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An outbreak of leptospirosis in dairy cattle was observed in Santo Antonio do Monte,
Minas Gerais. The herd had positive reactions in anti-Leptospira serovar Hardjo aggluti-
nation test (MAT) and had been previously vaccinated with a vaccine containing serovars
Hardjo. The MAT showed 48.06% of cattle positive for serovars Hardjo genotype Hardjobo-
vis, 36.82% for serovars Hardjo genotype Hardjoprajitno. The animals had abortions and
mastitis with blood in the milk. This study aimed to isolate the existing serovars from the
urine of serologically positive cows, produce an experimental vaccine with the serovars
isolated in the herd, evaluating the effectiveness of the vaccination program for a period
of two years through the herd serology. Leptospira spp. was isolated from the urine of two
cows with signs suggestive of the disease. The strains were identified by serology with mo-
noclonal antibodies and 16S rRNA gene sequencing as belonging to the Leptospira interro-
gans species Sejroe serogroup Hardjo serovars and Hardjoprajitno genotype. Use of the au-
tochthonous vaccine was effective in leptospirosis controlling in the herd in two years. The

serology results showed the absence of positive animals in the last race held in the herd.

INDEX TERMS: Leptospira, Hardjo, leptospirosis, cattle, autogenous vaccine, isolation.

RESUMO.- Um surto de leptospirose foi observado em bo-
vinos leiteiros em Santo Antdnio do Monte, Minas Gerais.
O rebanho apresentava reag¢des positivas anti-leptospira
sorovar Hardjo no teste de microaglutinacdo (MAT) e
havia sido vacinado anteriormente com vacina experi-
mental contendo a sorovariedade Hardjo. O MAT revelou
48,06% dos bovinos positivos para sorovariedade Hardjo
genoétipo Hardjobovis, 36,82% para sorovariedade Hard-
jo gendtipo Hardjoprajitno. Os animais apresentavam
aborto e mastite com presenca de sangue no leite. A pre-
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sente pesquisa teve como objetivos isolar as sorovarieda-
des existentes a partir da urina de vacas sorologicamente
positivas, elaborar uma vacina experimental com as so-
rovariedades isoladas no rebanho, avaliar a eficiéncia do
programa de vacinag¢do por um periodo de dois anos por
meio da sorologia do rebanho. Foi isolada Leptospira spp.
a partir da urina de duas vacas com sinais sugestivos da
doenca. As amostras isoladas foram identificadas pela so-
rologia com anticorpos monoclonais e seqlienciamento
do gene 16S rRNA como pertencentes a espécie Leptospi-
ra interrogans, sorogrupo Sejroe, sorovariedade Hardjo
e genotipo Hardjoprajitno. O uso da vacina autégena foi
eficaz no controle da leptospirose no rebanho no peri-
odo de dois anos. Os resultados da sorologia revelaram
auséncia de animais positivos na ultima prova realizada
no rebanho.

TERMOS DE INDEXACAO: Leptospira, Hardjo, leptospirose, bovi-
no, vacina autégena, isolamento.
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INTRODUCAO

As leptospiroses sdo zoonoses cosmopolitas que atingem
os animais domésticos, silvestres, sinantrépicos e aciden-
talmente os seres humanos. Sdo enfermidades bacterianas
infecto-contagiosas que afetam a saide animal e possuem
grande importancia em satde publica.

No setor pecuario as leptospiroses sdo responsaveis por
perdas econdmicas expressivas. Nos bovinos influenciam
negativamente o potencial reprodutivo e produtivo, cau-
sando aborto, natimortos, nascimento de animais debilita-
dos e infertilidade. Pode ocorrer mastite clinica ou subcli-
nica, com alteragdes nas caracteristicas macroscépicas do
leite, com estrias de sangue, ocasionando redugdo na pro-
ducdo de leite do rebanho (Higgins et al. 1980, Ellis 1994).

A sorovariedade Hardjo é a mais adaptada a espécie
bovina. Estudos soro-epidemiolégicos realizados no Brasil
indicaram que essa sorovariedade esta amplamente distri-
buida em praticamente todos Estados do pais (Pellegrin et
al. 1999, Langoni et al. 2000, Homem et al. 2001, Oliveira
& Pires Neto 2004, Aratjo et al. 2005). Entretanto, o seu
isolamento foi descrito apenas por Moreira (1994), em bo-
vinos leiteiros em Minas Gerais.

Bovinos sdo considerados hospedeiros de manutengao
da sorovariedade Hardjo, pois possuem elevada suscetibili-
dade a infecgdo, a transmissdo é endémica entre os animais
dessa espécie, apresentando a doenca na forma cronica,
caracterizada por problemas reprodutivos. Essa sorovarie-
dade possui dois genoétipos: Hardjobovis e Hardjoprajitno.
0 gendtipo Hardjobovis pertence a espécie Leptospira bor-
gpetersenii e o gendtipo Hardjoprajitno a espécie L. inter-
rogans. Ambos sdo importantes causadoras de problemas
reprodutivos nos rebanhos bovinos do mundo e possuem
diferencas nas suas manifestacdes clinicas. A infeccdo
causada pela Hardjobovis é 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
producdo de leite e também problemas reprodutivos (Ellis
1994).

O diagnoéstico preciso da infec¢do por leptospira em
bovinos depende do isolamento e tipificacdo da sorovarie-
dade prevalente. No entanto, na maioria dos trabalhos pu-
blicados no Brasil, sdo realizados apenas inquéritos soro-
l6gicos que nao incluem o isolamento para a identificagdo
do agente, devido a dificuldade na obtencdo de resultados
conclusivos. O diagndstico é realizado mediante aplicagdo
da técnica Microaglutinagdo. Porém este teste apresenta
algumas limita¢des, como ndo permitir a identificagdo do
genoétipo especifico, além de gerar reacdes cruzadas entre
espécies do género leptospira com caracteristicas antigéni-
cas similares, impossibilitando o diagnéstico preciso refe-
rente ao agente infectante.

A dificuldade para identificagdo da sorovariedade infec-
tante usando técnicas soroldgicas e o alto grau de reagdes
cruzadas entre as sorovariedades pode levar a interpreta-
¢oes incorretas. Essa davida faz com que os laboratdrios
produzam vacinas contendo varias sorovariedades, com
o objetivo de atender uma demanda diversificada. Como

Pesq. Vet. Bras. 32(7):633-639, julho 2012

a resposta imunolégica das vacinas anti-leptospira leva a
baixos titulos e é especifica para cada sorovariedade, o uso
dessas vacinas comerciais acaba se tornando uma medida
profilatica ineficiente (Rodrigues et al. 2011).

A identificacdo e caracterizacdo de leptospiras_sdo fun-
damentais tanto para a obten¢do de um diagndstico preci-
so, como para a produgdo de vacinas mais eficazes. A inclu-
sdo, nas vacinas, de sorovariedades que realmente estejam
infectando os rebanhos, podera induzir uma imunidade
mais eficiente e duradoura, que refletirdo consequente-
mente, no controle da doenca e melhoramento nos indices
reprodutivos e de produtividade animal.

Em uma fazenda leiteira no municipio de Santo Antonio
do Monte, Minas Gerais, foram encontrados animais positi-
vos frente a aglutininas anti-sorovar Hardjo que ja haviam
sido imunizados com vacina experimental elaborada com
a sorovariedade Hardjo genétipo Hardjoprajitno. Verificou-
-se nessa propriedade que mesmo apds implementacao do
programa de vacina¢do, os animais apresentaram aumento
significativo nos casos de abortos, nascimento de bezerros
fracos, mastite com presenca de sangue no leite e queda na
producdo leiteira.

Como a vacina experimental ndo promoveu o controle
da doenca no rebanho, o presente trabalho investigou esse
foco de infec¢do por leptospira em bovinos leiteiros na Fa-
zenda Esperanca, no municipio de Santo Anténio do Monte
- Minas Gerais, durante o periodo de 2007-2010, e os obje-
tivos desta pesquisa foram: isolar as sorovariedades exis-
tentes a partir da urina de vacas sorologicamente positivas,
elaborar uma vacina experimental com as sorovariedades
isoladas no rebanho, avaliar a eficiéncia do programa de
vacinagdo por um periodo de dois anos por meio da soro-
logia do rebanho.

MATERIAL E METODOS

Caracterizac¢ao do local de estudo

0 experimento foi realizado na Fazenda Esperanga, localizada
no municipio de Santo Antdnio do Monte, situado na regido Oeste
de Minas Gerais. A fazenda possui uma area total de 150 hectares,
com 75 hectares de drea de pastagem. As finalidades de produgdo
pecudria sdo cria e recria e o sistema de produgao de leite é semi-
-intensivo. O processo de retirada do leite é realizado por ordenha
mecanica.

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

Pesquisa e isolamento de leptospiras

Foram coletadas 20 amostras de urina de fémeas positivas
pelo Teste de Microaglutinagdo (MAT) frente a sorovariedade
Hardjo e com histdrico de problemas reprodutivos. Inicialmente,
aregido do perineo foi limpa e as amostras de urina foram obtidas
ap6s massagem, desprezando-se o jato inicial. A coleta foi realiza-
da com frasco esterilizado de 50ml.

Apbs a coleta, as amostras de urina foram examinadas por
meio de microscopia direta com microscépio Carl Zeiss" em obje-
tiva 40x, ocular 10x e condensador de campo escuro e seco.

Para o isolamento de leptospiras, foi estruturado um laboraté-
rio na propriedade para processamento das amostras de urina. O
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material utilizado para o isolamento foi previamente esterilizado
e o local de trabalho foi limpo e higienizado. A urina coletada foi
imediatamente diluida a 1:10 em solu¢do salina estéril, pH 7,2.
Posteriormente, inoculou-se 0,5ml desta diluicdo em duas séries
de cinco tubos cada, contendo meios Fletcher e EMJH (Ellinghau-
sen & McCulloug 1965) modificados com albumina bovina (Faine
et al. 1999). As culturas foram transportadas para o Laboratério
de Leptospirose do Departamento de Medicina Veterinaria Pre-
ventiva (DMVP), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
em temperatura ambiente por aproximadamente duas horas. Pos-
teriormente, no laboratério, os tubos foram incubados em estufa
bacterioldgica a 28°C e observou-se semanalmente, em micros-
cépio de campo escuro, se houve crescimento de leptospiras. As
culturas foram examinadas por um periodo de 16 semanas. Foi
considerada positiva a cultura que apresentasse células com mor-
fologia e movimenta¢do compativeis com Leptospira spp. Os tu-
bos nos quais foram observados crescimento de leptospiras foram
submetidos a descontaminagio por meio de técnicas de diluicdo e
filtracdo (Faine et al. 1999). Apds o isolamento, a manutengio foi
realizada por repetidas sub-culturas em meio EMJH.

Identificagdo do isolado: espécies e sorovariedades de Lep-
tospira spp.

Para a andlise do DNA gendmico foram utilizadas neste tra-
balho as sorovariedades de referéncia Lai, Ceopenhageni, Hardjo
(gendtipo Hardjoprajitno - cepa OMS) e Hardjo (genétipo Hardjo-
prajitno - cepa CTG), classificadas na espécie L. interrogans, Hard-
jo (gendétipo Hardjobovis), classificada na espécie L. borgpeterse-
nii e os isolados Lagoa e Bolivia. As leptospiras foram cultivadas
em meio EMJH, a 28°C em estufa bacteriologica.

Isolamento do DNA

Foi utilizado um volume inicial de cultura de 5ul(106 - 108
de bactérias), foram centrifugadas a 13000 g na preparacgdo de
obtengdo do DNA. As bactérias foram incubadas overnight a 50°C
com 200pl de solugdo de lise, contendo 50mM Tris- HCI, pH8,0,
50mM EDTA, 100mM NacCl, 1% SDS, contendo 100pg de proteina-
se K. A extragido do DNA foi realizada com fenol/cloroférmio e a
precipitacgdo foi realizada com etanol (Tamai et al. 1988).

PCR- especifica

A PCR especifica foi realizada com os iniciadores 16SF: 5’- GA-
ACGGGTGAGTAAC- 3’ e 16SR: 5’- ATCGTCGCCTTGGTG- 3" A am-
plificacdo foi realizada em volume total de 10pl, contendo 5ug de
DNA gendmico, 1,5mM MgCl2, 200uM de cada DNTP, 0,41U Taq
DNA Polimerase (Invitrogen) e 1pmol de cada iniciador em 10mM
Tris /HCI (pH8,0), 50mM KCl. Apds a desnaturagio inicial de 94°C
por 3 min., a PCR especifica foi realizada em 30 ciclos de 94°C por
30 seg.,, 51°C por 1 min e 72°C por 1 min. O ultimo ciclo constituiu
de extensdo a 72°C por 3 min. Os produtos da PCR foram analisa-
dos em gel de agarose 1% e corados em brometo de etideo.

Sequenciamento dos produtos de PCR

0 seqiienciamento de fragmentos amplificados com os inicia-
dores 16S rRNA ribossomal a partir do DNA genomico foi reali-
zado no seqiienciador 7500 (Applied Biosystem) de acordo com
as instrucdes do fabricante. Foram utilizados 100ng do DNA ana-
lisado, iniciadores a 10pmol (16SF ou 16SR), com um volume fi-
nal de reacdo de 10pl. As sequéncias nucleotidicas obtidas foram
analisadas no programa NCBI (National Center of Biotechnology
Information), utilizando o algoritmo Blast.

Identificacdo fenotipica
A identificacdo fenotipica dos isolados foi realizada pelo MAT
com uso de anticorpos monoclonais (mAbs). Os mAbs foram sele-

cionados de acordo com as sorovariedades ja isoladas em Minas
Gerais em bovinos, Hardjo e Mini (Moreira, 1994). A aquisi¢do dos
mAbs foi realizada no Laboratério de referéncia Royal Tropical
Institute, Amsterdd, que indicaram as amostras F16C28 e F106C9,
que aglutinam as sorovariedades Hardjo e Mini respectivamente.
0 mAb F16C28 é capaz de diferenciar os genétipos Hadjobovis e
Hardjoprajitno, pois os titulos de aglutinacdo das duas sdo dife-
rentes. Hardjobovis aglutina com titulo de 1:2560 e Hardjopra-
jitno aglutina com titulo de 1:80 a 1:640. O titulo de aglutinacgdo
da sorovariedade mini com o mAb F106C9 é 1:1280. As sorova-
riedades de referéncia utilizadas na prova foram: Hardjoprajitno
(OMS), Hardjobovis, Mini, Wolffi e Sejroe.

Prova sorolégica

As amostras de Leptospira spp. foram utilizadas como anti-
genos na prova sorolégica foram: Icterohaemorrhagiae, Pomo-
na, Hardjoprajitno (OMS), Hardjoprajitno (Norma), Hardjobovis,
Mini e Gryppothyphosa.

As culturas foram mantidas e cultivadas em meio EMJH enri-
quecido com albumina bovina descrito por Faine et al. (1999) e
foram utilizadas apds sete dias de crescimento.

A pesquisa de aglutininas anti-leptospiras foi realizada utili-
zando-se a Técnica de Microaglutinacdo (MAT), descrita por Gal-
ton (1965).

Foram considerados positivos os soros diluidos a partir de
1:100 quando no campo microscépico apresentaram no minimo
50% ou mais de leptospiras aglutinadas. Os soros positivos foram
titulados por dilui¢ées geométricas de razdo dois, considerando-
-se titulo positivo a maior dilui¢do com 50% ou mais de_leptospi-
ras aglutinadas.

Preparacao da vacina

Foi produzida uma bacterina com as amostras isoladas na
propriedade. As amostras isoladas foram cultivadas por um peri-
odo de 14 dias a 28°C em meio EMJH enriquecido com albumina
bovina conforme descrito por Faine et al. (1999). O crescimento
foi monitorado semanalmente. Foi considerada positiva a cultura
que apresentasse células com morfologia e movimentagdo com-
pativeis com Leptospira spp. A contagem de células foi realizada
de acordo com descrito por Rodrigues et al. (2011) em camara
de Petroff-Hausser. Ao final da segunda semana, a cultura apre-
sentou uma densidade de 1x10° células/mL. As bactérias foram
inativadas com formaldeido na concentrac¢do final 0,3% (V/V),
dividida em trés aliquotas de 1000ml. Cada aliquota foi emulsio-
nada em adjuvante de emulsdo 6leo em agua (Emulsigen®) na
concentragdo 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 rotagdes por minuto. A vacina foi ava-
liada previamente com relagdo a pureza e inocuidade, conforme
normas preconizadas pela OIE (2010).

Esquema de vacinagdo

Foram vacinados todos os animais que possuiam idade supe-
rior a quatro meses. A dose utilizada em cada bovino foi de 5,0ml,
inoculada por via subcutdnea na regido do ter¢o proximal do pes-
co¢o. Os animais receberam duas doses com intervalo de 45 dias e
revacinagio semestralmente.

Monitoramento do rebanho pds-vacinagio

Foi realizado o acompanhamento semestral do rebanho vaci-
nado por dois anos. Coletou-se sangue para realizacdo da sorolo-
gia e urina para a pesquisa de leptospiras por meio de microsco-
pia de campo escuro e isolamento através da cultura.
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Apoés a implementacdo do programa de controle com vacina
autdctone, foram examinadas 60 amostras de urina. As coletas fo-
ram realizadas em 29.3.2008, 25.11.2008, 16.6.2009 e 22.4.2010,
em cada uma foram coletadas 15 amostras de urina de animais
com problemas reprodutivos. Foi realizada a limpeza da regido
do perineo e as amostras de urina foram obtidas apds massagem
desprezando-se o jato inicial. A coleta foi realizada com frasco es-
terilizado de 50 ml.

0 sangue foi colhido da veia caudal externa em tubos Vaccu-
tainer® de 10 mL, e foram armazenados em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel. As amostras de sangue total foram sub-
metidas a centrifugacdo a 3.000 rpm por 5min, e retirado o sobre-
nadante (soro), identificadas e congeladas a -20°C até o momento
da utilizacdo. 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.

Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

Essa pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Experi-
mentacdo Animal (CETEA) na UFMG e foi aprovada em reunido
em 10.9.2008 com niimero de protocolo 163/08.

RESULTADOS

Isolamento de Leptospira

Na primeira coleta de urina em animais com sinais clini-
cos e subclinicos de leptospirose realizada em 13.05.2007,
20 amostras foram submetidas ao exame direto por micros-
copia de campo escuro. Nio foi observado resultado positivo
ao exame direto. As amostras foram inoculadas em meio de
cultura. Na quarta semana foi observado crescimento bac-
teriano em duas amostras de urina. As leptospiras isoladas
passaram a fazer parte da bateria de antigenos utilizada nos
testes sorologicos com a finalidade de se obter uma identi-
ficacdo preliminar do sorogrupo envolvido. As amostras fo-
ram identificadas como Lagoa e Bolivia, que eram os nomes
das fémeas nas quais essas amostras foram isoladas.

Apbs a implementagdo do programa de controle com
vacina autogena, foram realizadas semestralmente quatro
coletas de 15 amostras de urina. Nao foram observadas
amostras de urina positivas ao exame direto por micros-
copia de campo escuro. Ndo houve crescimento em cultura
nas 60 amostras de urina inoculadas em meio EMJH e Fle-
tcher durante o periodo estudado.

Caracterizac¢ao do isolado

0 Sequenciamento parcial do fragmento de 1500bp refe-
rente aregido 16SrRNA ribossomal de seis cepas classificadas
na espécie L. interrogans e uma cepa classificada na espécie
Leptospira borgpetersenii permitiu identificar polimorfismos
pontuais quando se fez a comparacdo entre as diferentes es-
pécies analisadas, como mostrado na figura 1. De acordo com
os resultados encontrados, o seqiienciamento revelou que os
dois isolados pertencem a espécie L. interrogans.

A identificacdo fenotipica dos isolados, realizada pelo
MAT com uso de anticorpos monoclonais (mAbs), indi-
caram perfis de aglutinacdo das amostras Bolivia e Lagoa
semelhantes ao da amostra de referéncia Hardjo (OMS),
pertencente ao genétipo Hardjoprajitno, o que sugere que
os isolados pertencem a sorovariedade Hardjo, genotipo
Hardjoprajitno (Tabela 1).
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Lai GAACGGGTGAGTAACAC ATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGG 120
Copenhageni GAAC ACAC ATCTTCCTCTGAGTC ACTTTCCGAAAGGG 120
Bolivia GARAC TGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGARAGGE 120
Lagoa GAAC( TGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGG 120

Hardjoprajitno GAAC TGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCTGGGATAACTTTCCGAAAGGG 120
CTG GAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCTGAGTCIGGGATAACTTTCCGARAGGG 120

Hardjobovis GAACK TGAGTAACACGTGGGTAATCTTCCTCCGAGTCTGGGATAACTTTCCGAARGGG 120
*

Lai AAGCTAATACTGGATGGTCCC ACA; TTTTCGGGTAA. TTATTGCTC 180

Copenhageni AAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCACAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTC 180

Bolivia ARGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCACAAGATTTTTCGGGTARAGATTTATTGCTC 180

Lagoa AAGCTAATACTGGAT 'CCCGAGAGATCACAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTC 180
Hardjoprajitno AAGCTAATACTGGATGGICCC TCACAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTIGCTC 180
CTG AAGCTAATACTGGATGGTCCCGAGAGATCACAAGATTTTTCGGGTAAAGATTTATTGCTC 180
Hardjobovis GAGCTAATACTGGATAGTCCC AGGTCATAGGATTTTTCGGGTARAGATTTATTGCTC 180
* * % x %
Lai GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGAT 240
Copenhageni GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCT TGGT AAGGCTCACCAAGGCGACGAT 240
Bolivia GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCARGGCGACGAT 240
Lagoa GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGT AAGGCTCACCAAGGCGACGAT 240
Hardjoprajitno GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTCGIGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGAT 240
CTG GGAGATGAGCCCGCGTCCGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACCAAGGCGACGAT 240
Hardjobovis

GGAGATGAGCCCGCGCCCGATTAGCTAGT TGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGAT 240
* *

Figl. Alinhamento das sequencias nucleotidicas da regido 16S
rRNA ribossomal de sorovariedades classificadas na espécie
Leptospira interrogans (amostra Bolivia, amostra Lagoa, soro-
var Hardjo (Hardjoprajitno), sorovar Hardjo (CTG), Lai e Co-
penhageni) e espécie L. borgpetersenii sorovariedade Hardjo,
genoétipo Hardjobovis. Na figura estdo representadas as regi-
Oes polimorficas encontradas entre as espécies L. interrogans
e L. borgpetersenii. Os asteriscos representam os polimorfis-
mos encontrados entre as cepas.

Quadro 1. Titulos de aglutinacio de anticorpos monoclonais
com sorovariedades de referéncia e os isolados de Leptospira
spp. Bolivia e Lagoa

mAbs Amostras de Referéncia Amostra Isoladas
Cédigo Hardjo (OMS) Hardjobovis Wolffi Mini Serjoe Lagoa Bolivia
F16C28 640 2560 - - 640 640
F106C9 - - - 1280 - -

- Auséncia de aglutinagao.

Sorologia e vacinacdo

A sorologia da primeira coleta de amostras de sangue
em todos os bovinos do rebanho, realizada em 13.09.2007,
em 258 animais, estd representada na Figura 2. Nessa co-
leta os resultados revelaram altas porcentagens de animais
positivos para as sorovariedades Hardjo genotipo Hard-
joprajitno e Hardjobovis. Nessa sorologia as amostras de
leptospiras isoladas (Lagoa e Bolivia) foram incluidas na
prova soroldgica e apresentaram diferencas em suas por-
centagens de reac¢des. Dos 258 soros, 124 (48,06%) es-
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Fig.2. Evolucdo cronolégica do percentual de bovinos positivos
frente as sorovariedades Hardjo e amostras Bolivia e Lagoa,
no periodo de 13.9.2007 a 22.4.2010. Fazenda Esperanga,
Santo Anténio do Monte/MG.
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tavam positivos para Hardjobovis, 95 (36,82%) estavam
positivos para Hardjo (Norma), Hardjo (OMS) e o isolado
Bolivia e 125 (48,45%) estavam positivos para a amostra
isolada Lagoa.

Na segunda sorologia realiza em 236 soros sanguineos
de bovinos, em 25.11.2008, apds cinco meses da primeira
vacinagdo, foram 72 (30,51%) reacdes positivas para a Had-
jobovis e o isolado Lagoa e 71 (30,08%) reacdes positivas
para sorovariedade Hardjo (OMS), Hardjo (Norma) e o iso-
lado Bolivia. Na terceira sorologia realizada em 176 soros
sanguineos de bovinos em 16.06.2009, apds seis meses da
ultima vacinacdo, foram encontradas 15 (6,36%) reagdes
positivas para as amostras Hadjobovis e isolados Lagoa e
Bolivia, e 9 (3,81%) reagdes positivas para sorovariedade
Hardjo (OMS), Hardjo (Norma). Na ultima sorologia reali-
zada em 191 soros sanguineos de bovinos, em 22.04.2010,
ap6s quatro meses da ultima vacinacdo, todos os animais
testados estavam negativos na sorologia.

A sorologia realizada pela técnica de MAT, ap6s a imple-
mentacdo do programa de vacinagao, a partir de margo de
2008, indicou queda gradativa dos percentuais de bovinos
soropositivos, que pode ser observada na Figura 2, que re-
presenta a evolugdo cronoldgica dos percentuais de bovi-
nos positivos para as sorovariedades Hardjobovis, Hardjo
(OMS), Hardjo (Norma) e as duas amostras isoladas Bolivia
e Lagoa. As sorovariedades Icterohaemorrhagiae, Pomona,
Mini e Gryppothyphosa nao apresentaram nenhuma rea-
¢do positiva na prova sorolégica em nenhuma das quatro
coletas realizadas.

DISCUSSAO

No presente estudo, resultados positivos na sorologia com
aglutininas anti sorovariedade Hardjo, assim como o iso-
lamento da sorovariedade Hardjo a partir da amostra de
urina de duas vacas, que apresentavam histérico de aborto
e presenca de sangue no leite, confirmaram que, apesar de
dois anos do programa de vacina¢do anteriormente institu-
ido, a doenca ndo havia sido controlada.

De acordo com os registros da propriedade, o rebanho
da Fazenda Esperanca estava submetido a um programa
de vacinacdo 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 utilizada para identificacdo prévia
das duas amostras isoladas e para acompanhamento so-
rolégico do rebanho apds a implantacdo de novo esquema
de vacinacdo. Em dois anos de investigacdo, nos resultados
obtidos em mais de 200 reagdes sorolégicas positivas, as
amostras isoladas, que foram denominadas Bolivia e Lagoa,
tinham reacgdes cruzadas com as sorovariedades Hardjo ge-
notipos Hardjobovis e Hardjoprajitno. Esses resultados su-
gerem que os isolados pertencem ao sorogrupo Sejroe e a
sorovariedade Hardjo.

0 seqiienciamento do gene 16S rRNA tem sido utiliza-
da como uma ferramenta de tipificacdo de isolados, cer-
tificacdo de painéis de leptospira, e aplicagdes taxonOmi-
cas (Morey et al. 2006; Perolat et al. 1994). A regido 16S
rRNA ribossomal em bactérias corresponde a uma regido

de identidade bacteriana devido caracteristicas estrutu-
rais conservadas. Na identificagdo de microorganismos
possibilita a classificacdo de cepas bacterianas ao nivel
de espécie (Clarridge 2004). O sequenciamento parcial da
regido 16S rRNA ribossomal das sete amostras analizadas
revelou homologia entre as espécies classificadas na espé-
cie Leptospira interrogans com as amostras isoladas Lagoa
e Bolivia e polimorfismos com a amostra L. borgpetersenii
(Hardjobovis). De acordo com os resultados encontrados, o
sequenciamento revelou que os dois isolados pertencem a
espécie L. interrogans. No género leptospira, bactérias clas-
sificadas no genétipo Hardjoprajitno pertencem a espécie
L. interrogans, enquanto o gen6tipo Hardjobovis pertence
a espécie L. borgpetersenii. Consequentemente, com os re-
sultados fornecidos pelo seqlienciamento e a identificacdo
fenotipica pelo MAT com uso de anticorpos monoclonais,
as amostras isoladas Lagoa e Bolivia pertencem a espécie
L. interrogans, sorogrupo Sejroe, sorovariedade Hardjo e
geno6tipo Hardjoprajitno.

No Brasil a leptospirose é endémica em bovinos, e ja foi
detectada por inimeros pesquisadores em praticamente to-
das as regides do pais (Pellegrin et al. 1999, Langoni et al.
2000, Homem et al. 2001, Oliveira & Pires Neto 2004, Aratjo
et al. 2005). Nestes estudos soroepidemiolégicos a sorova-
riedade Hardjo tem se apresentado como a mais freqiiente.

Em Minas Gerais, a hip6tese da existéncia da sorovarie-
dade Hardjo infectando os bovinos foi investigada e pos-
teriormente foi confirmada com o 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 respon-
savel por problemas reprodutivos em bovinos no Brasil.

A vacinacdo tem sido descrita como a melhor ferramen-
ta disponivel para o controle da leptospirose em bovinos,
pois reduz a ocorréncia da infeccdo e os problemas repro-
dutivos relacionados a hardjo (Dhaliwal et al. 1996). Entre-
tanto, ndo é possivel a protecdo adequada de um rebanho
se as amostras predominantes na espécie bovina nio esti-
verem incluidas (Bolin et al. 1989).

Na presente investigacdo, a bacterina contendo as amos-
tras de leptospira isoladas na propriedade foi eficaz no
controle da leptospirose em rebanho leiteiro. Nos bovinos,
o principal mecanismo de transmissdo da sorovariedade
Hardjo ¢ a direta, isto é bovino-bovino (Ellis et al. 1981, Ri-
beiro 1988). Provavelmente houve um bloqueio nesse me-
canismo de transmissao, permitindo o controle da doenga.

Para o controle da doenga no rebanho com o programa
de vacinagdo utilizado, foram necessarios 25 meses para
que houvesse 100% de resultados negativos na prova so-
rolégica. Resultado muito semelhante foi encontrado por
Moreira (1994).

A partir da implanta¢do do programa de vacinacdo, ob-
servou-se a diminui¢do dos casos de aborto e mastites, ha-
vendo queda gradativa do percentual de bovinos positivos
na sorologia, revelando tendéncia decrescente chegando
resultados totalmente negativos em 22.4.2010.

No rebanho estudado, a aquisicdo de novilhas e repro-
dutoras, foi possivelmente um fator importante na introdu-
¢do da leptospirose no rebanho. Bennett (1993) citou tam-
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bém outros fatores de riscos como: pastagem simultanea
com bovinos infectados, o uso de touros infectados em co-
berturas naturais e acesso de bovinos a 4gua contaminada,
como riachos, rios ou dgua 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. (1996) a melhora nos indi-
ces reprodutivos do rebanho apos a vacinagdo, fato esse
também observado neste trabalho, pode ser resultado da
transudacao da IgG no ttero, resultando na eliminacdo da
infecgao uterina.

As vacinas anti-leptospira produzidas com antigeno
inativado sdo imunoégenos fracos, gerando resposta imune
apenas do tipo humoral, em muitas ocasides com baixo ti-
tulo de anticorpos e que persistem por um curto periodo de
tempo (Bolin et al. 1989, Arduino et al. 2009). Em estudo
recente avaliou-se bacterinas polivalentes produzidas co-
mercialmente para bovinos e uma vacina monovalente pro-
duzida com a sorovariedade Hardjo. Foram encontrados
resultados superiores de tempo de duracdo de titulos de
anticorpos protetores para a vacina monovalente. Enquan-
to as bacterinas polivalentes exigem no minimo revacina-
¢des a cada quatro meses a bacterina monovalente exige
revacinacgoes a cada seis meses (Rodrigues et al. 2011).

As vacinas elaboradas com sorovariedades mais pre-
valentes do local ou com amostras aut6ctones como a ela-
borada neste estudo, provavelmente produzem resposta
imunolégica superior quando comparada as vacinas po-
livalentes normalmente produzidas para uso comercial.
Fato que coincidem com observado no estudo de Bolin &
Alt (2001), no qual uma vacina monovalente com genotipo
Hardjobovis protegeu o gado da colonizacdo renal e leptos-
pildria por quatro meses apds a vacinacgao.

0 mais indicado na elaboragdo para as vacinas anti-lep-
tospira seria a formulagdo com o menor nimero possivel de
sorovariedades, dando-se especial énfase para aquelas que
realmente estejam presentes na regido (Moreira 2004, Arau-
jo etal. 2005). Nas vacinas anti-leptospira comerciais sdo in-
cluidas varias sorovariedades que ndo possuem importancia
epidemiolégica para espécie bovina, o que poderia estar le-
vando a uma vacinac¢do ineficaz (Rodrigues et al. 2011).

CONCLUSOES

As amostras de leptospiras isoladas Lagoa e Bolivia per-
tencem a espécie Leptospira interrogans, sorogrupo Sejroe,
sorovariedade Hardjo e genétipo Hardjoprajitno.

A vacina experimental elaborada com as amostras au-
toctones foi eficiente no controle da leptospirose no reba-
nho bovino.

A sorologia do rebanho bovino realizada pela Técnica
de Microaglutinagdo (MAT) permitiu avaliar a evolugdo do
controle e da ocorréncia de novas infecgdes por leptospira
no rebanho.
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