas 60 amostras de urina. As
coletas foram realizadas em 29/03/2008,
25/11/2008, 16/06/2009 e 22/04/2010, em
cada uma foram coletadas 15 amostras de
urina  de animais com  problemas
reprodutivos. Foi realizada a limpeza da
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regido do perineo e as amostras de urina
foram obtidas apos massagem
desprezando-se o jato inicial. A coleta foi
realizada com frasco esterilizado de 50 ml.

O sangue foi colhido da veia caudal externa
em tubos Vaccutainer® de 10 mL, e foram
armazenados em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel. As amostras de
sangue total foram submetidas a
centrifugacdo a 3.000 rpm por 5 min, e
retirado o sobrenadante (soro), identificadas
e congeladas a -20C até o momento da
utilizagc&o. Foi coletado sangue de todas as
novilhas, vacas e touros do rebanho. A
variacdo do tamanho da amostra em cada
coleta de sangue ocorreu devido a venda de
animais do rebanho.

3.11 - Avaliacéo dos Indices Zootécnicos

Foram analisados os indices zootécnicos do
rebanho antes e depois da vacinacdo. Essa
analise foi realizada com o objetivo de
avaliar se houve mudanca do desempenho
reprodutivo do rebanho depois da
vacinacdo, visto que as leptospiroses séo
doencas que causam problemas na esfera
reprodutiva. Os dados foram colhidos por
meio de entrevista com o proprietéario,
vaqueiro, assim como pela andlise das
anotagOes zootécnicas da propriedade.

Os indices avaliados foram: intervalo entre
partos (IP), periodo de servigo (PS), periodo
de lactagdo (PL), taxa de aborto, taxa de
concepcao ao primeiro servico, e produgéo
de leite dia (Az&vedo et al, 2001).

O intervalo entre partos (IP) foi calculado
com a seguinte férmula:
P1=A1X365+M1X30+D1

P2 =A2 X 365+ M2 X 30 + D2

IP=P2-P1

Al = Ano do parto 1

A2 = Ano do parto 2

M1 = Més do parto 1

M2 = Més do parto 2

D1 = Dia do parto 1

D2 = Dia do parto 2

IP = Intervalo entre partos

Os indices reprodutivos calculados serédo
comparados aos indices de fertilidade

desejaveis para rebanho leiteiro descritos
no quadro 4.

Quadro 4 - indices de fertilidade desejados para rebanho leiteiro:

Parametro indices Desejaveis
Intervalo de Partos (meses) 12
Periodo de Servico (dias) 85
Periodo de Lactacdo (meses) 10
Servigos por Concepgéao <1,5
Idade Média ao 1° Parto (meses) 24
Taxa de concepgéo ao 1°servico (%) 70
Taxa de Aborto (% de vacas prenhes que abortam por ano) <5

Adaptado de Radostits e Blood (1986).
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3.12 - Base de Dados

A organizacdo da base de dados e a
construcdo de tabelas e figuras foram
realizadas em planilhas eletrdnicas do
programa Microsoft Excel verséo 2007.

3.13 - Andlise Estatistica

As diferencas observadas nos indices foram
testadas pelo teste Qui-quadrado, T student
e Kruskal-Wallis conforme descrito por
Sampaio (1998), fixando-se o nivel de
significancia em p<0,05.

3.14 — Aprovacéo do Comité de Etica em
Pesquisa

Essa pesquisa foi submetida ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal (CETEA)
na UFMG e foi aprovada em reunido em
10/09/2008 com numero de protocolo
163/08 (Anexo 1).

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 - Isolamento

Na primeira coleta de urina em animais com
sinais clinicos e subclinicos de leptospirose
realizada em 13/05/2009, 20 amostras
foram submetidas ao exame direto por
microscopia de campo escuro. Nao foi
observado resultado positivo ao exame
direto. As amostras foram inoculadas em
meio EMJH maodificado. Na quarta semana
foi observado crescimento bacteriano em
duas amostras de urina. As leptospiras
isoladas passaram a fazer parte da bateria
de antigenos utilizada nos testes
sorolégicos com a finalidade de se obter
uma identificacdo preliminar do sorogrupo
envolvido. As amostras foram identificadas
com o nome de Lagoa e Bolivia, que eram
0s nomes das fémeas nas quais essas
amostras foram isoladas.

A inoculacdo imediata das amostras de
urina em meio EMJH realizada em
laboratério estruturado na fazenda
possivelmente foi fator decisivo para o
isolamento bem sucedido ocorrido nesta
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pesquisa. Fatos que estdo de acordo com
os relatos de Grégoire et al., (1987); Higgins
et al. (1980) e Freitas et al. (2004).

O crescimento rapido de leptospiras apoés
quatro semanas de incubacéo indicou que o
meio EMJH enriquecido com albumina
bovina utilizado nesta pesquisa foi eficiente
para o crescimento das amostras de
leptospira isoladas. Fato semelhante foi
observado nos estudos de Kingscote
(1985), Moreira (1994) e Higgins et
al.(1980), os quais também utilizaram esse
meio. Em contrapartida nos estudos
realizados por Freitas et al. (2004) e
Zacarias et al. (2008), os cultivos de
leptospira em meio EMJH modificado
decresceram em concentracdo celular e
motilidade, sendo necessario o cultivo em
meio Tween 80/40/LH.

Ap6s a implementacdo do programa de
controle com vacina autoctone, foram
examinadas 60 amostras de urina. N&o
foram observadas amostras de urina
positivas ao exame direto por microscopia
de campo escuro. Ndo houve crescimento
em cultura nas 60 amostras de urina
inoculadas em meio EMJH modificado.

As dificuldades com relacdo ao isolamento
de leptospiras, devido a fatores como
interferéncia do meio de cultura utilizado e a
contaminacgao das culturas por
microorganismos, foram citadas por
inimeros autores (Myers e Jelambi, 1975;
Higgins et al., 1980; Prescott et al., 1987;
Freitas et al., 2004). Na presente pesquisa
obteve-se o isolamento em apenas duas
amostras de urina, e apés a vacinacao nao
foi possivel o isolamento em nenhuma
amostra de urina. Fato semelhante também
ocorreu na pesquisa de Bolin et al. (1989),
na qual ndo conseguiram isolar leptospiras
da urina e dos rins de vacas vacinadas.
Segundo os autores a razao para essa
dificuldade esta relacionada com a presenca
de anticorpos IgG na urina dos animais
vacinados, que interferem no crescimento
da hardjo in vitro.

A vacinacdo ndo impede a leptospidria nos
animais infectados, mas pode reduzir o



niamero de animais que se tornaram
excretores e diminuir a duracdo da
leptospilria nos animais que ja estao
infectados (Quinlan e McNicholl, 1993).

Outro fator que pode ter dificultado o
isolamento apés a vacinacdo €é que a
excrecdo de leptospiras pela urina €
intermitente, algumas vezes esporadica e
muito variavel entre os animais, sobretudo
em espécies que sdo hospedeiras de
manutencgao de determinadas
sorovariedades (Faine et al., 1999).

No Brasil, existem poucas pesquisas
relacionadas ao isolamento de leptospiras
em bovinos infectados naturalmente. As
sorovariedades isoladas em bovinos no pais
se restringem a pomona,
icterohaemorrhagie, guaicurus e goiano,
hardjo e mini, canicola e copenhageni
(Freitas et al, 1957; Santa Rosa et al., 1961;
Santa Rosa et al.; 1980; Moreira, 1994,
Zacarias et al., 2008). Provavelmente as
dificuldades associadas ao isolamento e

identificacdo de isolados de leptospira séo
fatores decisivos para o pequeno numero de
pesquisas publicadas com relacdo a esse
tema no Brasil. Além disso, essas
dificuldades  apontam  também  para
necessidade de aprimoramento cientifico
para o encontro de técnicas mais precisas e
rapidas.

O isolamento e identificacdo permitem o
diagndstico definitivo da infeccdo levando
ao conhecimento daquelas sorovariedades
que realmente estdo presentes em
determinada regido, contribuindo, dessa
forma, para elaboragdo de medidas de
prevencéo e controle da doenca.

4.2 - Caracterizacdo do Isolado

Foi realizada a amplificacdo especifica das
regides 16S rRNA ribossomal das cepas de
Leptospira spp. O produto do PCR
encontrado foi de 1500 bp para as seis
amostras analisadas na figura 1.

Gel de Agarose 1%

1500 bp

4 5 6 7

Figura 1 — Gel de agarose 1%. Amplificagdo do fragmento de 1600bp referente a regido 16S
rRNA ribossomal do género leptospira. 1- 1Kb, 2- HB (hardjobovis), 3- Hardjo (OMS), 4- Hardjo

(Norma), 5 e 6- Isolado Bolivia, 7- Isolado Lagoa.
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ApOs a amplificacdo dos fragmentos foi
realizado sequenciamento parcial das
amostras isoladas Lagoa e Bolivia e as
duas amostras classificadas no genotipo
hardjoprajitno amostras Norma (CTG) e

hardjobovis e a espécie L. interrogans
gendtipo hardjoprajitno, enquanto que a
amostra Bolivia apresentou 98% de
homologia com a espécie L. interrogans e
nenhuma homologia com a espécie L.

borgpetersenii gendtipo harjdobovis. As
amostras de referéncia classificadas no
programa  Blast®, no qual foram gendtipo hardjoprajitno, Norma (CTG) e
determinadas as homologias com as OMS, também foram analisadas no Blast® e
sequéncias existentes no banco de dados. como ja era esperado apresentaram
Foi observado que a amostra Lagoa homologia de respectivamente 93% e 96%
apresentou homologia de 95% com a com a espécie L. interrogans.

espécie L. borgpetersenii genotipo

OMS, como demonstrado nas figuras 2 a 5.
As sequéncias foram analisadas no

CTACGCTGECGEECAECGT CTTAACATCAGT CAAGCGGAGT AGCAATACT CAGCGGCGAACGEGTGAGTAAC
ACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGT CTGGGATAACT TTCCGAAAGGGAAGCTAATACT GGATGGTCCCGAGA
GATCAAAGATTTTTCGGGTAAAGAT TTAT TCCT CCGAGATGAGCCCCCGT CCGATTAGCTAGI TGGTGAG
GTAAAGCCT CACCAAGGCGACGAT CGGT AGCCGEGECCT GAGAGGGT GT TCGGCCACAAT GGAACTGAGACA
CGGTCCATACT CCTACGGGAGGCAGCAGT TAAGAATCT TGCT CAAT GCGGGGGAACCCT GAAGCAGCGACG
CCGCGT GAACGATGAAGGT CTTCGGAT TGTAAAGT TCAGT AAGCAGGGAAAAATAAGCAGCAATGTGATG
ATGGTACCTGCCTAAAGCACCGGECTAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGEGTAATACGTATGGTGCAAGCGT TG
TTCGGAATCAT TGGGECGT AAAGGGT GCGT AGGCGGACAT GTAAGT CAGGT GTGAAAACT GCGGGCTCAAC
TCGCAGCCTGCACTTGAAACTATGT GT CTGGAGT TTGGGAGAGGCAAGT GGAAT TCCAGGT GTAGCGGT G
AAATCCGTAGATATCTGGAGGAACACCAGT GGCGAAGGCGACT TGCTGEGCCTAAAACT GACGCT GAAGCA
CGAAGCGT GGGTAGT GAACGGGAT TAATACCCCGGT AATCCACCCCCTAACGT TGTCTACCAGT TGTTGG
GGGTTTTAACCCT CAGTAACGACCTACGGATAAGT AAACCCCT GGGGACT

Figura 2 - Sequéncia de DNA do fragmento com 820 bp do isolado de leptospira Bolivia
amplificada com os iniciadores 16sF/16sR.

CGAGTTTCACCTTAGTAGT CTGCTTCCT TGCGGT TGGCAAAGACCACT TCEGEGT GCCTCCCCACTCAGGTG
GGTGACGGGCGGT GT GTACAAGGT CCGGGAACGT AT TCACCGCGGCAT GCTGATCCGCGATTACTAGACG
ATTCCGACTTCATGGAT CGAGT TGCAGACT CCAAT CCGAACT GGGACCGGATTTTTGAGATTACTCCCCC
TCGCGAGT TGCTACCCTTTGTACCGGCCAT TGATCACGT GTGT TGCCCTAGACATAAAGGCCATGAGATT
TGACTCATCCCCGCCTTCCTCCGGT TTGTCACCGGCAT TCCTTACAGT GCCCAACT GAAT GATGGCAACT
AAGTGAGGGT TGCGCT CGT TGCGGGACT TAACCCAACAT CT CACGACACGAGCT GACGACAACCATGCAG
CACCT GT GAAGCGGCCCGAAGGCTCATGTATCTCTACT GATTCCACT CCATGTCAAGCCTAGGT GAGGT T
TTTCGCGTATCATCAAATTAAACCACATGT CCACCGCT TGTGCGGACCCCCGTCAATTCCTTTGAGITTC
ACTCTTGCGAGCATAGT CCCCAGGCGGT CTACTTAATCCGT TAGGT TCTTACTGAGT TAAAACCCCCACA
ACTGGGTAGAAACGT TAGGEGT GGAT TACCGGEGGEGTATCTAAT CCCGT TCACTACCCACGCTTTCGTGCC
TCACCGTCAGT TTTAGCCACAAGT CGCCTTCCCACT GGGEGT TCCCCAAAAT CTACGCAT TCACCGCTACC
TGGAATTCCCTTGCCTCTCCCAACT CCAAAAATTCAGGAGCTGGATTGAC

Figura 3 - Sequiéncia de DNA do fragmento com 820 bp do isolado de leptospira amostra
Lagoa amplificada com os iniciadores 16sF/16sR.
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CGAACT ACGCT GGCGGCGCGT CTTACAT CAAGT CAAGCCGAGT AGAATACT CAGCGGCGAACGGGT GAGT
AACACGT GCGTAATCTTCCTCTGAGT CTGGGATAACT TTCCGAAAGGGAAGCT AATACT GGATGGT CCCG
AGAGATCAAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCT CCGGAGAT GAGCCCGCGT CCGATTAGCTAGT TGGT
GAGGT AAAGCCT CACCAAGGCGACGAT CGGT AGCCGECCT GAGAGGGT GT TCGECCACAAT GGAACT GAG
ACACGGT CCATACT CCTACGGGAGGCAGCAGT TAAGAATCT TGCT CAAT GGGGGEGAACCCT GAAGCAGCG
ACGCCGCGT GAACGATGAAGGT CTTCGGATTGT AAAGT TCAGT AAGCAGGGAAAAAT AAGCAGCAATGT G
ATGATGGTACCT GCCTAAAGCACCGGCTAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGGT GCAAGCG
TTGTTCGGAAT CATTGCCCGT AAAGGGT CCGTAGGCGGACAT GTAAGT CAGGT GTGAAAACTGCGGECTC
AACTCGCAGCCTGCACTTGAAACTATGT GT CTGGAGT TTGEGAGAGGCAAGT GGAATTCCAGGT GTAGCG
GIGAAATGCGTAGATATCT GGAGAACACCAGT GGCGAAGGCGACT TGCTGGCCTAAACT GACGCTGAGCA
CGAAAGCGT GCGTAGT GAACGGGAT TAATACCCCGGTATCCCCCCCTAACGT TGTCTACGT TGT TGEEEG
TTTAACCCT CAGTACGACCTACGGATAATAAACCCCT GGGGACTATGCTC

Figura 4 - Sequéncia de DNA do fragmento com 820 bp da hardjo (OMS) amplificada com os
iniciadores 16sF/16sR.

CT CTGECGCCECCECEEEECCCACCCECGECGCCCCAACAAT ACT CAGCGECGAACGGEGT GAGTAACACGA
GCTTAATCTTCCTCTGAGT CTGCGATAACT TTCCGAAAGGGAAGCTAATACT GGATGGTCCCGAGAGATC
ATAAGATTTTTCGCGGTAAAGATTTATTGCTCGGAGAT GAGCCCGCGT CCGATTAGCTAGT TGGTGAGGT A
AAGCT CACCAAGCCGACGAT CGGT AGCCGGCCT GAGAGGGT GT TCGGCCACAAT GGAACT GAGACACGGT
CCATACT CCTACGGGAGGCAGCAGT TAAGAATCTTGCT CAAT GGGGGGAACCCT GAATCAACAACGECCCC
CTGGAAAAAGAAAGGATTTCTGGGT GGT TGEGT CCCTAAGCAGCGAAAAATAAGCAGCCAATGTGATGATG
GTI'ACCT GCCTAAAGCACCGGECTAACT ACGT GCCAGCAGCCGCGGTAATACGT ATGGTGCAAGCGTI TGITC
GGAAT CATTGCGCGT AAAGGGT GCGTAGGCCGACAT GT AAGT CAGGT GT GAAAACT GCGGGECTCAACTCG
CAGCCTCGCACTTGAAACTATGT GTCTGGAGT TTGCGAGAGGCAAGT GAATTCCAGGT GTAGCGGT GAAAT
GCGTAGATATCTAGAAGCACCACCAAGT GGCGAAAGGCGACT TGCTGGGECTGAAAACT GACGCTGAAGT C
ACGACAGCGT GGGTAGT CGAACGT TAT TAGGATACCCGGT AATTCACGCCCTAAACGT TGTCTACCAGT T
GITTGGTGCCTCTAACCCT CCACT CACTACCGACCGCACTAGGT GTACCG

Figura 5 - Sequéncia de DNA do fragmento com 820 bp da hardjo (CTG) amplificada com os
iniciadores 16sF/16sR.

O sequenciamento do gene 16s rRNA tem (2004), o sequenciamento completo da

sido utilizada como uma ferramenta de
tipificacdo de isolados, certificacdo de
painéis de leptospira, e aplicacdes
taxonbmicas (Morey et al, 2006; Perolat et
al.,, 1994). Nesta pesquisa, a partir da
amplificacdo com os primers 16sF/16sR, foi
obtida a amplificacdo de um fragmento com
820 bp, para todas as amostras analisadas.
O sequénciamento parcial das quatro
amostras foi realizado no programa Blast® e
na analise dos resultados a amostra Lagoa
apresentou homologia com espécie L.
interrogans e L. borgpetersenii, enquanto a
amostra isolada  Bolivia  apresentou
homologia com espécie L. interrogans.
Possivelmente a amostra Bolivia pertenca a
sorovariedade hardjo genotipo
hardjoprajitno, mas a espécie da amostra
Lagoa devido a homologia encontrada ainda
requer novos estudos. Segundo Clarridge

regido 16s com aproximadamente 1500 bp
pode ser necessario para distinguir a
espécie de isolados. No entanto, para a
maioria dos isolados o0 sequenciamento
inicial de 500 bp proporciona diferenciacéo
adequada para essa identificacdo. Esta
sendo conduzido um novo estudo para
caracterizacdo molecular das amostras de
leptospira isoladas nesta pesquisa, no qual
0 sequenciamento completo dos isolados e
suas caracterizacBes serdo publicados em
momento oportuno.

4.3 - Sorologia e Vacinacao

A sorologia da primeira coleta de amostras
de sangue em todos os bovinos do rebanho
realizada em 13/09/2007 esta representada
na tabela 1. Os resultados revelaram altas
porcentagens de animais positivos para as
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sorovariedades hardjo genotipo
hardjoprajitno e  hardjobovis.  Nessa
sorologia as amostras de leptospiras

isoladas (Lagoa e Bolivia) foram incluidas
na prova sorolégica e apresentaram

diferencas em suas porcentagens de
reacbes. A amostra Lagoa apresentava
reagbes que coincidiam com o genotipo
hardjobovis e a amostra Bolivia com
hardjoprajitno.

Tabela 1 - Frequéncia de aglutininas anti-Leptospira em 258 soros sanguineos de bovinos.
Fazenda Esperanca. Santo Anténio do Monte, MG, 13/09/2007.

Sorovariedade - Amostra — —
Negativa Positiva % de Positiva
icterohaemorrhagiae 258 0 0,00
pomona 258 0 0,00
hardjobovis 134 124 48,06
hardjo (OMS) 163 95 36,82
hardjo (Norma) 163 95 36,82
Bolivia 163 95 36,82
Lagoa 133 125 48,45
mini 258 0 0,00
gryppothyphosa 258 0 0,00

A sorologia realizada pelo MAT, apls a
implementacdo do programa de vacinacéo,
a partir de marco de 2008, indicou queda
gradativa dos percentuais de bovinos
soropositivos (Tabela 2 a 4). Essa tendéncia
também pode ser observada na figura 6,

que representa a evolucao cronolégica dos
percentuais de bovinos positivos para as
sorovariedades hardjobovis, hardjo (OMS),
hardjo (Norma) e as duas amostras isoladas
Bolivia e Lagoa.

Tabela 2 - Frequéncia de aglutininas anti-Leptospira em 236 soros sanguineos de bovinos.
Fazenda Esperanca, Santo Anténio do Monte-MG, 25/11/2008. Apds cinco meses da

vacinacao.
Sorovariedade - Amos_;t.ra —
Negativa Positiva % de Positiva
icterohaemorrhagiae 236 0 0,00
pomona 236 0 0,00
hardjobovis 164 72 30,51
hardjo (OMS) 165 71 30,08
hardjo (Norma) 165 71 30,08
Bolivia 165 71 30,08
Lagoa 164 72 30,51
mini 236 0 0,00
gryppothyphosa 236 0 0,00
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Tabela 3 - Frequéncia de aglutininas anti-Leptospira em 176 soros sanguineos de bovinos.
Fazenda Esperanca, Santo Anténio do Monte-MG, 16/06/2009. Ap0s seis meses da vacinacao.

Sorovariedade - A_rr?ostra —
Negativa Positiva % de Positiva
icterohaemorrhagiae 176 0 0,00
pomona 176 0 0,00
hardjobovis 161 15 6,36
hardjo (OMS) 167 9 3,81
hardjo (Norma) 167 9 3,81
Bolivia 161 15 6,36
Lagoa 161 15 6,36
mini 176 0 0,00
gryppothyphosa 176 0 0,00

Tabela 4 - Frequéncia de aglutininas anti-Leptospira em 191 soros sanguineos de bovinos.
Fazenda Esperanca, Santo Antdnio do Monte-MG, 22/04/2010. ApOs quatro meses da
vacinacao.

Sorovariedade - Amostra — —
Negativa Positiva % de Positiva
icterohaemorrhagiae 191 0 0,00
pomona 191 0 0,00
hardjobovis 191 0 0,00
hardjo (OMS) 191 0 0,00
hardjo (Norma) 191 0 0,00
Bolivia 191 0 0,00
Lagoa 191 0 0,00
mini 191 0 0,00
gryppothyphosa 191 0 0,00
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Periodo

®hardjobovis

® hardjo (OMS)
hardjo (Norma)

® Bolivia

®Lagoa

Figura 6 — Evolucao cronoldgica do percentual de bovinos positivos frente as sorovariedades
hardjo e amostras Bolivia e Lagoa, no periodo de 13/09/2007 a 22/04/2010. Fazenda

Esperanca, Santo Antonio do Monte — MG.

No MAT realizados de 2007 a 2009, a
andlise do banco de dados revelou o
aparecimento de novas infec¢fes, mas que
seguramente foram controladas através da
vacinacdo, tendo em vista o resultado da
Gltima sorologia realizada em 22/04/2010
em que nao foi encontrado nenhum animal
reagente.

A distribuigdo dos titulos positivos de soro
de bovinos avaliados pelo MAT frente as
sorovariedades hardjobovis, hardjo (OMS),
hardjo (Norma) e as duas amostras isoladas
Bolivia e Lagoa no periodo de 13/09/2008 a
22/04/2010 estéo representadas nas tabelas
5 a 9. Em 22/04/2010 ocorreu a
soroconversdo de todos o0s animais
testados, havendo somente sete (3,66%)
reacdes do total de 191 com titulos de 1:50,
que nesta pesquisa nao foi considerada
como uma reacdo positiva. Pode ser
observado na sorologia realizada em
13/09/2007 que houve grande numero de
animais positivos que apresentaram reagao
iguais ou acima de 1:400, que segundo
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Faine et al. (1999) evidenciam que houve
contato recente dos animais com L. hardjo e
que poderiam, em alguns casos, evoluir
para doenca.

Confrontando os dados dos animais que
abortaram de 2007 a 2009 e que estavam
positivos na sorologia e os seus titulos, foi
observado que nesse periodo ocorreram 32
abortos, dos quais 25 (75%) ocorreram de
animais que estavam positivos na sorologia
para sorovariedade hardjo. As titulagBes das
25 reagBes positivas variaram de 1:100 a
1:25600, dessas, foram 17 (68%) reacdes
de titulacdo de 1:100, trés (12%) reactes de
1:200, uma (4%) reacédo de 1:400, uma (4%)
reacdo de 1:1600, duas (8%) reacdes
1:12800 e uma (4%) reacdo 1:25600. Esse
dados estdo de acordo com os relatos de
Ellis (1994) que menciona que a maioria dos
casos de aborto provocados por hardjo
estdo associados a baixos titulos de
anticorpos no MAT com reag¢fes iguais ou
menores que 1:100.



Tabela 5 - Distribuicdo dos titulos positivos de soro de bovinos avaliados pelo MAT frente a
sorovariedade hardjobovis, no periodo de 13/09/2007 a 22/04/2010. Fazenda Esperanga,
Santo Antdnio do Monte - MG.

hardjobovis
Data 1:100 1:200 1:400 1:800 21:1600
P % P % P % P % P %
13/09/2007 81 3140 10 388 4 155 1 0,39 28 10,85
25/11/2008 10 4,24 22 9,32 20 847 16 6,78 0 0,00
16/09/2009 4 2,27 8 455 3 1,70 0O 0,00 O 0,00
22/04/2010 0 0,00 0 000 0 000 O 000 O 0,00

Tabela 6 - Distribuicdo dos titulos positivos de soro de bovinos avaliados pelo MAT frente a
sorovariedade hardjo (OMS), no periodo de 13/09/2007 a 22/04/2010. Fazenda Esperanca,
Santo Anténio do Monte - MG.

hardjo (OMS)
Data 1:100 1:200 1:400 1:800 >1:1600
P % P % P % P % P %
13/09/2007 55 21,32 11 4,26 5 194 2 0,78 22 8,53
25/11/2008 31 13,14 30 12,71 7 297 3 1,27 0,00
16/09/2009 9 5,11 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0,00
22/04/2010 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00

Tabela 7 - Distribuicdo dos titulos positivos de soro de bovinos avaliados pelo MAT frente a
sorovariedade hardjo (Norma), no periodo de 13/09/2007 a 22/04/2010. Fazenda Esperanga,
Santo Antdnio do Monte - MG.

hardjo (Norma)

Data 1:100 1:200 1:400 1:800 21:1600

P % P % P % P % P %
13/09/2007 55 21,32 8 3,10 4 155 0 0,00 28 10,85
25/11/2008 32 1356 29 1229 7 297 3 1,27 0 0,00
16/09/2009 9 511 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
22/04/2010 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00
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Tabela 8 - Distribuicdo dos titulos positivos de soro de bovinos avaliados pelo MAT frente a
amostra Bolivia, no periodo de 13/09/2007 a 22/04/2010. Fazenda Esperanca, Santo Antonio

do Monte - MG.
Bolivia

Data 1:100 1:200 1:400 1:800 >1:1600

P % P % P % P % P %
13/09/2007 54 20,93 9 3,49 4 1,55 0 0,00 28 10,85
25/11/2008 9 3,81 3 1,27 24 10,17 12 5,08 23 9,75
16/09/2009 1 0,57 4 2,27 4 2,27 6 341 0,00
22/04/2010 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0 0,00 0,00

Tabela 9 - Distribuicdo dos titulos positivos de soro de bovinos avaliados pelo MAT frente a
amostra Lagoa, no periodo de 13/09/2007 a 22/04/2010. Fazenda Esperanga, Santo Antbnio

do Monte - MG.
Lagoa
Data 1:100 1:200 1:400 1:800 21:1600
P % P % P % P % P %
13/09/2007 80 31,01 11 426 5 194 1 0,39 28 10,85
25/11/2008 10 4,24 13 5508 27 1144 8 3,39 14 5,93
16/09/2009 0 0,00 4 227 5 2841 6 341 0 0,00
22/04/2010 0 0,00 0 000 O 000 O 0,00 0 0,00
A comparacao da reatividade dos soros dos soros reagentes para hardjobovis,

positivos esta apresentada na figura 7.
Observa-se que amostra isolada Lagoa
reagiu a 216 (100%) soros positivos.
Hardjobovis teve reacgfes sorologicas para
215 (99,54%) dos soros positivos, enquanto
gue a amostra isolada Bolivia 185 (85,64%).
A hardjio (Norma) e hardjo (OMS)
apresentaram reatividade sorolégica para
177 (81,94%) dos soros. O calculo de x°
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hardjo (OMS), hardjo (Norma), amostra
Lagoa e amostra Bolivia revelaram nivel de
significancia estatistica (P=0,034). Quando
o célculo do )(2 foi realizado individualmente
0S soros reagentes apresentaram diferencas
entre as reacdes com a sorovariedades
hardjo (Norma) e hardjo (OMS), com a
amostra Lagoa (P=0,026) e
hardjobovis(P=0,03).
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* Valores referentes as sorovariedades hardjobovis, hardjo (OMS), hardjo (Norma), amostra Lagoa e

amostra Bolivia.

Figura 7 - Comparacao da reatividade sorologica utilizando o MAT na diluigdo = 1:100 em 899
soros de bovinos. Total de 216/899 soros apresentaram reatividade sorolégica para pelo
menos 1 dos 5 gendtipos hardjo testados. Periodo de 13/05/2007 a 22/04/2010. Fazenda

Esperanca, Santo Antonio do Monte — MG.

No presente estudo, resultados positivos na
sorologia com aglutininas anti-hardjo, assim
como o isolamento da sorovariedade hardjo
a partir da amostra de urina de duas vacas,
gue apresentavam histérico de aborto e
sangue no leite, confirmaram que, apesar
de dois anos do programa de vacinacgéo
anteriormente instituido, a doenca néao havia
sido controlada.

De acordo com os registros da propriedade,
0 rebanho da Fazenda Esperanca estava
submetido a um programa de vacinagéo
semestral, entretanto os animais vacinados
continuavam a apresentar casos de aborto,
repeticdes de cio, natimortos, nascimento de
bezerros fracos e queda na producdo do
leite em abril de 2007.

A técnica de MAT foi utlizada para
identificacdo prévia das duas amostras
isoladas e para acompanhamento
sorolégico do rebanho apds a implantagéo
de novo esquema de vacinagdo. Em dois
anos de investigacdo, nos resultados
obtidos em mais de 200 reac¢8es sorolégicas
positivas, as amostras isoladas, que foram
denominadas Bolivia e Lagoa, tinham
reacbes cruzadas com as sorovariedades
hardjo genotipos hardjobovis e
hardjoprajitno. Esses resultados sé&o
suficientes para assegurar que os isolados
pertencem ao sorogrupo Serjoe e a
sorovariedade hardjo. E provavel se tratar
de amostras diferentes tendo em vista que
as reagles sorolégicas das duas nao
coincidem em seus valores de porcentagem.
Conforme os resultados da sorologia pode-
se presumir que a Lagoa pertenca a espécie

35



L. borgpetersenii e genétipo hardjobovis e a
amostra Bolivia pertenca a espécie L.
interrogans e genétipo hardjoprajitno.

Além das diferencas sorolégicas
encontradas no MAT entre as amostras
Bolivia e Lagoa, outro fator indicativo de que
a amostra Lagoa pertengca ao genotipo
hardjobovis € que a vacina elaborada com
genotipo hardjoprajitno, com auséncia do
genotipo hardjobovis, anteriormente
aplicada no rebanho, mostrou que essa
bacterina ndo levou a uma resposta
imunolégica eficaz e, portanto nao
promoveu o controle da doenca. Os animais
apresentaram, mesmo ap0s a vacinagao
periddica, sinais clinicos sugestivos e altos
titulos para a sorovariedade hardjo. E apos
introducdo da vacinacdo com as amostras
isoladas na propriedade houve controle da
doenca no rebanho. Embora os gendtipos
hardjobovis e hardjoprajitno pertencam a
mesma sorovariedade, nas vacinas eles nao
induzem imunidade cruzada (Bolin et al.,
1989), isto é, uma vacina com genotipo
hardjoprajitno ndo leva uma resposta imune
satisfatoria de um rebanho infectado por
hardjobovis.

A ocorréncia de duas ou mais
sorovariedades infectando animais de um
mesmo rebanho ao mesmo tempo foi
relatada poucas vezes na literatura. No
Brasil foi descrita na pesquisa de Moreira
(1994), na qual isolou as sorovariedades
mini e hardjo a partir da urina de bovinos de
aptidao leiteira.

No Brasil a leptospirose é endémica em
bovinos, e ja foi detectada por inimeros
pesquisadores em praticamente todas as
regibes do pais (Pellegrin et al., 1999;
Homem et al., 2000; Langoni et al., 2000;
Araudjo et al., 2005; Oliveira e Pires Neto,
2004). Nestes estudos soroepidemiolégicos
a sorovariedade hardjo tem se apresentado
como a mais frequente. Na maioria dessas
pesquisas, o gendtipo hardjobovis ndo é
utiizado como antigeno no  MAT.
Provavelmente algumas dessas reacdes
com genotipo hardjoprajitno sejam reacgdes
cruzadas com o genétipo hardjobovis, pois
ambos possuem antigenos comuns.
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Em Minas Gerais, a hipétese da existéncia
da sorovariedade hardjo infectando os
bovinos foi investigada e posteriormente foi
confirmada através do primeiro isolamento e
tipificacdo da hardjo, gendtipo
hardjoprajitno, no pais (Moreira, 1994).
Confirmando a hip6tese do pesquisador de
que essa sorovariedade seria a principal
leptospira responsavel por problemas
reprodutivos em bovinos no Brasil.

Apesar de a sorovariedade wolffi ser
encontrada com frequéncia nos inquéritos
sorolégicos do Brasil (Langoni et al., 2000;
Oliveira e Pires Neto, 2004), ainda né&o
foram encontradas publicacdes cientificas
ou técnicas com registros do isolamento
dessa sorovariedade em bovinos nos casos
clinicos e subclinicos sugestivos de
leptospirose (Araujo et al, 2005). A
sorovariedade wolffi apresenta afinidade
antigénica com as sorovariedades hardjo,
revelada pela alta taxa de rea¢cBes cruzadas
nos testes de microaglutinacdo, além de
induzir titulos de anticorpos aglutinantes e
reacdo cruzada nas vacinas (Costa et al.,
1998; Arduino et al., 2009).

A vacinacdo tem sido descrita como a
melhor ferramenta disponivel para o
controle da leptospirose em bovinos, pois
reduz a ocorréncia da infeccdo e os
problemas reprodutivos relacionados a
hardjo (Dhaliwal et al., 1996a). Entretanto,
nao é possivel a protecdo adequada de um
rebanho se as amostras predominantes na
espécie bovina ndo estiverem incluidas
(Bolin et al., 1989).

Na presente investigacdo, a bacterina
contendo as amostras de leptospira isoladas
na propriedade foi eficaz no controle da
leptospirose em rebanho leiteiro. Nos
bovinos, o principal mecanismo de
transmissdo da sorovariedade hardjo é a
direta, isto é bovino-bovino (Ellis et al.,
1981; Ribeiro, 1988). Provavelmente houve
um blogqueio nesse mecanismo de
transmissdo, permitindo o controle da
doenca.

Para o controle da doenca no rebanho com
0 programa de vacinacdo utilizado foram
necessarios 25 meses para que houvesse



100% de resultados negativos na prova
sorolégica. Resultado muito semelhante foi
encontrado por Moreira (1994).

A partir da implantacdo do programa de
vacinagdo observou-se a diminuicdo dos
casos de aborto e mastites, havendo queda
gradativa do percentual de bovinos positivos
na sorologia, revelando tendéncia
decrescente chegando resultados
totalmente negativos em 22/04/2010.

No rebanho estudado, a aquisicdo continua
de novilhas e reprodutoras, foi
possivelmente um fator importante na
introducdo da leptospirose no rebanho.
Bennett (1993) cita também outros fatores
de riscos como: pastagem simultdnea com
bovinos infectados, o uso de touros
infectados em coberturas naturais e acesso
de bovinos a éagua contaminada, como
riachos, rios ou agua de drenagem.

As vacinas anti-Leptospira  conferem
principalmente uma protecdo por anticorpos
da classe IgG que atuam nos epitopos
presentes no envelope externo do
microrganismo. De acordo com Dhaliwal et
al. (1996a) a melhora nos indices
reprodutivos do rebanho apés a vacinagao,
fato esse também observado neste trabalho,
pode ser resultado da transudacdo da 1gG
no utero, resultando na eliminacdo da
infeccao uterina.

As vacinas anti-leptospira produzidas com
antigeno inativado sdo imunégenos fracos,
gerando resposta imune apenas do tipo
humoral, em muitas ocasides com baixo
titulo de anticorpos e que persistem por um
curto periodo de tempo (Bolin et al., 1989).
Em estudo recente avaliou-se bacterinas
polivalentes produzidas comercialmente
para bovinos e uma vacina monovalente
produzida com a sorovariedade hardjo. Foi
encontrado resultados superiores de tempo
de duracdo de titulos de anticorpos
protetores para vacina monovalente.
Enquanto as bacterinas polivalentes exigem
no minimo revacinacbes a cada quatro
meses a bacterina monovalente exige
revacinagbes a cada seis meses
(Rodrigues, 2008).

As vacinas elaboradas com sorovariedades
mais prevalentes do local ou com amostras
autéctones como a elaborada neste estudo,
provavelmente produzem resposta
imunolégica superior quando comparada as
vacinas polivalentes normalmente
produzidas para uso comercial. Fato que
coincidem com observado no estudo de
Bolin e Alt (2001), no qual uma vacina
monovalente com genoétipo hardjobovis
protegeu o gado da colonizacdo renal e
leptospildria por quatro meses apds a
vacinagdo. Enquanto que em outro estudo
Bolin et al. (1989) observaram que vacina
pentavalente contendo 0 gendtipo
hardjoprajitno falharam em proteger contra a
infeccdo adquirida apés o desafio com
gendtipo hardjobovis.

O mais indicado na elaboracdo para as
vacinas anti-leptospira seria a formulacéo
com o0 menor numero possivel de
sorovariedades, dando-se especial énfase
para aquelas que realmente estejam
presentes na regido (Moreira, 2004; Araujo
et al.,, 2005). Nas vacinas anti-leptospira
comerciais sédo incluidas varias
sorovariedades que nao possuem
importancia epidemiolégica para espécie
bovina, o que poderia estar levando a uma
vacinacgéo ineficaz (Rodrigues, 2008).

4.4 - Eficiéncia Reprodutiva e Produtiva

Analisando-se os indices zootécnicos do
rebanho representados na tabela 10 e
comparando-os com 0s parametros de
fertiidade desejaveis para um rebanho
leiteiro segundo Radostits e Blood (1986),
verifica-se que em 2008, o desempenho
reprodutivo dos animais apresentou melhora
e se igualou aos indices reprodutivos
desejaveis. O intervalo entre partos (IP),
periodo de servico (PS) e periodo de
lactacdo (PL) apresentaram diminuicdo dos
indices em 2008. Na analise estatistica do
IP, PS e PL, os anos de 2007 e 2008
apresentaram diferencas significativas. O
ano de 2009 nao foi apresentado devido ao
pequeno numero de observacgdes, uma vez
que os dados foram coletados apenas nos
primeiros quatro meses do ano de 2010,
quando se encerrou 0 experimento,
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impossibilitando o célculo com uma amostra
significativa.

Houve uma queda expressiva na taxa de
abortos comparando o ano de 2007, quando
ocorreu o surto da doenca na propriedade,
em relagdo ao ano de 2009, quando a
doenca ja estava controlada (Tabela 10). Na
andlise estatistica pelo calculo do x°, a taxa
de aborto nos anos de 2007 e 2009
apresentou diferencas significativas
(P=0,02). Avaliando-se a producéo de leite,
houve um aumento significativo da
producdo, podendo também ter ocorrido
devido a outras variaveis como melhorias
nas condicbes de manejo nutricional,

reprodutivo e sanitario do rebanho.
Analisando os dados com o célculo do )(2
para producdo de leite, os anos de 2007 e
2009 apresentaram diferencas altamente
significativas (P=0,0005).

Nao houve diferenca estatistica significativa
na taxa de concepcgdo ao primeiro servigo
entre os anos de 2007, 2008 e 2009, no
entanto nota-se que esse percentual foi
acentuadamente baixo em 2008 (41,61%).
Possivelmente a leptospirose ainda nao
havia sido controlada e ainda existiam
animais positivos com sinais clinicos da
doenca.

Tabela 10 — indices zootécnicos do rebanho leiteiro, no periodo de 2007 a 2009. Fazenda

Esperanca, Santo Antbnio do Monte — MG.

indices Zootécnicos

Taxa de
Aborto N TC (%)
(%)

N PrL/dia(L) N

Ano 13 N PS PL
(meses) (dias) (meses)
2007 142 89 124* 89 12°
2008 12° 80 86° 80  10°
2009 - - - - -

12,502 120 50,342 145  800% 77
7,15*° 126  41,61® 149 1300*® 103
479" 167  5477° 199 2100° 120

Letras iguais numa mesma coluna indicam igualdade estatistica com p<0,05.
Para analise do PS foi utilizado o teste Kruskal-Wallis e para anélise do IP e PL foi utilizado o teste T student, para as

outras variaveis foi calculado %

IP — Intervalo entre partos, PS- Periodo de servi¢o, PL — Periodo de lactagéo, PrL/dia — Producao de leite/dia

TC — Taxa de concep¢ao ao primeiro servico
(-) Dados insuficientes

A avaliacdo do desempenho reprodutivo e
produtivo € importante em propriedades de
bovinos de leite para definir estratégias de
manejo voltadas para produtividade do
rebanho. Para tanto, € necessario a
realizacdo de escrituracdo zootécnica, que
sdo anotacBes de controle do rebanho,
registrando-se data de  nascimento,
inseminacdes, partos, mortes, descartes,
pesagens, periodo de gestacdo, e na
sequéncia transformar esses dados em
indices uteis como intervalo entre partos,
periodo de servico e niimero de servigos por
concepcgao.
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Na propriedade em estudo essas anotacfes
eram desempenhadas de forma manual,
porém muitos indices ndo puderam ser
calculados devido as deficiéncias de
informacdes.

Apesar da eficiéncia reprodutiva e produtiva
de um rebanho ser uma variante multifatorial
(Azevedo et al.,, 2001; Dhaliwal et al.
1996b), foi observado melhora nos indices
reprodutivos e de produtividade, como
diminuicdo da taxa de aborto, diminuicdo do
intervalo entre partos e aumento da
producéo de leite.



Comparando os indices de 2007, ano em
que ocorreu o surto da doenca na
propriedade, aos indices de 2008 e 2009,
quando foi implementado o novo programa
de vacinagdo com bacterina autéctone,
houve uma melhora significativa nos indices
reprodutivos do rebanho. Resultado
semelhante foi relatado por Dhaliwal et al.
(1996a) em um rebanho com alta
prevaléncia de infeccdo por hardjo, no qual
foi demonstrado que o0s problemas
reprodutivos associados a leptospirose
podem ser controlados através da
vacinagao.

A analise dos indices zootécnicos e o
pareamento com o resultados da sorologia
indicaram associacdo de animais positivos
para leptospirose com infertilidade. Em 2008
a taxa de concepcao ao primeiro servico foi
expressivamente baixa (41,61%), segundo
Radostits e Blood (1986) esta taxa deveria
ser de 70%, estando muito abaixo dos
pardmetros considerados normais. Muitos
animais que apresentaram resultados
positivos na sorologia e abortaram em 2007,
ndo ficaram prenhes em 2008. Em 2009
houve melhora na taxa de concepcdo ao
primeiro servico (54,77%), que coincidiu
com o controle da doenca na propriedade,
no entanto ela continuou apresentando valor
abaixo do esperado. A infertilidade
associada a infeccdo por hardjo também foi
relatada por Quilan e McNicholl (1993) que
encontraram taxa de concepg¢ao ao primeiro
servico de 49%. Segundo esses autores a
L.hardjo pode persistir nas tubas uterinas
dos animais infectados assim como nos rins,
podendo afetar a fertilidade do rebanho
causando morte embrionaria precoce com
reabsorcdo ou abortos ndo detectados.

Neste estudo o PS apresentou uma média
de 124 dias em 2007. Radostits e Blood
(1986) consideram ideal um PS de
aproximadamente de 85 dias, para que se
alcance um IP de 12 meses ou uma cria por
ano. O periodo de servico longo esta
intimamente relacionado & atrasos na
involugdo uterina poés-parto devido a
infeccBes uterinas, retencdes de placenta,
bem como a fatores de manejo como
deficiéncias nutricionais e  problemas
sanitarios  (Azévedo et al, 2001).

Possivelmente a infeccdo por hardjo pode
ter colaborado para o aumento desse
indice, pois o aborto causado por este
agente pode consequentemente ocasionar a
retencdo de placenta nos bovinos (Ellis et
al., 1986).

O IP e 0 PL apresentaram média de 14 e 12
meses respectivamente em 2007, que s&o
consideradas altas segundo pardmetros de
Radostits e Blood (1986), no qual
consideram ideal o IP de 12 meses. O longo
intervalo entre partos diminui a producao de
leite por dia, reduz o ndmero de vacas em
lactacdo no rebanho, conseqgientemente
levando a perdas na producéo leiteira. O PL
esta diretamente relacionado a producao de
leite dos animais e interage com IP
interferindo na eficiéncia de producgéo. Se o
IP for de 12 meses (ideal), o PL devera ser
de 10 meses (Azévedo et al., 2001).

No presente estudo foi observada alta
associacdo da infeccdo por hardjo e
transtornos  reprodutivos em  bovinos
leiteiros. Em 2007, dos quinze animais que
abortaram apenas trés (20%) estavam
negativos na sorologia e doze (80%)
estavam positivos. Em 2008, dos nove
animais que abortaram, sete (77%) estavam
positivos e dois (23%) negativos. Em 2009,
ocorreram oito abortos, desses, seis (75%)
eram de animais positivos na sorologia, e
apenas dois (25%) negativos. A correlagcédo
entre a leptospirose e interferéncia nos
indices reprodutivos do rebanho também foi
relatada nas pesquisas de Mineiro et al.
(2007), Dhaliwal et al. (1996b) e Quilan e
McNicholl (1993).

A baixa produtividade de leite causada pela
infeccdo por hardjo pode ser minimizada
através da vacinagcdo. Fato que foi
evidenciado pela melhora significativa na
producdo de leite do rebanho apds os dois
anos de implantacdo do programa de
controle com bacterina autéctone.

As leptospiroses causam sérios prejuizos
econdbmicos & bovinocultura nacional. Os
maiores obstaculos com relacdo a
prevencdo e ao controle da doenca sdo a
auséncia de diagnéstico e testes
confirmatorios eficazes associados a falta
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de informacédo, tanto da populacdo como
dos profissionais. A medida que existir maior
interesse e incentivo dos  Orgaos
responsaveis pelo diagnostico e avaliagao
de medidas de controle, ocorrera a redugao
do nimero de casos da doenga nos
animais, consequentemente reduzindo os
prejuizos que a doenca causa nos rebanhos
bovinos de corte e leite.

5 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos
seguintes conclusdes:

permitem as

» As amostras de leptospiras isoladas
pertencem ao sorogrupo Serjoe e
sorovariedade hardjo.

« As diferencas encontradas na sorologia
indicam que a amostra Lagoa pertenca
a espécie L. bogpetersenii e gendtipo
hardjobovis e amostra Bolivia a espécie
L. interrogans genétipo hardjoprajitno.

* No sequenciamento do fragmento de
820 bp da amostra Bolivia amplificados
pelos iniciadores da regido 16S que
codifica para o RNA ribossomal, foi
encontrada homologia apenas com a
espécie L. interrogans, indicando que
sua classificacdo seja espécie L.
interrogans genétipo hardjoprajitno.

* A vacina experimental elaborada com
as amostras autdctones foi eficiente no
controle da leptospirose no rebanho

bovino.
e A sorologia do rebanho bovino
realizada pela técnica de

microaglutinagdo permitiu avaliar a
evolucéo do controle e da ocorréncia de
novas infec¢cbes por leptospira no
rebanho.

* O desempenho reprodutivo e produtivo
do rebanho apresentou melhora apos
introducdo do programa de controle
com vacina autoctone.
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7 - ANEXO

Anexo 1 - Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 163/2008, relativo ao projeto intitulado
“Epidemiologia e controle da Leptospirose bovina causada por gendtipo
Hardjobovis em fazenda leiteira em Minas Gerais’, que tem como
responsavel(is) Elvio Carlos Moreira , estd(30) de acordo com os Principios Eticos
da Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 10/ 09/2008.

Este certificado expira-se em 10/ 09/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°® 163/2008, related to the project entitied
*Epidemiology and control of bovine leptospirosis caused to hardjobovis
genotipe in dairy farm in Minas Gerais’, under the supervisiors of Elvio Carlos
Moreira, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG),
and was approved in September 10, 2008. ‘

This certificate expires in September 10, 2013,

Belo Horizonte, 15 de Setembro de 2008.

AQ'
Prof. Humberto Pereira Pliveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3489-4592

www.ufmg.bribioetica/cetea - cetea@prpq.ufma.br
(Mod.Cert. v1.0)



