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RESUMO

A leptospirose € uma zoonose de carater infeccioso, causada por espiroquetas
do género Leptospira. Apresenta distribuicdo mundial, com maior ocorréncia
em paises com climas tropicais e subtropicais, favorecida pelo calor e umidade,
e é endémica no Brasil. Acomete animais domésticos de estimacédo, selvagens
e de producao, conhecidos como animais de interesse zootécnico.O presente
estudo investigou os indices produtivos e reprodutivos de 100 vacas de leite
frente a leptospirose, com énfase em acompanhar a dindmica da infeccao por
teste soroldgico, mensalmente, em dois grupos experimentais: G1= animais
negativos, a 16 sorovares de leptospira pela soroaglutinacdo microscopica, e
G2= grupo de animais positivos para pelo menos um dos sorovares avaliados
pela soroaglutinagdo microscopica com antigenos vivos (SAM). . Os animais
foram avaliados com relagcéo aos indices reprodutivos e produtivos, com base
nos dados fornecidos pelo sistema de informatizacdo, sendo observados
mensalmente por um periodo de nove meses. A analise dos resutados revelou
que h& uma correlagdo entre 0os animais sororreagentes a leptospirose com a
produtividade, diminuicdo da producédo lactea e com o niamero de gestacdes,
para o G-2 nos momentos 3, 4,5, 6,7 e 9, enquanto no G-1 foi observada
diminuicdo de ambos os indices, no 5° e 9° meses de observacdo. Os
sorovares de maior prevaléncia foram os sorovares Hardjoprajitino (59,5 %),
Pyrogenes (21,04 %), Pomona (11,07 %), Wollfi (11,07 %), Hardjo (8,78 %),
Guaricura (6,55 %), Copenhageni (5,09 %), Icterohaemorrhagiae (1,11 %), e
Ctg (0,83 %). O sorovar Hardjoprajitino mostrou relacdo com a reducdo da
produtividade do rebanho.

Palavras-chave: Leptospirose, producéao animal, bovinos de leite.
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ABSTRACT

Leptospirosis is an infectious zoonosis caused by spirochetes of the Leptospira
genus. It has a worldwide distribution, with greater occurrence in countries with
tropical and subtropical climates, favored by heat and humidity, and is endemic
in Brazil. It affects domestic, wild and production domestic animals, known as
animals of zootechnical interest. The present study investigated the productive
and reproductive indices of 100 milk cows in the face of leptospirosis, with an
emphasis on monitoring the dynamics of infection by serological test, monthly,
in two experimental groups: G1 = negative animals, to 16 leptospira serovars by
microscopic serum agglutination, and G2 = group of animals positive for at least
one of the serovars evaluated by microscopic serum agglutination with live
antigens (SAM). The animals were evaluated in relation to reproductive and
productive indexes, based on the data provided by the computerization system,
being observed monthly for a period of nine months. The analysis of the results
revealed that there is a correlation between animals seroreactive to
leptospirosis with productivity, decreased milk production and the number of
pregnancies, for G-2 at moments 3, 4, 5, 6, 7 and 9, while in G-1, a decrease in
both indexes was observed in the 5th and 9th months of observation. The most
prevalent serovars were Hardjoprajitino (59.5%), Pyrogenes (21.04%), Pomona
(11.07%), Wollfi (11.07%), Hardjo (8.78%), Guaricura ( 6.55%), Copenhageni
(5.09%), Icterohaemorrhagiae (1.11%), and Ctg (0.83%). The serovar
Hardjoprajitino showed a relationship with the reduction in the productivity of the
herd.

Key words: Leptospirosis, animal production, dairy cattle.
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1 INTRODUCAO

A leptospirose é uma doenca infecciosa, de potencial zoonotico,
causada por espiroquetas do género Leptospira. Apresenta distribuicdo
mundial, com maior ocorréncia em paises com climas tropicais e subtropicais,
favorecida pelo calor e umidade. A doenca é endémica no Brasil. Acomete
animais de companhia, selvagens silvestres e de producgdo, estes ultimos
conhecidos como animais de interesse zootécnico. E transmitida
principalmente pelo contato direto com a urina, ou indiretamente a partir do
consumo de agua e alimentos contaminados com o agente. A doenca tem
carater ocupacional, considerada como enfermidade profissional, afetando
especialmente agricultores, trabalhadores de matadouros, médicos veterinarios
e profissionais afins (VERONESI; FOCACIA, 2015).

A leptospirose representa um sério problema de saude publica inserida
no contexto de saude Unica, devido ao agravamento das ocorréncias em
consequéncia do desmatamento, aumento de lixo, favorescendo a proliferacédo
de roedores sinantrépicos que sdo hospederiros naturais do agente. Além do
agente e seus inumeros hospedeiros ha que se considerar como elemento
importante o0 meio ambiente, na manutencao do agente infeccioso, favorecendo

a infeccdo e ou a doencga nos animais e, por conseguinte os humanos.

A doenca gera perdas econdmicas na bovinocultura e por causar pro-
blemas reprodutivos, como abortamentos e infertilidade, considerada doenca
da esfera reprodutiva (LILEMBAUM; MARTINS, 2014). Os sinais clinicos
podem ser crbnicos como o abortamento, principalmente ao terco médio de
gestacdo, repeticdo de cio e natimortos, e nem sempre héa retencdo placentéria.
A fase aguda esta relacionada ao acumulo de liquido em cavidades, hematuria
e hipertermia. Pode ocasionar agalactia ou diminuicdo na producéo de leite e
também infeccdo de bezerros jovens. Bovinos infectados podem eliminar o
agente por até dois anos, assim como outros animais infectados, podendo
transmitir o patégeno aos trabalhadores pelo contato com a urina, agua e
alimentos contaminados, ou a partir do solo Umido contaminado, pelo contato

com a pele lesada, principlamente, ou conjuntiva (GENOVEZ, 2016).
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Os bovinos sdo os reservatoérios preferenciais ou “primarios” do sorovar
Hardjo (ELLIS, 2015), considerado importante agente causador de problemas
reprodutivos e abortamentos na espécie, além de outros sorovares, como
Pomona e Grippotyphosa (VASCONCELLOS et al.,1997). Considera-se 0s
bovinos como hospedeiros primarios do sorovar Hardjo, e este por outro lado
adaptado a essa espécie animal. O sorovar Hardjoprajitino é responsavel por
diminuicdo de producdo de leite em bovinos e taxas de concepgéo
(ANDERSON, 2007), enquanto o sorovar Hardjobovis associado a falhas
reprodutivas (GROOMS, 2006; LILENBAUM; MARTINS, 2014). O sorovar
Pomona é mais adapatado a espécie suina, embora possa infectar os bovinos.
As principais sorovariedades encontradas no Brasil sdo Hardjo, Wolffi,
Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae (GENOVEZ, 2016). No Brasil,
o sorovar Hardjoprajitino, esta contido nas vacinas comerciais. Entretanto,
como nos demais mamiferos domésticos, os bovinos podem ser infectados por
qualquer  sorovar patogénico, como Pomona, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae (CASTRO et al., 2008). Apesar de haver certa eletividade

para o agente, a doenca nado € sorovar especifica.

Desta forma, a doenca na espécie bovina pode ser grave nos casos dos
sorovares ndo adaptados, com casos agudos variaveis de benignos a graves e
na doenca por sorovar adaptado, com menor efeito clinico, com dano
patolégico menor em seus hospedeiros (ELLIS, 2015). As pesquisas se
concentram prioritariamente na deteccdo de transportadores renais, enquanto a
deteccdo de portadores genitais € frequentemente negligenciada (LOUREIRO
et al., 2017). Apesar da relevancia da colonizagcdo do trato genital por
leptospiras, h& poucos estudos na deteccdo do patdbgeno nos ovarios e
ovidutos (BIELANSKI et al.,1998); assim como no utero (ELLIS et al., 1985).

Estima-se que, no Brasil, cerca de 30% das vacas apresentam falhas
reprodutivas por varias causas (BARUSELLI et al, 2012), representando sérias
perdas econdmicas. Estudo de Arashiro et al. (2017) evidenciou que o0s
distarbios reprodutivos foram relatados em 37% dos animais, principalmente
repeticéo de estro (76,2%) e abortamentos (15,6%). Ainda ocorrem repeticdes
de cio, que podem atingir 62% das vacas leiteiras (YUSUF et al.,, 2012).

Considerando o grande rebanho bovino no Brasil os problemas reprodutivos



~ W~

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

relacionados a leptospirose em fémeas bovinas, as perdas econémicas com a
doenca o impacto na saude Unica, o presente estudo investigou 0
acompanhamento sorologico para Leptospira spp. € monitoramento dos indices

produtivos e reprodutivos em propriedade leiteira.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Classificacdo Taxondmica

A palavra leptospira deriva do grego “leptés” (delgado) e do termo latim
“spira” (forma de espiral). S8o bactérias pertencentes a familia Leptospiraceae,
compreendendo espécies saprofitas e patogénicas para animais e humanos
(PICARDEAU, 2009; QUINN et al., 2011). Possuem formato de espiroguetas com
ganchos terminais e pertencem a ordem Spirochaetales, familia Leptospiraceae,
género Leptospira. As leptospiras compartilham caracteristicas de bactérias tanto
Gram-negativas quanto de Gram-positivas, pois possuem membrana dupla e
lipolissacarideo (LPS) como as gram-negativas, e apresentam associacao intima
da membrana citoplasmética com mureina da parede celular, sendo semelhante a
arquitetura das Gram-positivas (FAINE et al., 1999; LEVETT et al., 2010).

2.2 Etiologia e Epidemiologia

Atualmente, o género esta classificado em 35 espécies e mais de 250
sorovares com base na caracterizacdo molecular e soroldgica, respectivamente
(LEVETTI; PICARDEAU, 2018, THIBEAUX et al.,, 2018) Dez espécies sao
consideradas patogénicas: L. interrogans, L. kirschneri, L. borgpetersenii, L.
santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi, L. alstonii e L.
mayottensis (PICARDEAU, 2017). A maioria dessas espécies causa infeccao
em animais e algumas ja foram descritas como causadoras de doencas em
humanos (CUNHA et al., 2016). A classificacdo tradicional de todas as
espécies saprofitas incluem Leptospira biflexa, enquanto L. interrogans
agrupadas as espécies patogénicas (KMETY; DIKKEN, 1993; PLANK; DEAN,
2000). Ainda, existem 19 genoespécies, 13 patogénicas e seis saprofiticas
(BHARTI et al., 2003; ADLER; MOCTEZUMA, 2010), denominadas por meio de
analise de hibridizacdo de DNA (BRENNER., 1999; LEVETT, 2001).
Constituindo sete espécies: L. interrogans, L. borgpetersenii, L. santarosai, L.
noguchii, L. weilli, L. kirschneri e L. alexanderi s&o os principais agentes da
leptospirose (AHMED et al., 2006).
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A pesquisa para deteccao de anticorpos anti-Leptospira spp. em touros
em idade reprodutiva provenientes de rebanhos no municipio de Bauru, SP,
revelou os sorovares Hardjo, tipo Hardjoprajitno (81,8%), Hardjo, tipo
Hardjoprajitno estirpe Canta Galo-CTG (75,8%), Wolffi (57,5%) e Hardjo, tipo
Hardjobovis (51,5%) os mais frequentes (SANCHES et al., 2016). Esses
resultados concordam com estudos similares realizados em bovinos no Brasil.
Em Goias, em 140 touros da microrregidao de Goiania, foi observado 74,3% de
soropositividade. Os sorovares mais frequentes foram Wolffi e Hardjo
(CAMPOS et al., 2006).

No estado de Séo Paulo, estudo com 2.761 bovinos, de sete municipios,
incluindo fémeas e machos de diferentes idades, foi encontrada soro
positividade para leptospiras 45,6% dos animais, e os sorovares Wolffi e Hardjo
foram os mais frequentes. Além desses, foi observada a ocorréncia de reacdes
para os sorovares Bratislava, Djasiman, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,
Pomona e Tarassovi (LANGONI et al, 2000). Esses sorovares sao
considerados incidentais para bovinos, e a transmissao indireta estd associada
ao contato com o meio ambiente contaminado por leptospiras originadas de
espécies silvestres ou de espécies domeésticas diferentes (CASTRO et al.,
2008).

Na regido do Pantanal do Mato Grosso do Sul, em uma area composta
por nove municipios e 6.320 propriedades, apresentando 2.157.468 fémeas
com mais de 24 meses, 0s sorovares de leptospiras mais encontrados foram o
Hardjo, com animais reagentes variando entre 5,88% e 63,64% , enquanto para
o sorovar Wolffi, as reacdes variaram de 7,72% a 59,98%. Foi encontrada a
predominédncia de reagfes para 0s sorovares Hardjo (Hardjoprajitno) em
34,39% dos rebanhos e fatores de risco tais como: compra de reprodutores,
presenca de suinos, presenca de cervideos na propriedade, &reas alagadicas,
aluguel de pastos e racas especializadas compondo o rebanho (MIASHIRO et
al., 2018).
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2.3 Caracteristicas Morfologicas

As leptospiras sdo bactérias aerdbicas estritas, com aproximadamente
0,1um de diametro e 6-20um de comprimento. S&o catalase, oxidase e
peroxidase positivas. S8o espiraladas, flexiveis, moveis e delgadas, compostas
por um cilindro protoplasmatico que se enrola em um filamento axial central.
Apesar de estruturas comuns as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
devido as suas caracteristicas da membrana celular e a estrutura de LPS a
leptospira € considerada uma bactéria Gram-negativa (FERNANDES et al.,
2016).

Em outras espiroquetas o LPS esta ausente, entretanto nas leptospiras &
o principal componente da superficie da bactéria. E muito similar com o LPS de
outras bactérias Gram-negativas, porém sua toxicidade € reduzida, e suas
caracteristicas sao utilizadas para a producao de vacina e para a classificacdo
génica diferenciando os inumeros sorovares (PATRA et al., 2015). Portanto, a
caracterizacdo comparativa de LPS de uma espécie de Leptospira patogénica
e intermediariamente patogénica é critica para delinear moléculas de acucar e
acidos graxos essenciais para a patogénese e colonizacdo no hospedeiro.
sugerindo que o LPS desempenha papel importante na determinacdo da
especificidade do hospedeiro (PATRA et al., 2015).

Leptospira spp. € uma espiroqueta que se cora fracamente pelos
corantes comuns cristal de violeta ou Gram, corando-se adequadamente pelos
sais derivados de prata como técnicas de Gomori, Levaditi,
Argentometanoamina e Warthin-Starry. E movel e tem forma espiralada, com
movimentos ao redor do préprio eixo de flexdo e extensao “Spin” e ou de saca
rolha. No meio ambiente, sob condicbes favoraveis de umidade, temperatura
(6tima de 28-30°C) e pH ideal (7,2 a 7,4), pode sobreviver por até 180 dias
(LANGONI, 1999). O género Leptospira foi dividido em duas espécies:
Leptospira biflexa, que é apatogénica, e Leptospira interrogans, que €
patogénica e com inumeras variantes soroldgicas, denominadas também
sorovares e sorotipos (FAINE et al., 1999). Esta divisdo baseava-se em

critérios estritamente relacionados a reacgfes sorologicas contendo, portanto,
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sorogrupos e sorovares patogénicos e saprofitas (LANGONI et al., 2000).
Muitas espécies de leptospiras foram descritas em varios paises a partir de
1930 até que em 1966, o subcomité de Leptospira recomendou a divisdo do
género em duas espécies L. biflexa e L. interrogans (CORREA; CORREA,
1992). Esta classificacdo fundamentava-se em caracteristicas fenotipicas e
antigénicas baseadas na expressao de epitopos de superficie associados ao
mosaico de antigenos de LPS. A partir de 1989, classificadas por
caracteristicas fenotipicas em patogénicas, intermediarias e saprofiticas.
Recentemente, as leptospiras foram agrupadas com semelhancas genéticas
(hibridacdo do DNA). Foram encontradas vinte espécies de leptospiras,
adicionam 9 patogénicas, 6 saprofitas e 5 intermediarias, embora novas
espécies estdo sendo propostas. A classificacdo soroldgica € utilizada por ser
importante na suspeita clinica ou avaliacdo epidemiologica, uma vez que a
identificacdo de sorovares e sorogrupos direciona entre 0s reservatorios

(hospedeiros) envolvidos na transmissao (SCHULLER et al., 2015)

2.4 Patogenia

Apos invasdo ativa das leptospiras, ocorre multiplicagdo no espaco
intersticial e nos humores organicos como sangue, linfa e liquor, caracterizando
quadro agudo septicémico de leptospiremia. Desta forma, a patogenicidade
esta relacionada com o sorovar de leptospiras, o potencial bacteriano
infectante, a viruléncia, bem como de fatores relacionados ao hospedeiro. A
doenca € mais grave em animais jovens e hospedeiros incidentais, ou seja nos
quais o agente nao esta adaptado (CONSTABLE et al., 2016).

As lesdes primarias sdo atribuidas a agdo da hemolisina nas células
endoteliais de revestimento vascular. Ocorrem lesées dos pequenos vasos e 0
extravasamento sanguineo para os tecidos, aparecimento de trombos e o
bloqueio do aporte sanguineo nas areas de fase aguda da infeccdo (FAINE et
al., 2000). A fase de leptospiremia termina quando os anticorpos especificos
surgem na circulacdo, aproximadamente dez dias apés o inicio da infecgéo,

promovendo a eliminacdo das leptospiras da corrente sanguinea e da maioria
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dos oOrgdos acometidos. Todavia, as leptospiras localizadas em locais
protegidos do sistema imune, como rim e trato genital, podem persistir por
periodos prolongados. A persisténcia de leptospiras no rim pode ocasionar
desde pequenos infiltrados inflamatorios focais a grandes lesdes,
caracterizadas por necrose celular, atrofia tubular e hemorragia renal, seguida
de cicatrizacdo e localizacdo de leptospiras na superficie luminar das células
tubulares (TOPLEY; WILSON.,1990)

A fase de leptospiruria, que se caracteriza pela eliminacéo de leptospiras
pela urina ocorre por periodos variaveis de dias a anos. Podendo ser bifasica
com uma fase aguda ou septicémica durando aproximadamente uma semana,
seguida pela fase imune, caracterizada pela producdo de anticorpos e
excrecdo de leptospiras na urina. Desta forma evidéncia a existéncia de
portadores renais, onde a transmissao indireta pode ocorrer pela exposicao a
urina de animais infectados em ambientes contaminados. Tal fato faz com que
a leptospirose seja uma doenca de elevada ocorréncia, considerando-se o
grande numero de espécies animais que sdo reservatorios do agente como
portadores sdos. As bactérias sdo removidas da corrente circulatéria e dos
tecidos pelos anticorpos por meio da opsonofagocitose, porém elas podem
permanecer no tecido renal dos animais por longos periodos (GREENE et al.,
2006; ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

As leptospiras patogénicas utilizam mecanismos de invasao e
multiplicagdo e persisténcia no hospedeiro. Alguns estudos elucidaram a
estratégia de capacidade de aderir a células endoteliais, fibroblastos,
monocitos e macréfagos (MERIEN et al; 1997). Possuem hemolisinas,
proteinas capazes de romper a membrana dos eritrécitos ocasionando a lise
celular (WANDERSMAN, STOJILIJKOVIC, 2000). Mesmo assim, sdo capazes
de sobreviver no interior dos macrofagos e induzir a apoptose, uma

caracteristica compativel com a sua viruléncia (JIN et al., 2009).

O ciclo da Leptospira se inicia quando invadem o organismo do
hospedeiro pelas mucosas e conjuntivas, por pequenos cortes ou abrasoées, ou
pela pele integra quando ha dilatacdo dos poros. Ainda pode infectar por via

oral, a partir de agua e alimentos contaminados. Se multiplicam no intersticio e
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nos humores organicos, e a fase de leptospiremia ocorre quando ha grande
quantidade de bactérias na corrente sanguinea, quando migram para
direrentes 0rgaos, principalmente para os rins, nos tubulos renais proximais e
também para o trato geniturinario feminino (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

A bactéria pode permanecer nos tubulos renais proximais por periodo
indeterminado, podendo ser desde semanas ou até o final da vida do
hospedeiro. Doenca bifasica permanecendo até o 7° dia no sangue com
leptospiremia e posteriormente migrando para orgdos alvos (TOPLEY et al.,
1990; VERONESI; FOCACCIA, 2015).

Para finalizar o ciclo, a eliminagcdo ocorre pela urina, contaminando o
ambiente, principalmente a agua e os alimentos, gerando a infeccdo para
outros suscetiveis. As principais fontes de infeccdo sdo os reservatérios
(roedores), os portadores assintométicos (bovinos, suinos, caprinos, animais
silvestres e outros), os convalescentes e o0s animais doentes (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010). A transmissao também pode ocorrer de forma congénita,
guando h& migracéo para a placenta atingindo o feto. Esse tipo de transmisséo

ocorre principalmente em bovinos e suinos (BROD; FEHLBERG, 1992).

Os roedores sdo considerados o0s principais reservatorios, embora
outros animais contribuem para a disseminacdo do patégeno (ANDERSEN-
RANBERG et al.,, 2016). O bovino € reconhecido como hospedeiro de
manutencdo do sorovar Hardjo, bem como outros membros do sorogrupo
Sejroe, causando a doenca cronica com infeccdo subclinica e persistente no
trato reprodutivo (LILENBAUM; MARTINS, 2014). Os sorovares Pomona,
Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa também estdo associados a leptospirose
bovina (LILENBAUM; MARTINS, 2014; ELLIS, 2015). A leptospirose bovina
causa perdas econdmicas, principalmente devido a ocorréncia de disturbios
reprodutivos, como abortamento, natimortos e diminuicdo na producéo de leite,
além do nascimento de bezerros fracos (LILENBAUM; SANTOS, 1995; FAINE
et al., 2000.)

O primeiro registro de leptospirose em humanos foi por Adolf Weil em
1886 e, em seguida, por Stimson, em 1907, quando encontrou organismos

espiralados em paciente com disturbios renais (LEVETT, 2001). Desde entéo
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essa bactéria tem sido responsabilizada por prejuizos na bovinocultura, além
de oferecer riscos para a saude publica, com ampla disseminacao por todo o
mundo (PINTO et al., 2017).

Em 1883, os sinais da leptospirose foram observados em trabalhadores
do sistema pluvial de Paris por Landouzy (INADA et al., 1916). O relato clinico
de leptospirose foi realizado em 1886, quando o médico alemao Adolf Weil
descreveu a forma grave da doenga em humanos (PICARDEAU, 2013), que se
tornou conhecida como sindrome ou doenca de Weil.

Em 1898, foi chamada de doenca de Stuttgart (ENRIETTI, 2001).
Entretando a nomenclatura Leptospira interrogans surgiu quando Stimson
(1907) detectou, por impregnacdo em prata, aglomerados de espiroquetas nos
tubulos renais de um paciente em que a morte foi diagnosticada com febre
amarela. Observou-se que as espiroquetas tinham terminais em gancho, e
Stimson as denominou de Spirochaetas interrogans devido a sua aparéncia
como ponto de interrogacéo. A partir da primeira guerra mundial estudos sobre
a leptospirose investigaram as causas da ictericia infecciosa, como o agente
etioldgico (ENRIETTI, 2001).

O agente etioldgico foi denominado o se deu por Inada et al. (1916),
gue isolaram Leptospira spp. por infeccao experimental, inoculando em cobaias
(Cavia porcellus) o sangue de pacientes humanos ictéricos e febris. Ao
examinarem o tecido hepatico dos animais infectados, observaram a presenca
de espiroquetas, que foram chamadas de Spirochaeta icterohaemorrhagiae
(INADA et al.,, 1916). Em estudo no ano de 1916, o pesquisador japonés
Noguchi, identificou o rato na transmissdo da doenca em humanos (LEVETT,
2001). O papel do rato como fonte de infeccdo foi comprovado por Ido et al.
(1916). Krumbein e Frieling (1916), na Alemanha, baseado em observagdes
epidemioldgicas supeitaram da possibilidade do cdo ser portador da leptospira

para humanos.

Em 1918, Noguchi et. al,. (1918) denominaram o género, Leptospira,
formado por leptospiras patogénicas e saprofitas, com base nas caracteristicas
morfolégicas. As leptospiras saprofitas receberam a denominacdo de
Spirochaeta biflexa (NOGUCHI, 1918).
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As infeccbes em humanos no Brasil com Leptospira interrogans foram
notificadas pela primeira vez por McDowel, em 1917 (MONTEIRO, 2003), no
Parana. O primeiro isolamento de leptospira no Brasil foi realizado por Guida,
(1948) em animal de companhia, identificado como  sorovar

Icterohaemorrhagiae.

Diferentes 6rgdos podem ser acometidos pelos sorovares patogénicos,
podendo atingir rins, figado e até mesmo os pulmdes. Em bovinos, geralmente
atinge o trato geniturinario das fémeas, infectando a placenta e provocando o
abortamentos. Por ser eliminado principalmente via urinaria. Assim os animais
de producdo possuem importancia na epidemiologia da doenca devido ao
grande volume de urina eliminado no ambiente, e disseminando a bactéria
(ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

2.5 Patogenia e clinica da doenca

Dentre as doencas infecciosas que afetam a reproducéo, a leptospirose
esta mundialmente disseminada (FAVERO et al. 2001; DESVARS et al. 2011;
ANDRE-FONTAINE 2016; PINTO et al. 2017). Os casos clinicos s&o menos
frequentes e podem se apresentar como surtos, sendo caracterizada por
abortos, em bovinos a apartir do quinto més de gestacdo (DRAGHI et al. 2011;
VARNI et al. 2016). Por outro lado, a apresentacdo frequente é a infeccao
cronica silenciosa, que é associada a falha reprodutiva (ELLIS, 2015). Em
estudo com 25 diferentes rebanhos leiteiros, foi aplicado questionario, quanto a
leptospirose em cada propriedade, aleatoriamente, num total de 500 vacas.
Destes, 32% dos rebanhos eram positivos para o sorogrupo Sejroe. Das 500
vacas estudadas, 48 (9,6%) foram sororeagentes, 38 (7,6%) com titulos de 400
e 10 ( 2%) = 800. A repeticao do estro foi o problema reprodutivo mais relatado
e fortemente associado a sororeatividade para leptospirose (LIBONATI et al.,
2018).

A soropositividade para leptospirose e o0s casos clinicos séo
frequentemente associados a exposicdo de fatores de risco ambientais, como

chuvas e as inundacbes (DESVARS et al., 2011). Para o sorogrupo Sejroe,
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especificamente o gendtipo Hardjo, a transmissdo direta animal a animal &
mais comum que a transmissao indireta ou contaminacao ambiental. Por outro
lado infec¢des incidentais pelo sorogrupo Icterohaemorrhagiae ou Pomona,
levam a excrecdo renal. A transmissdo da infeccdo acidental € mais
dependente da presenca de outras espécies hospedeiras e fatores ambientais,

principalmente as chuvas e aguas acumuladas (ELLIS, 2015).

A infeccdo do trato genital tem sido considerada efeito secundéario da
infeccéo renal, como resultado da bacteremia (MONAHAN et al., 2009). Dessa
forma, as vias venérea, transplacentaria e mamaria, ou até o habito de limpeza
da genitélia, escroto e tetos entre os animais, podem constituir-se vias de
transmissdo (GUIMARAES et al., 1982). Existem evidéncias de que a
leptospirose genital deve ser considerada uma sindrome especifica: a) uma
resposta imune vaginal relevante é consideravel, geralmente com baixos titulos
sistémicos; b) infeccdo por inoculagcdo uterina foi demonstrada
experimentalmente (DALIWAL et al., 1996); c) a possibilidade de transmissao
venérea de leptospiras em ambas as dire¢des foi descrita (LOUREIRO et al.,
2017) ; e d) algumas cepas do sorovar Sejroe colonizam preferencialmente o
trato genital e podem estar relacionadas a sindromes reprodutivas (ELLIS et
al., 1986) e infeccao uterina crénica (ROCHA et al., 2018).

Leptospiras podem ser encontradas no sémen de touros (MASRI et al.,
1997). Em estudo experimental com infec¢cdo por sémen contendo Hardjobovis
em novilhas, esses organismos foram capazes de atingir o trato reprodutivo
independente de qualquer associacdo com espermatozdides, estabelecendo
infeccdo no utero e oviduto (BIELANSKI et al., 1998). Estudo recente da
frequéncia de DNA leptospirico na secrecdo vaginal de vacas, aparentemente
assintomaticas, reforcou que a infeccdo pode ocorrer da fémea para o macho

por descargas e secrec¢des vaginais na monta natural (LOUREIRO et al., 2017).

As leptospiras podem ser transmitidas por inseminagao artificial,
sobrevivendo as temperaturas de congelamento no sémen armazenado
(EAGLESOME; GARCIA, 1994). Todavia, sdo sensiveis aos antimicrobianos
comumente usados na preparacao de sémen diluido para inseminagdo, como

estreptomicina. Da mesma forma, ndo se sabe se a transmissdo por sémen
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processado pode resultar na infeccdo de vacas suscetiveis (GIVENS, 2018).
Alguns estudos demonstram que embrides fertilizados in vitro podem ser
infectados e danificados pelo sorovar Hardjoprajitino. O procedimento de
lavagem mudltipla € incapaz de livrar odcitos e embrides desse patdgeno
(BIELANSKI; JURUJBALLI, 1998). Entretanto, quando embrides foram tratados
com meio embrionario suplementado com penicilina - estreptomicina, a
infeccdo foi combatida e os embribes ndo foram mais contaminados
(BIELANSKI et al., 1998).

Dos sorovares mais encontrados na espécie bovina, o Hardjo, adaptado
a esta espécie, apresenta duas sorovariedades sorologicamente idénticas, mas
geneticamente distintas: L. interrogans, sorovar Hardjo, tipo Hardjoprajitno e L.
borgpetersenii, sorovar Hardjo, tipo Hardjobovis (CABRAL-PIRES et al., 2018).
Inquéritos soroldgicos realizados no Brasil em bovinos descreveram a
distribuicdo de diferentes sorovariedades em varios estados brasileiros (ELLIS,
2015).

2.6 Imunogenicidade

A investigacao das correlacGes das leptospiras com o sistema imune do
hospedeiro tem sido avaliada. O dano tecidual observado nas espécies animais
suscetiveis a leptospirose aguda e grave, como humanos e hamster pode ser
causado por aumento na producédo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias
gquando comparado a espécies animais resistentes, como o rato (MATSUI et
al., 2011). Os altos titulos de anticorpos circulantes ndo estao relacionados
com a protegdo contra a infecgdo. Desta forma, a imunidade nos bovinos esta
relacionada com o perfil de resposta Thl mediada pelo IFN-gama e
imundégenos, com intuito de estimular uma resposta Thl ndo sendo capazes de
proteger os bovinos contra a infec¢do, colonizagcéo renal, eliminacdo das
leptospiras pela urina e protecdo contra a infeccdo transplacentaria fetal
(NAIMAN et al., 2001). Em bovinos vacinados, os titulos de IgM e IgG séo

baixos apdés a primo-vacinacdo, variaveis entre 100 e 400, passageiros, e
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perduram entre quatro (CONSTABLE et al., 2016) e seis meses p0s vacinais
(GENOVEZ, 2016). Em bovinos os anticorpos inicialmente observados sao IgM
e IgA, podendo chegar a concentracdes mais elevadas em cerca de sete dias.
Anticorpos IgG podem ser detectados ao redor de dois dias ap0s o surgimento
de IgM e IgA, com maior pico em duas semanas, e as vezes tempo mais
prolongado (THEVENON et al. 1987, TIZARD, 1998).

As vacinas estimulam a producdo de baixos titulos detectaveis pela
soroaglutinacdo microscopica (SAM), que aparecem rapidamente e diminuem
apos varias semanas, sendo observada por pelo menos 12 meses em bovinos
com a protecao contra a enfermidade e a infeccao renal relatada (FAINE et al.,
2000). As vacinas disponiveis no mercado brasileiro, em sua maioria s&o
compostas por culturas leptospiricas inativadas (bacterinas) acrescidas de
adjuvantes. Desta forma, sdo desenvolvidas com sorovares de maior
predominio em estudos no pais (LANGONI et al., 1999), isto € com bacterinas
penta e hexavalentes. Dentre os sorovares mais utilizados encontram-se:
Hardjo, Wolffi, Canicola, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa e
Bratislava (FAINE et al., 2000).

Existem ainda, disponiveis comercialmente, vacinas contra leptospirose
elaborada com a utilizacdo do antigeno O da camada de LPS da membrana
externa das leptospiras (NARDI JUNIOR et al. 2006). Podem estar associadas
a imunizantes contra outras doencas reprodutivas, como a rinotraqueite
infecciosa bovina e diarreia bovina a virus, tendo preco mais elevado
comparado aos das vacinas contra sorovares de leptospira (ARDUINO et al.,
2009). Segundo Bolin et al. (1989) a vacinacao diminui a ocorréncia de infeccéo
e distarbios reprodutivos ocasionados pelo sorovar Hardjo a campo, mesmo

ndo desenvolvendo niveis significativos de anticorpos aglutinantes.
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3 SINAIS CLINICOS

Na corrente sanguinea o agente se multiplica, podendo levar até sete
dias pods infecgdo para surgimento dos primeiros sinais decorrentes das lesdes
primarias caudadas pelas toxinas liberadas pela bactéria (ELLIS, 1994; DE
BRITO et al.,, 1992). Os danos nos pequenos vasos sanguineos podem
provocar lesdes hepatocelulares, pulmonares, meningite, miosite e placentite.
Podem ser observadas, ainda, hemorragias, ictericia e esplenomegalia, que
sao lesdes caracteristicas da fase aguda (ADLER; MOCTEZUMA, 2010).

Os sinais clinicos variam de acordo com a espécie animal e a forma da
doenca. Em bovinos pode ser aguda ou crbnica e fase assintomatica. Os
principais sinais da fase cronica sdo os abortamentos, repeticbes de cios e
natimortos. A fase aguda é caracterizada por ictericia, acimulo de liquido nas
cavidades, hematuria e hipertermia. Nos bovinos, o abortamento ocorre
geralmente no periodo médio de gestacdo, ao redor do quinto més e nem
sempre ha retencéo placentaria (GENOVEZ, 2016).

Vacas reprodutoras sdo consideradas subférteis quando ndo concebem
até a terceira tentativa ou que permanecam inférteis ap0s numerosos servicos,
mesmo sem sinais de anormalidades anatdomicas ou infecciosas (YUSUF et al.,
2010). Tal fato pode ocorrer por diversos fatores, incluindo infeccbes uterinas,
cervicais e vaginais (MOSS et al., 2002), além de morte embrionaria precoce
(VILLARROEL et al., 2004). A auséncia de lesbes em fetos abortados néo deve
excluir o diagnostico de Leptospira sp., pois o sorovar Hardjo é bem adaptado
aos bovinos e pode nao causar lesfes significativas na espécie (THIERMANN
1982). Langoni et al. (1999) isolaram Leptospira spp. em 12,5% de 120 fetos,
abortados no estado de Sao Paulo. Os sorovares Hardjobovis e Hardjoprajitino,
sdo adaptados aos bovinos e relacionados a duas sindromes: a sindrome
reprodutiva e da queda brusca de leite. A primeira esta relacionada ao sorovar
Hardobovis, e é caracterizada por abortamentos, fetos natimortos, infertilidade
da vaca e nascimento de bezerros fracos. A sindrome da queda brusca do
leite, relacionada ao sorovar Hardjoprajitino, se caracteriza pela flacidez do

Ubere e diminuicdo brusca na producédo de leite, podendo perdurar por 2 a 10
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dias, com alteracdo na consisténcia do leite e do colostro (FAINE, 2000). Por
outro lado, a infeccdo pelo sorovar Pomona que devido as vacinagoes, tem se
priorizado menos nas ultimas décadas, é o principal sorovar, relacionado a
sindrome reprodutiva (FAINE, 2000), entretanto, atualmente foi substituido pelo

sorovar Hardjo.

Em estudo de soroprevaléncia e fatores de risco da leptospirose bovina,
de 1242 vacas adultas, em diferentes estagios de lactacdo, de 69 rebanhos no
oeste de Santa Catarina, observou-se que vacas soropositivas tinham 8% mais
chances de desenvolver disturbios reprodutivos (FAVERO et al., 2019). Tal fato
€ importante para reforcar que este micro-organismo tem apresentacao cronica
em bovinos e pode causar graves problemas reprodutivos, como abortamentos,
natimorto e baixa fertiidade (ELLIS, 2015). Ha tendéncia do sorovar
Hardjoprajitno estar envolvido na ocorréncia de problemas reprodutivos, posto
gue e os bovinos séo considerados hospedeiros de manutencdo dos sorovares
Hardjoprajitno e Hardjobovis (LILENBAUM; MARTINS, 2014; GROOMS, 2006).
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4 DIAGNOSTICO

4.1 Clinico

A leptospirose bovina apresenta quadro clinico semelhante a outras
doencas infecciosas de carater reprodutivo. Assim, o diagnostico da doenca
deve considerar os sinais clinicos de febre, diarreia, anemia, ictericia,
hemoglobindria e ou hematdria, além das evidéncias epidemiologicas e o0s
resultados de exames laboratoriais. Importante avaliar o hitérico da doenga na
propriedade e os fatores de risco associados; como abortamentos, natimortos,
reabsorcédo fetal, nascimento de animais debilitados e infertilidade, podendo a
fémea necessitar de trés a seis coberturas para conceber. E possivel a
ocorréncia de casos de mastite clinica e subclinica, com flacidez do Ubere e
leite amarelado com estrias de sangue, com reducdo na producao (ELLIS,
2015).

A leptospirose bovina pode ser classificada em duas sindromes:
incidental, causada pelos sorovares mantidos por outros animais domeésticos e
silvestres que infectam esses animais. Adaptada, que € ocasionada por
leptospiras mantidas pelos bovinos ndo necessitando de outros animais para
transmissdo (ELLIS, 2015). As sindromes resultam em distarbios reprodutivos
como abortamentos, bem como outras alteragbes reprodutivas (LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020), que impactam negativamente a cadeia produtiva nos

bovinos, principalmente os destinados a producéao leiteira.

As formas agudas e graves da doenca como febre, ictericia, urina com
sangue e mortalidade, sdo menos frequentes e associadas com surtos
esporadicos em bezerros e causados por sorovares incidentais. A infeccéo
incidental em bovinos adultos geralmente resulta em altas taxas de
abortamento, algumas semanas apos a fase aguda da doenca (ELLIS, 2015).
Recentemente, ictericia congénita em fetos abortados foram incluidos como
sinal clinico no abortamento por leptospiras (DELOOZ et al., 2018). Os
sorovares Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae sao frequentemente

identificados nas infec¢gBes incidentais em bovinos e sua transmisséo esta
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relacionada a suinos, roedores e animais selvagens (ELLIS, 2015; DELOOZ et
al 2018). Os bovinos também podem abrigar sorovares incidentais por periodo
incerto (PINTO et al., 2017).

A leptospirose bovina é mais frequentemente causada por cepas
adaptadas do sorogrupo Sejroe. Nestes casos, a fase aguda da doenca pode
ser subclinica com excecado de infeccdo em vacas em lactacdo, na qual pode
ocorrer agalactia (ELLIS, 2015). Em areas ndo endémicas, a doenca pode
ocorrer sob a forma de surtos (COSATE et al.,, 2017). Todavia, a infecgéo
cronica parece ser mais frequente nesta espécie. Esta fase é aparentemente
silenciosa e, mesmo nos casos de abortamentos, na maioria das vezes a
infeccdo se apresenta de forma subclinica e silenciosa que é frequentemente
negligenciada por pecuaristas e veterinarios (ELLIS, 2015), contribuindo para

perdas econdmicas nas propriedades e manuten¢éo do agente no rebanho.

Apesar desses sinais estarem frequentemente associados a varios
fatores, estudos revelaram uma forte associacdo com a repeticdo de estro e
sororreatividade contra o sorogrupo Sejroe (MORI et al., 2017; LIBONATI et al.,
2018), o que mostra a relacdo desses sorovares com a ocorréncia de disturbios
reprodutivos na infeccao leptospirica. O sorogrupo Sejroe apresenta certo nivel
de adaptacdo ao trato reprodutivo (ROCHA et al., 2018). Foram realizados
estudos para demonstrar a presenca de leptospiras no utero (ELLIS;
THIERMANN, 1986; CABRAL-PIRES et al., 2018), oviduto (ELLIS, 1984;
BIELANSKI, 1998) e secrecao vaginal (LOUREIRO et al., 2017; PIMENTA et al,
2019). Apesar da importancia e efeitos significativos da colonizacdo do trato
reprodutivo por leptospiras, as pesquisas ainda sdo escassas, principalmente
quando comparado a infeccdo renal (CABRAL-PIRES et al.,, 2018). Desta
forma, a patogenia da morte embrionéaria precoce e a consequente repeticao do
estro associado a leptospirose, ainda permanecem incertas (LOUREIRO;
LILENBAUM, 2020).
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4.2 Diagnostico laboratorial

O método padrdo de diagnostico para leptospirose € baseado na
sorologia, principalmente no teste soroaglutinacdo microscopica (SAM), com
antigenos vivos prova padrao oficial recomendada pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) (BRASIL, 1995). A SAM € um teste sorogrupo especifico e a
interpretacdo é complexa devido as rea¢fes cruzadas que acontecem entre
sorogrupos, principalmente na fase aguda da doenca (RENTKO, 1992; FAINE
et al., 2000). A especificidade é alta, contudo pode demonstrar limitacdes: a
sensibilidade diminui a medida que aumenta o tempo decorrido da infeccéo,
nao diferencia titulos de animais vacinados de néo vacinados, ha variabilidade
entre os laboratérios, podem ocorrer reacdes cruzadas entre certos sorovares e
algumas infeccdes latentes podem néo ser identificadas (WILLIAN; BERNARD,
1995). Testes soroldgicos pareados, com periodos de 15 a 30 dias, com
aumento de quatro vezes do titulo, sdo considerados conclusivos no
diagndstico soroldgico (sorologia pareada) (GENOVEZ, 2016; CONSTABLE et
al., 2016). Por outro lado, quando ndo é possivel realizar a sorologia pareada
como em abortamentos, titulo > 400 devem ser considerados quando

acompanhados de sinais clinicos compativeis (QUINN et al., 2011).

O valor epidemiolégico da SAM esta na capacidade de identificar o
sorogrupo circulante (LIBONATI et al., 2017). O uso da sorologia como
diagndstico em bovinos com leptospirose cronica tem limitacdes. E
aparentemente Util para o diagnostico coletivo de rebanhos, em que sao
considerados infectados, quando animais sororeagentes representam 10% do
rebanho (OIE, 2012). Animais infectados podem abortar ou servirem como
portadores genitais, fato demonstrado por PCR e ainda apresentarem titulos
muito baixos ndo detectados pela SAM (HAMOND et al., 2014; LIBONATI et
al.,2017).

Existem inUmeras técnicas de diagnostico utilizadas na deteccdo da
leptospirose, que podem ser divididas em métodos diretos e indiretos. O

meétodo direto baseia-se na deteccédo da bactéria ou seu material genético e o



O 00 N o v b~ W

10
11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23
24
25
26
27

28
29
30
31

21

meétodo indireto pela resposta imune do tipo humoral do hospedeiro frente a
acdo do agente etiolégico (BOLIN; ALT, 1999; BOLIN, 2003).

Nos métodos diretos, utiliza-se a microscopia de campo escuro, onde
as leptospiras estardo presentes no sangue na fase aguda da doenca,
(letospiremia). Todavia, quando negativa, ndo significa que a doenca nao
esteja presente. Esse mesmo teste pode ser realizado em tecidos e fluidos
corpoéreos, tais como liquor e urina, durante a fase de leptospiraria. Porém, sé
irA aparecer neste estagio a partir do 15° dia da doenca. Quando encontrados
em tecidos e suco gastrico de fetos abortados, pode-se observar a
morfologia e motilidade da Leptospira spp. Ja os meétodos indiretos ou
sorologicos sdo caracterizados pela deteccdo de anticorpos anti-Leptospira
spp. (SANTA ROSA, 1970; LANGONI, 1996; FAINE et al., 2000)

Os métodos diretos, como a cultura bacteriolégica e reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) também s&o indicados. Os anticorpos podem estar
presentes no sangue, apos 5 a 7 dias do inicio dos sinais clinicos (JOUGLARD,
2005), periodo considerado ideal para a coleta de sangue visando o
diagnéstico soroldgico. O diagndstico laboratorial € importante, inclusive como
diferencial para outras enfermidades da esfera reprodutiva. Os métodos diretos
sdo importantes para a pesquisa do agente etiolégico por meio do cultivo
microbiano, microsocopia eletrdnica, técnicas de biologia molecular,

imunoistoquimica e histopatologia (GENOVEZ, 2016).

A maioria dos estudos nessa area ressalta a deteccdo de portadores
renais por PCR urinario (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020). S&o utilizadas
principalmente, amostras de urina ou de rim (NALLY et al., 2018, SANHUEZA
et al.,, 2018). Portanto, no que tange aos aspectos de sanidade bovina e
produtividade, a presenca de leptospiras no trato reprodutivo é o principal fator
que induz perdas e subfertilidade na prenhez (LIBONATI et al., 2017).

E possivel, também, o diagndstico a partir de amostras de urina pela
observacédo direta de leptospiras em microscépio de campo escuro, durante a
fase de leptospiriria, bem como a partir do conteldo gastrico de fetos

abortados. Quando realizado imediatamente apdés a colheita da urina
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aumentam as chances de resultado positivo, uma vez que o diagnostico é
baseado na morfologia e motilidade das leptospiras. Este teste apresenta como
principais limitacdes: a baixa sensibilidade, necessidade de observador
experiente para diferenciar leptospiras de artefatos presentes nas amostras e

eliminacao intermitente de leptospiras pela urina (NALLY et al., 2018).

Os bovinos infectados por cepas adaptadas frequentemente apresentam
titulos de anticorpos mais baixos (NALLY et al., 2018), incluindo para aquelas
relacionadas ao isolamento (LIBONATI et al., 2017). Por outro lado, tentativas
de isolamento do agente no muco cervico-vaginal em novilhas infectadas,
natural e experimentalmente, demonstraram resultados negativos nas culturas
bacteriol6gicas e nos testes de imunofluorescéncia, mesmo em casos de altos
titulos de anticorpos, fato que sugere positividade do agente (DHALIWAL et al.,
1996 ).

O cultivo do agente é considerado método direto. Pode ser realizado em
varios tipos de materiais, incluindo sangue, liquor, urina, biopsia de tecidos e
fragmentos de tecidos post-mortem. A partir do isolamento de Leptospira spp.
confirma-se a positividade e pode ser realizado estudo para identificacdo dos
sorovares, importante para a vigilancia epidemiolégica da doenca (FAINE et al.,
2000). No entato, existem limitacbes como a complexidade dos meios de
cultura, a necessidade de cultivar o material logo apds a coleta, o longo tempo
de desenvolvimento do agente (devendo-se desprezar a cultura apds 60 dias
de incubacgéo) e a dificuldade em se obter amostra livre de contaminantes
(FAINE et al., 2000).

E possivel, ainda, realizar a soroaglutinacdo macroscépica em placa
como triagem inicial. E de rapida e de facil execucdo, pois utiliza suspensdes
de leptospiras formolizadas. Todavia, a técnica baseia-se somente na detecgao
de imunoglobulina da classe IgM e nédo da classe IgG, redundando em
resultados, por vezes, insatisfatorios (FAINE , 1982). Assim a sensibilidade do
teste € menor quando comparada a soroaglutinacdo microscopica, que apesar

de também néo diferenciar IgM e IgG, detecta ambas imunoglobulinas.

O diagnéstico soroldgico pelo teste de ELISA é eficiente, tendo como

vantagens a utilizacdo apenas de fracbes bacterianas, ndo necessitando de
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antigeno vivo, e a possibilidade de detectar especificamente anticorpos da
classe IgM ou IgG (YAN et al., 1999). Pode ser utilizado tanto no inicio da
infeccdo (ELISA-IgM) quanto nos convalescentes (ELISA- IgG), permitindo um
diagnéstico rapido. Apesar da facilidade e baixo custo, o ELISA também pode
apresentar reacdes cruzadas, ja que se baseia em antigeno especifico do

género, ndo indicando o sorovar infectante (HARTLEBEN et al., 2013 ).

E possivel avaliar a interagcdo entre antigenos e anticorpos marcados
pela imunofluorescéncia ou imunoperoxidase (BASKERVILE, 1986;
FORNAZARI et al.,, 2012). Dentre as técnicas de diagnéstico baseadas na
deteccdo do DNA das leptospiras, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR)
tem sido muito utilizada em amostras de sangue, fluidos organicos, como liquor
e 6rgados de varias espécies animais, e muito recomendada para o diagndéstico
em fetos abortados (HEINEMANN et al., 1995). Trata-se de método rapido,
sensivel e especifico. Possibilita o diagndstico a partir de pequena amostra de
material. E eficaz no diagndstico antes mesmo do desenvolvimento dos titulos
de anticorpos, que na leptospirose sdo detectados somente entre 5 -7 dias
apos a infeccdo. Tem como desvantagem a necessidade de equipamentos
especiais, espaco laboratorial adequado e individual para a técnica, e também
pessoal qualificado (MIRAGLIA, 2013).

A PCR tem se mostrado ferramenta exequivel e sensivel no diagnéstico
de processos infecciosos de diferentes patdgenos. Estudo com vacas de
abatedouros revelou que 50,4%, foram positivas na PCR a partir do corrimento
vaginal, entre 254 amostras examinadas. Por outro lado, 60% das amostras de
urina dos mesmos animais foram negativas (LOUREIRO et al., 2017). Outro
estudo realizado em surto de leptospirose com 24 vacas leiteiras apresentando
alteracOes reprodutivas revelou somente um animal positivo na PCR do
corrimento vaginal (PIMENTA et al., 2019).

Ainda, pode ser utilizado o diagndstico histopatoldgico com técnicas
especiais que utilizam sais de prata, como argentometanoamina de Gomori,
Levaditi e Warthin-Starry (GENOVEZ, 2016).
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5 SAUDE PUBLICA

Esta zoonose esti relacionada as mas condicbes de infraestrutura
sanitaria, o que reflete as condi¢cde socioecondmicas do pais (BRASIL, 2009),
bem como de outros paises em desenvolvimento. A leptospirose encontra-se
presente na lista do Codigo Sanitario para Animais Terrestres da Organizacao
Internacional de Epizootias por ter propagacgao internacional, ser emergente,
apresentar potencial zoonoético e distribuicdo na populacdo humana (OIE,
2009).

Os aspectos fundamentais para a ocorréncia das epidemias estao,
portanto, relacionados a epidemiologia, fatores ambientais, desmatamentos,
enchentes, acumulo de lixo, roedores sinantropicos e condi¢cdes de
infraestrutura, como a falta de saneamento béasico e o crescimento
desordenado das comunidades. Por ser enfermidade de distribuicdo mundial,
as condicdes ambientais das regides de clima tropical e subtropical
(temperaturas elevadas e altos indices pluviométricos) favorecem o surgimento
de surtos epidémicos, mais frequentemente nos meses de dezembro, janeiro e
fevereiro, periodos em que ocorrem as enchentes nos grandes centros urbanos
(VASCONCELOS et al., 2012). Nesses periodos, a agua contaminada invade
as casas, lojas, escolas e outras instituicbes, com risco de transmissao da

leptospirose para os humanos e animais.

7

A leptospirose € considerada doenca de risco ocupacional, atingindo
diferentes categorias profissionais (PELISSARI et al., 2011). Os trabalhadores
do servico de saneamento ambiental que manipulam material possivel de
contaminacgao por roedores como aguas, bueiros, galerias de esgotos e coleta
de lixo tem elevado risco de contrair a infeccdo. Somam-se a estes,
trabalhadores em arrozais e canaviais (ADLER; MOCTEZUMA., 2010),
fazendeiros, agricultores, veterinarios, e pessoas que manipulam produtos de
origem animal em abatedouros e frigorificos (FAINE et al., 2000). Até mesmo
trabalhos domeésticos, como limpar a casa e jardinagem estdo associados ao
risco de infeccdo (ASHFORD et al., 2000 ). No Brasil a doenca é endemica,

assim como na india, enfermidade que consta na lista multipla de espécies do
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Codigo Sanitario de Animais Terrestres da Organizacdo Internacional de
Epizootias, pela ampla distribuichio mundial e ter consequéncias na
comercializacao internacional de animais, produtos e subprodutos bem como

aspectos de saude publica relativos a enfermidade (OIE, 2009).

Existem duas vacinas disponiveis para humanos. A vacina acessivel
mundialmente é a SPIROLEPT®, que € produzida pela empresa Sanofi-
Pasteur. E uma vacina composta por Leptospira interrogans, sorogrupo
icterohaemorrhagiae em sua forma inativada. E administrada por via
subcutéanea, em duas doses, e € necessaria revacinacdo a cada dois anos. A
vacina vax-SPIRAL® vem sendo utilizada em Cuba desde 1997 na populacao
de risco e confere a protecdo contra o0s sorovares Canicola,
Icterohaemarrhagiae, Pomona e Ballum. Esta vacina tem eficacia de 78% e a
revacinacdo é realizada ap6s 1 ano (NARANJO et al., 2008; VERMA et al.,
2013). Os humanos sdo € sensiveis a infeccdo por todos os sorovares. A
vacina humana constitui medida profilatica, havendo a necessidade de reforco
anual, adotadas por paises da antiga Unido Soviética e Cuba. A transmissao
nos humanos e eliminacédo pelo leite ja foi observada (BOLIN & KOELLNER,
1988; NARANJO et al., 2008; VERMA et al., 2013. A transmissao vertical da
mae para o feto, para orecém nascido por via transplacentaria ou transmissao
transmamaria, bem como transmissdo sexual dentro das espécies, também
podem ocorrer (ELLIS 2015).

Nos humanos pode ocorrer manifestacdes clinicas leves a moderadas
com febre, dores musculares (principalmente na panturrilha), ou grave, como
as apresentadas na doenca de Weil. Apresenta clinica polimorfa e se
caracteriza como enfermidade dentro do contexto One Health (saude Unica)
afetando os animais, e humanos, tendo o meio ambiente participacéo
significante na manutencdo do agente. H& inUmeros reservatorios ou
portadores renais, como animais de estimacdo, de producéo, silvestres e
sinantropicos, incluindo roedores, como o Rattus norvegicus (ratazana de
esgoto). Por outro lado, os seres humanos considerados susceptivel a infeccéo
e 0 meio ambiente, que oferece condicbes de manutencdo do agente

infeccioso, tanto de sorovares patogénicos como os saprofitas.
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6 PROFILAXIA, TRATAMENTO E MEDIDAS DE BIOSSEGURANCA

A dindmica da epidemiologia da leptospirose e a variedade de animais
incluindo os selvagens, que podem estar disseminando o agente, como
reservatorios, tornam o controle leptospirose bovina desafiador, oneroso e
frustrante (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020). Para diminuir os efeitos da doenca
no rebanho, o controle deve incorporar antibioticoterapia, principalmente a
estreptomicina, vacinacdo com as bacterinas de células inteiras e 0 manejo
adequado, primordialmente de areas alagadicas (MARTINS; LILENBAUM,
2017). Tais medidas sao positivas para surtos em que as fontes de infec¢ao ou
reservatérios podem ser identificados no rebanho. Entretanto, o controle se
torna ainda mais dificil quando a doenca cronica € ocasionada por leptospiras
adaptadas, cujos reservatorios sdo os proprios bovinos. Neste caso a doenca é
endémica sendo o bovino reservatério e fonte de infec¢do, com poucos fatores
ambientais envolvidos (ELLIS, 2015). Como é praticamente impossivel evitar a
principal via de transmissdo entre os bovinos, o manejo ambiental é ineficaz
(MUGHINI-GRAS et al.,, 2014; MARTINS; LILENBAUM, 2017). Sendo uma
doenca da esfera reprodutiva, o sistema de manejo reprodutivo adequado é
recomendado, como a inseminacao artificial ou de outras técnicas para evitar a
transmissao sexual (MUGHINI-GRAS et al., 2014; GIVENS, 2018).

Os antimicrobianos sao importantes nos programas de controle da
leptospirose. Antibidticos sdo usados para reduzir o numero de animais
infectados e minimizar a transmissédo horizontal de um animal para outro
(ELLIS, 2015). A dihidroestreptomicina é o medicamento mais recomendado
para o tratamento do estado de portador renal na leptospirose bovina. A
concentracdo recomendada € de 25 mg/kg em dose Unica intramuscular para
eliminagdo do portador renal (GERRITSEN et al.,1994). Entretanto, em alguns
experimentos, essa dosagem nao tem sido eficaz, principalmente em relacdo a
infecc@o cronica adaptada ao hospedeiro. Para esses casos, recomenda- se a
mesma dose uma ou duas vezes ao dia por trés dias consecutivos (ELLIS et
al., 1985). Nos Estados Unidos, outros medicamentos, como a oxitetraciclina
20 mg/kg de peso corporal, tilmicosin 10 mg/kg ou ceftiofur 2,2 ou 5 mg/kg,

uma vez ao dia por 5 dias, ou 20 mg/kg, uma vez ao dia por 3 dias, foram
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utilizados em rebanhos bovinos que nao séao destinados ao consumo humano

com resultados satisfatorios (ALT et al., 2001).

A imunizacdo é a medida de controle mais barata para leptospirose e
sua adocdo é essencial em programas de controle. No entanto, apenas,
bacterinas estdo disponiveis comercialmente e a eficacia destes imunologicos
no controle de perdas reprodutivas devido a infeccdo leptospirica €
questionavel (PLUNKETT et al., 2013). Reducbes bem-sucedidas nas perdas
reprodutivas associadas a infeccdo por leptospira foi a combinacdo de
antibioticos para controlar a infeccdo, até a imunidade ser induzida pela
vacinacdo (MUGHINI-GRAS ET AL., 2014). Tal medida garante resposta
méaxima de anticorpos e resultados reprodutivos satisfatérios durante a
concepcao, bem como inicio e meio da gestacdo (PEREIRA et al., 2013).
Estudo recente indicou que a vacinagdo € um fator de protecdo contra a

repeticdo do estro ocasionado pela leptospirose (LIBONATI et al., 2018).

O sorovar Hardjo € um dos mais importantes e mais frequentes
principalmente nos rebanhos de bovinos leiteiros de maneira geral. A
vacinagao de bovinos leiteiros, utilizando vacina produzida com este sorovar
autoctone, ou seja isolado de animal da mesma propriedade, reduziu os casos
de abortamentos e mastites nos rebanhos, apds um periodo de dois anos de
imunizacdes. Essa pratica foi adotada em funcao de possivel falha vacinal com
a utilizacao de bacterinas comerciais (CHIARELI et al., 2012; NICOLINO et al.,
2014). O esquema de vacinacdo utilizando-se vacinas inativadas propde a
aplicacdo da primeira dose da vacina em bezerros no segundo més de vida,
com reforco de 21 a 28 dias apds, e, a seguir, com revacinacdo anual
(PASQUALOTTO et al., 2015). O sorovar Hardjo tipo Hardjobovis encontrado
comumente em bovinos mundialmente e o sorovar Hardjoprajitino foi isolado
em bovinos no Reino Unido (GROOMS, 2006). O sorovar Hardjo pode ser
encontrado em diferentes partes do aparelho genital das fémeas bovinas
(Utero, ovario, tuba uterina e vagina) e dos machos (testiculos, epididimo e
vesicula seminal), interferindo no desempenho reprodutivo destes animais
(ELLIS, 1994; FAINE et al., 2000).
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A identificacdo do sorovar prevalente na propriedade direciona para as
fontes de infeccdo e transmissdo. Na forma de infec¢des incidentais,
determinadas por sorovares que nao sdo mantidos pelos bovinos, como
Pomona, Icterohaemorrhagiae, Bataviae, é possivel identificar de que forma o
rebanho estd entrando em contato com o0s reservatorios naturais destes
sorovares, como ratos ou outros animais silvestres. Assim, com medidas de
higiene e de tecnificagdo da criagdo, € possivel controlar a leptospirose no
rebanho. Quando a infeccdo é determinada pelo sorovar Hardjo, cujo principal
meio de transmissdo € de bovino a bovino, a partir da urina principalmente,
duas medidas devem ser executadas simultaneamente: 1) proibir a introducéo
de novos animais no rebanho, salvo quando negativos ao sorodiagndstico ou
previamente tratados com dihidroestreptomicina, como apresentado
anteriormente e 2) fortalecer a imunidade utilizando-se vacinas que contenham
as principais sorovariedades presentes na regido, ou rebanho incluindo, se
possivel, amostras locais (DEL FAVA, 2003).

Com estas medidas € possivel minimizar os efeitos da leptospirose nos
rebanhos bovinos por meio de outras medidas profilaticas como: o combate
aos roedores, mediante o controle quimico como os raticidas sendo produzidos
por meio de produtos naturais como caules de arvores ou sintéticos como o
monoéxido de carbono, bissulfeto de carbono e outros (BRASIL, 2009). O
acondicionamento e destino adequado do lixo e o0 armazenamento apropriado
de alimentos evitando-se o0 acesso de roedores nos locais de estocagem dos
alimentos, também sao medidas profilaticas recomendadas. O lixo a céu aberto
€ uma fonte de alimento para os roedores sinantropicos, atraindo estes animais
que sabidamente sdo importantes fontes de infeccdo principalmente para o

sorovar Icterohaemorrhagiae (BRASIL, 2009).

A adocdo de medidas de controle como investimentos no setor de
saneamento basico, melhoria das condi¢des higiénico-sanitarias da populacao
e educacdo ambiental auxiliam na diminuicdo do potencial zoondtico desta
enfermidade além da utilizacdo de formas de prevencdo para exposicdes
ocupacionais, adequagdo de equipamentos de protegcao individual (EPI's),
utilizacao de luvas, botas e demais vestimentas de acordo com as atividades

profissionais. Destaca-se ainda a importancia das atividades ndo somente de
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educacdo sanitaria nas propriedades rurais para todos os envolvidos no
processo produtivo, mas também de educac¢do em salude para a populagdo em
geral, principalmente em escolas, para lideres comunitarios e outros féruns,
com foco na importancia da doenca relacionada as perdas produtivas e
também quanto aos aspectos de saude publica por tratar-se de importante

zoonose tanto na area urbana como rural.

Destarte, considerando-se o impacto da leptospirose na pecuéria bovina
e seus aspectos relacionados a saude humana e animal, o presente estudo, foi
proposto para se avaliar os reflexos da infeccéo leptospirica em animais de um
rebanho bovino permanente, no que diz respeito a alguns parametros

produtivos e reprodutivos.
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7 OBJETIVOS

7.1. Geral

Acompanhamento soroldgico para Leptospira spp. € monitoramento dos

indices produtivos e reprodutivos em propriedade leiteira.

7.2 Especificos

Acompanhar a dinamica da infeccéo por teste sorolégico, mensalmente,
nos dois grupos experimentais ou seja, N0s negativos, no inicio da pesquisa,
bem como no grupo de animais positivos para pelo menos um dos sorovares

avaliados.

Verificar o efeito da infeccdo por Leptospira spp, tendo em vista 0s

aspectos produtivos e reprodutivos, com base nas seguintes variaveis:

v' Avaliar os indices produtivos como média de producdo mensal das
vacas em litros de leite, comparando-se os valores entre 0s dois grupos
experimentais;

v Avaliar os indices reprodutivos das vacas pertencentes aos dois grupos,
como intervalo entre o parto até a fecundacao, taxas de fecundacédo no
primeiro servico, taxa de fecundacdo em todos 0s servigos, servicos por

fecundacao, idade ao primeiro parto e numero de lactacoes.
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8 MATERIAL E METODOS

8.1 Comissao de ética

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, protocolo numero 0154/2019

(anexo 1).

8.2 Propriedade

Para o desenvolvimento da pesquisa, obteve-se o consentimento do
proprietario. Optou-se por propriedade que contava com assisténcia médico
veterinaria integral, e por jA termos realizado varias pesquisas referentes a
sanidade animal na mesma. Outro aspecto relevante é que se trata de
propriedade com reposicdo de matrizes da propria propriedade, além do
manejo zoosanitario ser muito bem conduzido. Localiza-se na regido central do
Estado de Sdo Paulo, coordenada latitude -22°55'22" sul, longitude-47°.97'88"

oeste e uma altitude de 550m, (https://www.google.com/maps). Possui 840

hectares de area total, préxima ao municipio de Sdo Pedro/SP Localiza-se a
uma latitude 22°32'55" sul e a uma longitude 47°54'50" oeste, estando a uma
altitude de 550 metros. Tem ao redor de 750 animais, com média de 400 vacas
em lactacdo de alta linhagem genética. O sistema produtivo € completamente
informatizado, o0 que permitiu a obtencdo de dados mensalmente para
avaliacdo dos indices produtivos e reprodutivos individuais, e do rebanho. O
sistema de ordenha é tipo carrossel, e o controle de roedores é realizado por
felinos domiciliados. Outro aspecto relevante € o controle de mastites realizado
na propriedade. Para facilitar o manejo conta atualmente com seis robds para

ordenha dos animais.
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Figura 1- Localizacdo da Fazenda Séo Jorge municipio de S&o Pedro-Sp.

8.3 Animais

Foram utilizados bovinos da raga holandesa, puros de origem (P.O.),
fémeas, em lactacdo mantidas em sistema de semi-confinamento e

ordenhadas trés vezes ao dia.

8.4 Sanidade do rebanho

Os animais recebem vacinas contra as seguintes doencas da esfera
reprodutiva: IBR, BVD, brucelose e leptospirose, de acordo com o seguinte
protocolo: Uma semana antes da secagem, com aproximadamente 60 dias
antes do parto e reforco com 30 dias. A vacina comercial utilizada na
propriedade*, imuniza contra Rinotragueite Infecciosa Bovina (IBR),
Parainfluenza Tipo 3 (PI3); Virus Sincial Respiratério Bovino (brsv), e
Leptospirose sorovar Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae e
Pomona. Nas vacas lactantes com 120 a 128 dias de lactacao, 270 a 278 dias

de lactagéo, 420 a 428 dias de lactacao.

Para cada animal foram elaboradas fichas contendo os dados

referentes a idade, parto e numero de novas inseminacoes.

Cattle Master Gold FP5/L5 : Zoetis, Sao Paulo, Brasil.
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8.5 Grupos experimentais

O estudo € do tipo observacional longitudinal de caso-controle de coorte
contendo um grupo de controle (G-1, néo-reagentes) e de casos (G-2,

reagentes), avaliados ao longo de 9 meses.

Para pesquisa de anticorpos anti-leptospiricos, diante dos sorovares de
maior relevancia para herbivoros, foram utilizados 202 animais em lactacéo da
propriedade, os animais foram separados pela SAM, em dois grupos: G-1 =
grupo constituido de 50 animais, ndo reagentes para anticorpos anti-
leptospiricos para 16 sorovares avaliados e G-2= composto por 50 animais
sororeagentes com resposta de anticorpos a pelo menos um sorovar de
leptospira, com titulagdo = 100Ul (G-2) a SAM. Ao final do estudo o grupo 2
ficou constituido por 39 animais, uma vez que 11 animais foram descartados

pelo proprietario, ao longo do estudo.

A seguir fluxograma de acordo com o grupo experimental analisado.

202 animais em lactagdo da propriedade;

50 animais, ndo reagentes para anticorpos 50 animais com resposta de anticorpos a pelo

anti-leptospiricos para nenhum dos menos um sorovar de leptospira, titulo 100 Ul
sorovares avaliados G-1; G-2;

G-2 ficou constituido por 39 animais.

Figura 2- Fluxograma dos animais de utilizagéo no estudo.

8.5.1 Obtencédo das amostras de sangue

Inicialmente foram colhidas amostras de sangue de todas as 202 vacas
em lactacdo, por puncdo da veia mamaria para a realizacdo dos exames

sorolégicos. Foram utilizados tubos de ensaio sem anticoagulante, colhendo-se
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ao redor de 10 mL de sangue identificado-se com o numero de cada animal, e
0o momento da coleta. As amostras foram encaminhadas ao laboratorio do
Nucleo de Pesquisas em Zoonoses (NUPEZO), do Departamento de Producgéo
Animal e Medicina Veterinaria Preventiva, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” Campus de Botucatu-SP, onde foram registradas, em protocolo especial
da pesquisa. As amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 3000 RCF
(relative centrifugal force), para obtencdo do soro, que foi aliquotado em
microtubos etiquetados, de acordo com o protocolo estabelecido e congelados
entre - 4°C a - 8°C até a realizacdo dos exames soroldgicos, em periodo nao
superior a 48 horas. Foram realizadas coletas de sangue mensalmente por um
periodo de nove meses, nos animais pertencentes aos dois grupos (G-1 e G-2),
para avaliacdo da dindmica da infeccdo no rebanho, uma vez que 0s mesmos
apesar de se encontrarem em grupos, co-habitavam, ou seja conviviam no
mesmo ambiente, sendo ordenhados diariamente, praticamente durante todo o
periodo de realizacdo da pesquisa, posto que 0s animais nao se encontravam

no mesmo periodo de lactacéo.

8.5.2 Soroaglutinacdo microscopica (SAM) para diagnéstico de leptospirose

A pesquisa de anticorpos para Leptospira spp. foi realizada utilizando-se
a técnica de soroaglutinacdo microscoépica (SAM), com antigenos vivos de
acordo com as normas do Ministério da Saude (BRASIL, 1995), 16 sorovares

de leptospiras patogénicas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Soroaglutinacdo microscopica (SAM). genomoespécie,

SOorogrupo e sorovares.

GENOMOESPECIE SOROGRUPO SOROVAR
L. interrogans Australis Bratislava
L. interrogans Canicola Canicola
L. interrogans Djasiman Djasiman
L. interrogans Icterohaemorraghiae Icterohaemorraghiae
L. interrogans Icterohaemorraghiae Copenhageni
L. interrogans Pomona Pomona
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes
L. interrogans Sejroe Hardjo (Prajitno)
L. interrogans Sejroe Wolffi
L. borgpetersenii Mini Mini (CTG)
L. borgpetersenii Sejroe Hardjo (Bovis)
L. borgpetersenii Ballum Castellonis
L. kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa
L. borgpetersenii Mini Mini
L. borgpetersenii Sejroe Hardjo
L. noguchii Shermani Tarassovi

Fonte: FAINE (1982).
Nota :Cepas de leptospiras mantidas no Laboratério de Zoonoses-FMVZ-UNESP.

Os antigenos utilizados foram mantidos por repiques semanais em meio
de Ellinghausen-MacCullough-Jonhson-Harris (EMJH), em estufa a 28°C,
sendo utilizadas culturas de 4 a 14 dias, que n&o apresentassem
contaminantes nem auto-aglutinacdo. A bateria de antigenos empregada na
SAM incluiu representantes de sorogrupos dos sorovares importantes para 0s
herbivoros. No momento da prova, os antigenos foram diluidos em solucao

salina tamponada com fosfato (SST) pH 7,6 na diluicdo 1:2, calculando-se o
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volume de cada antigeno de acordo com a quantidade necessaria para a

prova, em fungcdo do numero de amostras a serem testadas no momento.

A primeira etapa da prova foi a de triagem, onde os soros foram diluidos
a 1:50, pipetando-se 100pL em 4,9 mL de SST pH 7,6 em tubo tipo
Wassermann, identificados com o nimero da amostra testada. Em microplaca
devidamente identificada, foram pipetados 50uL do soro diluido nas respectivas
perfuracdes, formando-se uma fileira. O niumero de pocos preenchidos foi de
acordo com o numero de sorovares testados. O mesmo foi realizado para o
controle, pipetando-se somente 50uL de SST pH 7,6. A seguir foram
adicionados nos respectivos pocos, inclusive nos controles, 50uL das
suspensdes antigénicas correspondentes, obtendo-se assim a diluicdo 1:100. A
seguir as placas foram mantidas em estufa a 37°C por uma hora, e com o
auxilio de alca bacteriolégica de 2 mm de diametro, colocou-se uma gota de
cada poco, dispostas em fileiras sobre uma lamina microscoépica, examinando-
se sem a utilizacdo de laminula, em microscopio de campo escuro, utilizando-
se objetiva 10X e ocular de 10X. Foram consideradas reagentes, as amostras
com 50% ou mais de leptospiras aglutinadas, tendo como referéncia os

respectivos controles de cada sorovar.

Ap6s a triagem foi realizada a titulacio das amostras reagentes,
independente do sorovar. A partir da diluicdo 1:50, foram preparadas novas
diluicdes do soro consecutivas e ao dobro (titulos 100 a 3200), em microplacas
de 96 pocos, correspondendo a titulacdo de um determinado sorovar. Foi
utilizado também, um poco como controle de cada antigeno testado. Foram
pipetados 100uL do soro diluido no primeiro poco de reacdo do sorovar em
teste, e 50uL de SST pH 7,6 nos demais. Para a obtencdo da diluicdo
desejada, foram pipetados 50uL da primeira diluicdo, para a seguinte, apos
homogeneizagcdo, procedendo-se assim, sucessivamente, e desprezando-se
50uL da ultima diluicdo. A seguir foram pipetados 50uL de antigeno, ou seja,
do sorovar correspondente a cada poc¢o, bem como no controle. Nesta etapa,
as diluicbes do soro foram equivalentes a 1:100 até 1:3200, de acordo com o
protocolo estabelecido. As placas foram incubadas a 37°C por uma hora, e a
leitura procedida como na prova de triagem. Foi considerado como titulo, a
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maior diluicdo do soro capaz de aglutinar 50% ou mais das leptospiras em

relacdo ao controle, além da reducdo de leptospitas livres estabelecendo-se

como ponto de corte ou reagente, a partir do titulo 100 UI.

Figura 3 - Teste de soroaglutinacdo microscépica positiva para
leptospirose, em microscopia de campo escuro (Microscopio Axio, Imager
A2, Zeiss™, Gottingen, Germany) com aumento de 100x. Fonte: Nucleo de

pesquisas em zoonoses — Nupezo.

8.5.3 Avaliacdo dos indices produtivos e reprodutivos

Os parametros utilizados para avaliar a eficiéncia reprodutiva nos dois
grupos de estudo, obtidos no sistema de registro de dados da propriedade,

estdo expostos no (Quadro 1).
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Quadro 1 - Parametros de fertilidade estabelecidos e avaliados no
presente estudo

Parametros Objetivo
365 — 395 (dias)

Intervalo entre partos 365 — 395 dias
Intervalo entre o parto até a concepcao 85 — 115(dias)
Taxa de concepcado no primeiro servigco 50 — 60 (%)
Taxa de concepcgédo em todos 0s servigos 45 - 55 (%)
Servi¢os por concepcao 1,7-22
Idade ao primeiro parto 23 — 25 (meses)
Numero de lactacdes durante a vida >3
Taxa de abortamentos <5 (%)

Fonte: adaptado de RADOSTITS et al.( 2016).

Os indices produtivos e reprodutivos, no que se refere a média mensal
de producédo de leite (em litros), intervalo entre o parto até a concepcéo, taxa
de concepcéo no primeiro servigo, taxa de concepgdo em todos 0s servigos,
servicos por concepcao, idade ao primeiro parto e namero de lactacfes, foram
obtidos pelo levantamento do histérico, de cada animal, armazenados no banco
de dados da propriedade, mensalmente durante o periodo de nove meses, do
estudo, entre agosto de 2018 a maio de 2019.Periodos referentes a coleta de
dados na propriedade para os indices produtivos e reprodutivos, e também
para a coletas de amostras de sangue. Caracterizando 0os momentos como
(Mo), assim Mo1, Mo2, Mo3, Mo4, Mo5, Mo6, Mo7, Mo8, Mo9.

8.6 Analise estatistica

Avaliou-se a interacdo da infeccdo por Leptospira spp. sobre o0s

parametros produtivos e reprodutivos estudados. Para os resultados de



O 00 N o v b

10
11
12
13
14
15

16
17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

41

producao leiteira, para cada més, foi calculado o log correspondente. Este dado
foi utilizado para calcular a area sobre a curva (ASC) para cada animal,
calculando-se a seguir a média e o desvio padréo.

O estudo da positividade do sorovar reagente nos diferentes momentos
de avaliacdo foi realizado por meio da estatistica descritiva de distribuicdo de
frequéncias das ocorréncias percentual da positividade dos sorovares. Para a
associacédo da prenhez e o sorovar reagente dos dois grupos, nos diferentes
momentos de avaliacdo, utilizou-se o teste de associacdo de Goodman
envolvendo contrastes entre e dentro de populacées multinomiais (GOODMAN,
1964, 1965). As significancias foram designadas com o auxilio de letras latinas
mindsculas e mailsculas conforme nota na respectiva tabela. Para a
comparacdo da producdo de leite segundo o sorovar reagente em cada
momento de avaliacdo, utilizou-se o teste t de Student para amostras
independentes (NORMAN; STREINER, 2008). Todas as discussdes dos
resultados estatisticos foram realizadas em nivel de 5% de significancia.
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Na tabela 2 podem ser observados 0s sorovares reagentes e

respectivos titulos, e também a relagdo dos animais de 1 a 50, n&o reagentes.

Tabela 2 - Disposi¢cdo dos animais nos grupos de estudos com base nos

resultados sorolégicos no Mo1l", animais ndo reagentes para anticorpos

anti-leptospiricos frente aos sorovares testados (G-1), 30/08/2018 e

animais com resposta de anticorpos a pelo menos um sorovar de

leptospira, com titulo 100Ul ou superior (G-2).

(continuacéo)

TITULO/

(G-1) SOROVAR (G-2) TITULO/SOROVAR
1 NR 1 1600 Wolffi
2 NR 2 1600 Prajitino
3 NR 3 200 Prajitino
4 NR 4 200 Prajitino
5 NR 5 1600 Prajitino
5 NR* 5 1600 Pomona
400 Pyrogenes
7 NR 7 100 Prajitino
8 NR 8 800 Prajitino
3200 Prajitino
9 NR* 9 , -
100 Hardjobovis
10 NR 10 400 Pomona
11 NR 11 400 Prajitino
12 NR 12 200 Prajitino
13 NR 13 200 Prajitino
14 NR 14 400 Prajitino
15 NR 15 200 CTG
16 NR 16 400 Prajitino
17 NR 17 400 Prajitino
18 NR 18 400 Prajitino
19 NR 19 400 Prajitino
20 NR 20 200 Pomona
21 NR 21 200 Prajitino
22 NR 22 200 Prajitino
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Tabela 2 - Disposicdo dos animais nos grupos de estudos com base nos
resultados sorolégicos no Mol, animais ndo reagentes para anticorpos
anti-leptospiricos frente aos sorovares testados (G-1), 30/08/2018 e
animais com resposta de anticorpos a pelo menos um sorovar de

leptospira, com titulo 100Ul ou superior (G-2).

(continuacéo)

TITULO/

(G-1) SOROVAR (G-2) TITULO/SOROVAR
23 NR 23 1600 Pomona
24 NR 24 200 Pomona
25 NR 25 200 Prajitino
26 NR 26 400 Prajitino
27 NR 27 400 Pomona
28 NR 28 200 Prajitino
29 NR 29 200 Prajitino
30 NR 30 200 Prajitino
31 NR* 31 200 Prajitino

100 Copenhageni
32 NR* 32 800 Prajitino
200 Copenhageni
33 NR 33 200 Pyrogenes
34 NR 34 200 Prajitino
35 NR 35 200 Copenhageni
36 NR* 36 200 Pomona
200 Prajitino
37 NR* 37 200 Pomona
200 Prajitino
38 NR* 38 400 Prajitino
400 Pyrogenes
39 NR* 39 200 Pomona
200 Prajitino
100 Hardjobovis
200 Wolffi
40 NR 40 200 Prajitino
41 NR 41 100 Hardjobovis
42 NR 42 100 Pomona
43 NR 43 200 Pomona
44 NR 44 400 Pomona
45 NR 45 400 Prajitino
46 NR 46 800 Prajitino
47 NR a7 400 Icterohaemorrhagiae
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Tabela 2 - Disposicdo dos animais nos grupos de estudos com base nos
resultados sorolégicos no Mol, animais ndo reagentes para anticorpos
anti-leptospiricos frente aos sorovares testados (G-1), 30/08/2018 e
animais com resposta de anticorpos a pelo menos um sorovar de
leptospira, com titulo 100Ul ou superior (G-2).

(concluséao)

(G-1) SB;LCJ)';/(ZR (G-2) TITULO/SOROVAR
48 NR 48 800 Prajitino
49 NR* 49 100 Pomona

800 Prajitino
50 NR* 50 800 Prajitino

100 Copenhageni

100 Pomona

*Resposta a mais de um sorovar de leptospira.

Para o estabelecimento dos dois grupos buscou-se vacas que, além dos
critérios ja descritos anteriormente, preferencialmente se encontrassem no
inicio da lactacéo visando acompanhar os animais por maior periodo de tempo,
ainda no periodo produtivo em lactacdo, para também facilitar as coletas de

sangue dos animais, mensalmente, durante o periodo de avaliacfes.

9.1 Soroaglutinacao microscépica

A partir do primeiro més de observacdo ambos 0s grupos apresentaram
animais reagentes. Em 238 amostras (67,42 %) foi observada resposta a
somente um sorovar, sendo Hardjoprajitino o prevalente. Em 29 amostras (8,51
%) o sorovar Pomona, em 41 amostras (11,6 %) o Pyrogenes e o Wolffi em 18
amostras (5,09 %). Quando foram encontrados dois sorovares, notou-se
também a predominancia do sorovar Hardjoprajitino em 96 amostras (41,9 %),
Pyrogenes em 53 (23,1 %), Pomona em 20 (8,73 %), Wolffi em 16 (6,98 %),
Hardjobovis em 18 (7,8 %), e Guaricura em 13 amostras (5,67 %). Para trés
sorovares reagentes, obteve-se a predominancia dos sorovares Harjoprajitino
em 25 amostras (25,7 %), Pyrogenes em 21 (21,6 %), Wolffi em 15 (15,40 %),
Pomona em 12 (12,37 %), Copenhageni em 9 (9,27 %), Guaricura em 6 (6,18
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%) e Hardjobovis em 5 amostras (5,15 %). Para quatro sorovares, houve a
predominéancia de Harjoprajitino em 18 (22,7 %) das amostras, Pyrogenes em
15 (18,9 %), Pomona e Wolffi em 9 (11,3 %) em ambas, Copenhageni em 11
(13,9 %), Hardjobovis em 7 (8,86 %), Guaricura em 5 (6,32 %) e Ctg em 3
coletas (3,79 %). Para cinco sorovares, notou-se a predominancia do
Hardjoprajitino em 3 amostras (25 %), Pyrogenes, Copenhageni e Pomona em
2 (16,6 %) em cada amostra; Wolffi, Hardjobovis e Guaricura em 1 amostra
(8,3 %), de acordo com as figuras figuras 4 a 8. Os sorovares com maior
frequéncia foram Hardjoprajitino, Pyrogenes, Pomona e Wolffi. Foram também
predominantes na reacdo cruzada (co-aglutinagcbes) o0s sorovares

Copenhageni, Guaricura e Hadjobovis com relagdo a um mesmo sorogrupo.

As figuras de 4 a 8 sumarizam numericamente e em percentual os
sorovares reagentes mais frequentes nos casos de um sorovar, dois, trés,

quatro e cinco sorovares, independente do grupo de animal.

67,42

N .
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& © &
& &
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Figura 4 - Frequéncia relativa e absoluta dos sorovares reagentes
em 353 amostras de sangue diluidas, durante o periodo de nove meses de
observacao, com resposta a somente um sorovar, independente do

grupo. Resultado expresso em porcentagem.
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41,9

23,1

7,8 567 8,73 6,98

1,26 0,43% 087 L74 131

1
2
3 Figura 5 - Frequéncia relativa e absoluta dos sororaves reagentes
4 em 229 amostras de sangue diluidas, durante o periodo de nove meses de
5 observacdo, com resposta a dois sorovares, independente do grupo.
6 Resultado expresso em porcentagem.
7

25,70
8
9 Figura 6 - Frequéncia relativa e absoluta dos sorovares reagentes

10 em 188 amostras de sangue diluidas, durante o periodo de nove meses de
11  observacéo, com resposta para trés sorovares, independente do grupo.

12 Resultado expresso em porcentagem.



O 00 N o U b W NBRE

[y
= O

47

22,70

13,90

8,86

Figura 7 - Frequéncia relativa e absoluta dos sorovares reagentes,
em 79 amostras de sangue diluidas, durante o periodo de nove meses de
observacdo, com resposta, para quatro sorovares, independente do
grupo. Resultado expresso em porcentagem.
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Figura 8 - Frequéncia relativa e absoluta dos sorovares reagentes em 12
amostras de sangue diluidas, durante o periodo de nove meses de
observagao, com resposta para cinco sorovares, independente do grupo.
Resultado expresso em porcentagem.
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Prenhez em %, nos animais no Grupo G-1, soronegativos, no inicio do estudo e momentos (Mo)

122'223 87,75% 87,70% 3,70% 63,70% 83 60% 87,70% 87,70%

80,00(; — \ 75.50% N
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Figura 9 - Dindmica da taxa de prenhez no grupo de animais soronegativos no inicio do estudo (G-1), desde o Mo 1
até Mo 9.

* Mo = momento

Na figura 9 pode-se observar que as taxas de prenez no grupo G-1, de animais soronegativos no momento inicial do estudo,
apresenta uma diminuicdo no momento 5, que pode estar relacionado com a positividade para os sorovares Hardjoprajitino,

Pyrogenes e Mini.
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Producéo de leite (litros), nos animais soronegativos no inicio do estudo (G-1) e
momentos da coleta.

2.500,00
1.963,80
1.889,40 ’ 1.906,00 1.871,70
2.000,00 1.737,80 1.840,40 1.738,30 1619.80
o T 1.519,20
S 1.500,00 —t
(]
o =¢—producdo
£ 1.000,00
£
500,00
0,00
Mo 1 Mo 2 Mo 3 Mo 4 Mo 5 Mo 6 Mo 7 Mo 8 Mo 9

Figura 10 - Dinamica da producao de leite em litros no grupo de animais soronegativos (G-1), desde o Mo 1, até o
Mo 9.

* Mo = momento

A figura 10 ilustra a producédo de leite nos diferentes momentos nos animais do G-1, e pode-se observar que ha uma
diminuicdo da producéo de leite nos momentos 5, 7, 8 e 9. Tal fato pode estar relacionado ao tempo de paricdo dos animais, pois
guando iniciou-se o estudo procurou-se trabalhar com o grupo de animais o mais homogéneo possivel, entretanto, 0s momentos
do parto varivam e é possivel que alguns animais se encontrassem em periodo mais avan¢ado da lactacdo e consequentemente

uma menor producéo, interferindo na produgéo do grupo.
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Sorovares,animais soronegativos em %, nos momentos (Mo) 1,2,3. Animais do grupo G-1.

Mo 3
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Figura 11 - Cinética (dinamica) da expressdao de titulos de anticorpos do G-1, frente aos Mo 1, Mo 2 e Mo 3 de
observacao.

Praj=Hadjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni, Ict=Icterohaemorrhagiae,
Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min= Mini.

* Mo = momento

Pode-se observar a predominancia nos momentos 2 e 3 do sorovar Hardjoprajitino com 42,8 % e 36,7 % de resposta,

respectivamente, para o sorovar Pyrogenes, nos momentos 2 e 3 com 8,16 % e 24,4 %, e do sorovar Copenhageni no momento 3

com 10,2% e do sorovar Guaricura no momento 3 com 2,04 % de positividade.
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Na tabela 3, pode-se observar todos os sorovares em porcentagem, no
momento 2, nos animais do G-1. O sorovar Hardjoprajitino em 18 animais (36,7
%), Pyrogenes em 4 (8,16 %), Hardjo em 1 (2,04 %), Wolffiem 1 (2,04 %), Ctg
em 1 (2,04 %) e Icterohaemorrhagiae em 1 (2,04 %). A taxa de prenhez de
87,7 % e a producdo em litros de leite de 1.963,8 litros. Ao se comparar 0s
resultados referentes as taxas de prenhez e producéo leiteira com o obtido no
G-2, observa-se maior taxa de prenhez e também da producéo de leite nos
animais do G-1, no inicio da pesquisa, provavelmente em funcdo das menores
taxas de infeccdo por sorovares de leptospiras como Hardjoprajitino, nos
animais do grupo G-1, que eram negativos para 0S sorovares avaliados em

ambos os grupos (G-1 e G-2).

Tabela 3 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-1), prenhez e a producado em litros de leite, a anélise do

Mo 2. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 2)
sorovares N° %
Hardjoprajitino 18 36,7
Pyrogenes 4 8,16
Hardjo 1 2,04
Wolffi 1 2,04
Ctg 1 2,04
Icterohaemorrhagiae 1 2,04
Prenhez em % 43 87,7
Producado em litros de leite 49 1.963,8
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Na tabela 4 pode-se observar os sorovares em porcentagem reagentes
no momento 3, nos animais do G-1. O sorovar Hardjoprajitino foi encontrado
em 21 animais (42,8 %), o Pyrogenes em 12 (24,4 %), o Pomona em 9 (18,3
%), o Wolffi em 7 (14,2 %), o Copenhageni em 5 (10,2 %) e o
Icterohaemorrhagiae em 2 (4,08 %), com a taxa de prenhez de 89,7 % e a
producédo em litros de leite de 1.906,8 litros. O sorovar Hardjoprajitino continuou
sendo o mais frequente, com ligeiro aumento comparado ao Mo 2 e como
comentado para o Mo 2, taxas de prenhez e producdo de leite sdo também
maiores ao se comparar com 0S momentos iniciais, para os animais do G-2,
que no inicio do estudo j& apresentavam resposta sorolégica com titulos de
anticorpos variaveis, para um ou mais sorovares de leptospiras. Essse aspecto
reforca a importancia principalmente do sorovar Hardjoprajitino, no que se
refere aos aspectos produtivos e reprodutivos na producao animal, nos bovinos

leiteiros, que € o foco do presente estudo.

Tabela 4 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-1), prenhez e a producado em litros de leite, a anélise do

momento 3. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 3)
sorovares N© %

Hardjoprajitino 21 42,8
Pyrogenes 12 24,4
Pomona 9 18,3
W olffi 7 14,2
Copenhageni 5 10,2
Icterohaemorrhagiae 2 4,08
Prenhez em % 44 89,7
Producado em litros de leite 49 1.906,8
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Sorovares, animais do G-1 em %, momentos 4, 5 e 6.
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Figura 12 - Cinética (dinamica) da expressdao de titulos de anticorpos do G-1, frente aos Mo 4, Mo 5 e Mo 6 de
observacao.

Praj=Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni,
Ict=Icterohaemorrhagiae, Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min= Mini, Ca=Castellonis.
*Mo = momento

Na figura 12 pode-se observar a dinamica dos titulos de anticorpos relacionada ao sorovar Hardjoprajitino com 59,1 %, 55,1
% e 46,9 % de positividade confirmando a maior soroprevaléncia deste sorovar em bovinos. Ressalta-se a participacdo do sorovar
Pyrogenes entre os sorovares que se destacam nos diferentes momentos de coleta de amostras de sangue. De acordo com

Lenharo; Santiago; Lucheis (2012) esse sorovar € comumente encontrado em mamiferos silvestres.
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Na tabela 5, os resultados se relacionam aos animais do G-1, no
momento 4, e 0 sorovar Hardjoprajitino foi obtido em 29 animais (59,1 %), o
Pyrogenes em 5 (10,2 %), o Pomona em 4 (8,16 %), Hardjo em 4 (8,16 %), o
Wolffi em 3 (6,12 %), o Guaricura em 2 (4,08 %), Copenhageni em 2 (4,08 %),
e o0 Castellonis em 1 (2,04 %). A taxa de prenhez de 89,7 %, e a producdo em
litros de leite de 1.872 litros. Ocorreu ligeira queda na producédo de leite,
entretanto, a taxa de prenhez, foi igual, comparativamente ao més anterior,

momento 3.

Tabela 5 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-1), prenhez e a producao em litros de leite, a analise do

Mo4. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 4)
sorovares N° %

Hardjoprajitino 29 59,1
Pyrogenes 5 10,2
Pomona 4 8,16
Hardjo 4 8,16

W olffi 3 6,12
Guaricura 2 4,08
Copenhageni 2 4,08
Castellonis 1 2,04
Prenhez em % 44 89,7
Producado em litros de leite 49 1.872
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A tabela 6 sumariza os resultados referentes ao momento 5, nos animais
do G-1. Pode-se notar o sorovar Hardjorajitino em 27 (55,1 %) dos animais, 0
Pomona em 7 (14,2 %), Mini em 5 (10,2%), Pyrogenes em 3 (6,12%),
Guaricura em 1 (2,04 %), Wolffi e Copenhageni em 1 (2,04 %), para cada
sorovar. A taxa de prenhez de 75,5 %, e a producéao em litros de leite de 1.738
litros. Neste momento, houve diminui¢do dos indices produtivos e reprodutivos,
com a diminuicdo da taxa de prenhez e producgéo de leite, comparativamente
aos momentos anteriores de coleta de amostras de sangue e analises desses

dois parametros.

Tabela 6 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-1), prenhez e a producao em litros de leite, a analise do

Mo 5. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 5)
sorovares N° %

Hardjoprajitino 27 55,1
Pomona 7 14,2
Mini 5 10,2
Pyrogenes 3 6,12
Guaricura 1 2,04
Wolffi 1 2,04
Copenhageni 1 2,04
Prenhez em % 37 75,5

Producdo em litros de leite 49 1.737,8
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animais

2 sororreagentes (G-1), prenhez e a producao em litros de leite, a analise do

3 Mo 6. Resultados expressos em porcentagem.

Sororeagentes Animais | (Mo 6)
sorovares Ne° %

Hardjoprajitino 23 46,9
Pyrogenes 8 16,3
Pomona 8 16,3

Wolffi 6 12,24

Hardjo 3 6,12
Copenhageni 1 2,04
Prenhez em % 41 83,6
Producdo em litros de leite 44 1.840

O 00 N o v b

A tabela 7 ilustra a diversidade de sorovares reagentes nos animais do
G-1. O sorovar Hardjoprajitino em 23 animais (46,9 %), o Pyrogenes em 8 (16,3
%), Pomona em 8 (16,3%), Wolffi em 6 (12,24 %), o Hardjo em 3 (6,12%), e 0
Copenhageni em 1 (2,04 %). Taxa de prenhez de 83,6 % e a producao em
litros de leite de 1.840 litros. Nota-se comparativamente ao Mo 6, uma

diminuicdo na soroprevaléncia para o sorovar Hardjoprajitino de 55,1 % para

10 46,9 % e consequentemente aumento nas taxas de prenhez e producdo em
11 litros de leite de 75,5 % para 83,6% e de 1.737,8 para 1.840 litros de leite

12 respectivamente.

13

14

15
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Sorovares, animais do G-1 em %, nos momentos 7,8¢e 9

50,00%

40,00%

30,00%

e==—NMo 7
== Mo 8
Mo 9

20,00%

NS
0,00% N—
Praj Po Wo Pyr H Co Ict Ctg Gua Min ca

-10,00%

Figura 13 - Cinética (dinamica) da expressdo de titulos de anticorpos do G-1, frente aos Mo 7, Mo 8 e Mo 9 de

observacao.

Praj=Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni,
Ict=Icterohaemorrhagiae, Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min= Mini, Ca=Castellonis.

*Mo = momento

A figura 13, ilustra a variagcao da resposta aos sorovares testados em todos os momentos do estudo, e especificamente aos
momentos 7, 8 e 9, observa-se diferencas percentuais nos varios momentos para os diferentes sorovares oscilando a
soroprevaléncia entre eles. Tal fato é possivel uma vez que 0s animais se encontravam no mesmo ambiente e estavam se

expondo aos sorovares que sdo mantidos nos proprios animais como também no ambiente.
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Na tabela 8 pode-se observar os sorovares de maior ocorréncia no
momento 7 nos animais do G-1. O sorovar Hardjoprajitino foi obtido em 7
animais (14,2 %), Pyrogenes em 8 (16,3 %), Wolffi em 6 (12,2 %), o
Copenhageni em 3 (6,12 %), o Pomona em 1 ( 2,04 %). Taxa de prenhez de
87,7 %, e producdo de litros de leite de 1.738 litros. Apesar do menor
percentual de resposta ao sorovar Hardjoprajitino houve ligeiro aumento na
taxa de prenhez, entretanto, diminuicdo na producdo de leite, em relacdo ao
més anterior, ou seja no momento 6. Ressalta-se que neste momento ndo

encontrou-se animal reagente para o sorovar Hadjobovis.

Tabela 8 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-1), prenhez e a producado em litros de leite, a anélise do
Mo 7. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 7)
sorovares N° %
Pyrogenes 8 16,3

Hardjoprajitino 7 14,2
Wolffi 6 12,2
Copenhageni 3 6,12
Pomona 1 2,04

Prenhez em % 43 87,7
Producdo em litros de leite 49 1.738
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Na tabela 9 pode-se observar os sorovares com maior ocorréncia no
mometo 8, para o G-1. O sorovar Hardjoprajitino em 22 (44,8 %), o Pyrogenes
em 9 (18,3 %), o Guaricura e Hardjo em 6 (12,24%) para ambos, Ctg em 5
(10,2 %), Wolffi, Pomona e Icterohaemorrhagiae em um, perfazendo (2,04 %)
cada. A taxa de prenhez foi de 89,7 % e a producao de leite de 1.620 litros.
Observa-se aumento de resposta ao sorovar Hardjoprajitino de 16,3 % para
44,8 % e o sorovar Hardjobovis que nao foi encontrado no momento 7, aparece
em 12,24 % dos animais fato que deve ter influenciado na diminuicdo de
producgéo de leite de 1.738 litros para 1.620 litros de leite, apesar da taxa de
prenhez ter um ligeiro aumento de 87,79 % para 89,7 %, comparativamente ao

momento 7.

Tabela 9 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-1), prenhez e a producado em litros de leite, a anélise do
Mo 8. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 8)
sorovares N° %
Hardjprajitino 22 44,8
Pyrogenes 9 18,3
Guaricura 6 12,24
Hardjo 6 12,24
Ctg 5 10,2
Wolffi 1 2,04
Pomona 1 2,04
Icterohaemorrhagiae 1 2,04
Prenhez em % 44 89,7
Producdo em litros de leite 49 1.620
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A tabela 10 sumariza os sorovares com maior incidéncia Hardjoprajitino
em 12 (24,4 %), o Pyrogenes em 17 (34,6 %), Guaricura em 4 (8,16 %),
Pomona em 5 (10,2 %), Copenhageni em 2 (4,08 %) animais. A taxa de
prenhez foi de 81,6 % e a producdo em litros de leite de 1.519 litros.
Novamente observa-se uma queda na resposta ao sorovar Hardjoprajitino com
relagdo ao més anterior, ou seja momento 8, e também a auséncia de resposta
ao sorovar Hardjobovis. Ocorreu também queda na taxa de prenhez e da
producdo de leite, apesar da menor resposta ao sorovar Hadjoprajitino com
queda de 44,8 % para 24,4 % nos momentos 8 e 9, e da ndo resposta ao
sorovar Hadjobovis no presente momento. Quanto a diminuicdo de producéo
leiteira também nesse grupo de animais (G-1) deve-se salientar o fato de
muitos animais poderem se encontrar em fase adiantada e final de lactacédo
com diminuigdo na producdo leiteira, fato também verificado para os animais do
G-2.

Tabela 10 - animais

sororreagentes (G-1), prenhez e a producado em litros de leite, a anélise do

Apresentacdo da produtividade dos

Mo 9. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 9)
sorovares N° %

Hardjoprajitino 12 24,4
Pyrogenes 17 34,6
Guaricura 4 8,16
Pomona 5 10,2
Copenhageni 2 4,08
Prenhez em % 40 81,6
Producdo em litros de leite 12 1.519

Observa-se de maneira geral que os animais do G-2, apresentam mais

momentos desfavoraveis que os animais do G-1, apesar de co-habitantes os
animais sororeagentes do G-2 sugerem que 0 quesito positividade influéncia
nos indices produtivos e reprotudivos. Explicando a evolugédo de positividade

entre 0s grupos pode-se elencar primeiramente o grupo controle Negativo (G-1)
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gue apresenta positividade em todos os outros momentos, influenciando

indices produtivos e reprodutivos

A figura 14 relaciona-se aos 39 animais sororreagentes ja na primeira
coleta (G-2), que permaneceram no estudo e conviviam no mesmo ambiente
que os 49 animais selecionados soronegativos (G-1) no momento inicial e
remanescentes, recebendo a mesma alimentacdo mesmo manejo sanitario e
de ordenha. A dindmica no momento inicial dos animais sororeagentes é com
relacdo ao sorovares predominates nos Mo 1, Mo 2 e Mo 3 e respectivos
sorovares. As curvas da figura indicam alta dos sorovares nos Mo 1, Mo 2 e Mo
3 para Hardjoprajitino 24 (61,5 %) e 21 (53,8 %), a segunda alta é
predominante do sorovar Pyrogenes 7 (17,9 %) momentos 2 e 3, a terceira alta
dos sorovares Hardjo e Copenhageni 3 (7,6 %) no momento 1 e a quarta

elevacéao para o sororar Guaricura 7 (7,6 %) no momento 2.
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Sorovares, animais sororreagentes desde o inicio (G-2), em %, nos momentos (Mo) 1, 2 e 3.
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=—¢— Mo 1
== Mo 2
Mo 3

Figura 14 — Cinética dos resultados no inicio do estudo (Mol, Mo 2 e Mo3) para o grupo G-2 de animais com pelo

menos um sorovar reagente, de acordo com a producéao de leite e a prenhez.

* Praj=Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni, Ict=Icterohaemorrhagiae,

Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min=Mini.

* Mo = momento .
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Prenhez, animais sororreagentes desde o inicio (G-2) e momentos (Mo), em %.

o 89,70% 89,74%
87,75% 84,60% 84,60%
N\ 76,90% 24 200 76,90% /‘_\79,40%
N— T —¢
——
—¢—prenhez
Mo 1 Mo 2 Mo 3 Mo 4 Mo 5 Mo 6 Mo 7 Mo 8 Mo 9

Figura 15 - Dinamica do resultado das taxas de prenhez no grupo de animais sororeagentes, desde o momento
inicial (G-2), nos momentos (Mo 1) a (Mo 9).
* Mo = momento

A figura 15 sumariza os resultados de prenhez e o percentual de positividade para os sorovares testados nos momentos

avaliados. Pode-se observar diminui¢cdo do indice de prenhez nos momentos 3 com 76,9 % de prenhez, momento 4 com 74,3 %,

momento 5 com 76,9 % e momento 8 com 79,4 % de prenhez.



© 00 N o u B~ W N

I
= O

[ S =Y
B WN

I =
N o w»

igur
a 16
Dina
mic
a da
pro
duc

ao de leite em litros, no grupo de animais sororreagentes (G-2), desde o Mo 1 até o Mo 9.

2.000,00
1.800,00
1.600,00
1.400,00
1.200,00
1.000,00
800,00
600,00
400,00
200,00
0,00

o
=
Q

(3]

Litros d

65

Producao de leite (litros), nos animais sororreagentes desde o inicio (G-2), nos momentos 1a9

1.728,80

1.518,10 1.518,10

1.546,50 1.510,50 1.495,90

P

o e —— —— 1.329,304 >|fi>5

=== Producdo

Mo 1 Mo 2

* Mo = momento

Mo 3 Mo 4 Mo 5 Mo 6 Mo 7

Mo 8 Mo 9

A figura 16, se relaciona com 0s animais sororreagentes e a producao em litros de leite, nos diferentes momentos. Mostra

diminuicdo nos momentos 6, amostras coletadas no més de fevereiro; momento 7 coleta de mar¢co e no momento 9 més de maio,

gue de acordo, com dados de pluviometria foram 363,3 mm fevereiro/2019, 58,4 mm em mar¢o e 10 mm em maio, 0 que pode

estar relacionado com a maior contaminagao ambiental e desta forma, diminui¢cdo da producéo de leite.



10

11

12
13
14

66

As tabelas 11, 12 e 13 sumarizam os resultados referentes ao numero de
animais, prenhez em porcentagem e producao de leite nos momentos 1, 2 e 3
(Mo 1,2e3).

Tabela 11 - Apresentacdo da produtividade dos animais sororreagentes
(G-2), prenhez e a producdo em litros de leite, a analise do Mo 1.

Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais (Mo 1)
sorovares N° %
Hardjoprajitino 24 61,5
Pomona 10 25,6
Hardjo 3 7,6
Copenhageni 3 7,6
Pyrogenes 2 5,1
Wollfi 2 51
Icterohaemorrhagiae 1 2,5
Ctg 1 2,5
Prenhez em % 32 82
Producédo em litros de leite 39 1.508,3

Pode-se evidenciar na tabela 11, de acordo com 0s sorovares reagentes
no momento inicial (Mo 1) que o sorovar predominante, equivalente ao inicio do
experimento, é o sorovar Hardjoprajitino com 24 (61,5 %), Pomona 10 (25,6 %),
Hardjo 3 (7,6 %) e Copenhageni 3 (7,6 %).

Tabela 12 - Apresentacdo da produtividade dos animais sororreagentes
(G-2), prenhez e a producdo em litros de leite, a analise do Mo 2.

Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 2)
sorovares N© %
Hardjoprajitino 24 61,5
Pyrogenes 7 17,9
Wollfi 2 51
Pomona 2 51
Icterohamorrhagiae 1 2,5
Hardjo 1 2,5
Guaricura 3 7,6
Prenhez em % 32 82
Producéo em litros de leite 39 1.508,3
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Pode- se notar na tabela 12 que os sorovares predominantes neste
momento foram Hardjoprajitino em 24 animais (61,5 %) e Pyrogenes em 7
(17,9 %) animais. Quanto a frequéncia do sorovar Hardjoprajitino esta de
acordo com a literatura e com relacdo ao Pyrogenes, provavelmente seja

devido a contaminacdo ambiental, por reservatorios silvestres.

Tabela 13 - Apresentacdo da produtividade dos animais sororreagentes
(G-2), prenhez e a producdo em litros de leite, a analise do Mo 3.

Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 3)

sorovares N° %

Hardjoprajitino 21 53,8

Pyrogenes 7 17,9

Wollfi 4 10,2

Pomona 4 10,2

Ctg 1 2,5

Hardjo 1 2,5
Icterohamorrhagiae 1 2,5
Copenhageni 1 2,5

Prenhez em % 30 76,9

Producao em litros de leite 39 1.546,50

Pode-se notar na tabela 13 que o sorovar predominante foi 0 sorovar
Hardjoprajitino com 21 animais (53,8 %), seguido do Pyrogenes com 7 (17,9
%), Wolffi e Pomona com 4 ( 10,2 %) cada.

A soroprevaléncia dos sorovares Hardjoprajitino e Pyrogenes séo
semelhantes ao momento 3, o que confirma a importancia do primeiro sorovar
na espécie bovina e do segundo como agente presente no ambiente. Com
relacdo as taxas de prenhez tem se mantido semelhantes, com pequena
variagcéo entre os Mo 1, Mo 2 e Mo 3 da mesma forma que a producgao leiteira

nesse grupo de animais.
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Sorovares, animais sororreagentes em % (Mo 4,5 e 6), animais do G-2

Mo 4

\ .
\\ == Mo 5

\\ Mo 6

|

Praj Po Wo Pyr H Co Ict Ctg Gua Min

Figura 17 - Cinética (dinamica) da expressao de titulos de anticorpos do G2, frente aos Mo 4, Mo 5 e Mo 6 de observacéo.

Praj=Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni, Ict=Icterohaemorrhagiae,
Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min= Mini.
*Mo = momento

Na figura 17 observa-se maior resposta para os sorovares Hardjoprajitino em 30 animais (76,9%), 24 (61,5%) e 18 (46,1%),

para o Wolffi no momento 4 em 8 animais (20,5 %), Pyrogenes em 13 animais (33,3 %) no momento 6 e Guaricura em 4 animais

(10,2 %) no momento 4 e em 3 animais (7,69 %) no momento 5.
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Tabela 14 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-2), prenhez e a producado em litros de leite, a andlise do
Mo 4. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 4)
sorovares Ne° %

Hardjoprajitino 30 76,9
Wolffi 8 20,5
Hardjo 6 15,3
Pyrogenes 5 12,8
Pomona 5 12,8
Guaricura 4 10,2
Copenhageni 2 5,12
Icterohamorrhagiae 1 2,56
Prenhez em % 29 74,3

Producao em litros de leite 39 1.510,5

Na tabela 14, observa-se que o sorovar Hardjoprajitino foi encontrado
em 30 animais (76,9 %), o sorovar Wolffi em 8 animais (20,5 %), o sorovar
Hardjo em 6 (15,3 %) e Pyrogenes e Pomona 5 animais com (12,8 %) em
ambos. Os sorovares Hardjoprajitino e Hardjo sdo os mais frequentes
encontrados em bovinos e podem causar transtornos de ordem reprodutiva e
produtiva. O sorovar Pomona € mais encontrado na espécie suina, a qual esta
adaptado, entretanto, pode infectar os bovinos. O sorovar Pyrogenes é
encontrado na epécie Rattus norvegicus o que significa que pode haver
contaminacdo ambiental e desta forma, o controlole de roedores, o manejo de
lugares como limpeza de lixo, drenagem de locais alagadicos sdo medidas de
biosseguranca para prevenir a disseminacdo deste sorovar. Deve-se assinalar
ainda a ocorréncia do sorovar Icterohamorrhagiae, apesar de baixa nesses
momentos, enfatizando-se que o referido sorovar é adapatado a espécie de

roedor.
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1 Tabela 15 - Apresentacdo da produtividade dos animais

2 sororreagentes (G-2), prenhez e a producao em litros de leite, a analise do

3 Mo 5. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 5)
sorovares Ne° %
Hardjoprajitino 24 61,5
Wolffi 5 12,8
Pyrogenes 5 12,8
Guaricura 3 7,69
Hardjo 3 7,69
Pomona 3 7,69
Mini 2 5,12
Copenhageni 2 5,12
Prenhez em % 30 76,9
Producao em litros de leite 39 1.495,90

4 Observando-se a tabela 15 observa-se a ocorréncia do sorovar
5 Hardjoprajitino em 24 animais (61,5 %) e do sorovar Wolffi e Pyrogenes em 5
6 animais (12,8 %). Apesar da taxa de prenhez ter se mantido similar aos
7  momentos anteriores, houve uma diminui¢cao na producao de leite.

8 Tabela 16 - Apresentacdo da produtividade dos animais

9 sororreagentes (G-2), prenhez e a producdo em litros de leite, a analise do

10 Mo 6. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 6)

sorovares Ne° %

Hardjoprajitino 18 46,1

Pyrogenes 13 33,3

Pomona 9 23,0

Hardjo 6 15,3

Wolffi 3 7,69

Copenhageni 3 7,69
Guaricura 1 2,5

Prenhez em % 33 84,6

Producéo em litros de leite 39 1.421,80
11 Na tabela 16 o sorovar Hardjoprajitino foi detectado em 18 animais (46,1

12 %), o Pyrogenes em 13 (33,3 %), o Pomona em 9 animais com (23 %) e o

13  Hardjo em 6 animais (15,3 %). Quando observou-se a diminuicdo da producao

14  de leite e da fertilidade de bovinos infectados com sorovar Hardjo. O sorovar
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1 Hardjo diminui a fertilidade nos bovinos, enquanto que o sorovar Hardjoprajitino
2 esta relacionado com a produgéo de leite, o que esta de acordo com relagcao a
3 diminuicéo da producédo em litros de leite no momento 6 (ELLIS,1994).
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Sorovares, animais sororreagentes em % (momentos 7,8 € 9), Animais G-2.

80%
70% \
60% \
50%
20% \ e=@=mom 7

; \ == mom 8
30%

\ mom 9
20% \\ /0(% \
10% ~—
\"" / N\

0% \.\/\ "“.A.\/ N N

Praj Po Pyr Co Ict Ctg Gua Min

-10%

Figura 18 - Cinética (dinamica) da expresséo de titulos de anticorpos do G-2, frente aos Mo 7, Mo 8 e Mo 9 de
observacao.

Praj= Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni,
Ict=Icterohaemorrhagiae, Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min= Mini.

* Mo = momento

Na figura 18 pode-se observar a participacdo do sorovar Hardjoprajitino em 69,2 % no Mo 8 e em 64,1 % no Mo 9, e de 41

% no Mo 7. Observa-se variagao entre os porcentuais de soroprevaléncia nos momentos 7, 8 e 9 para os diferentes sorovares.
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Na tabela 17 pode-se observar 0os sorovares reagentes encontrados no
momento 7 nos animais do grupo 2, de animais sororreagentes no inicio do
experimento a pelo menos um sorovar. O sorovar Hardjoprajitino foi encontrado
em 16 animais (41 %), Pyrogenes em 10 (25,6 %), Wolffi em 8 (20,5 %),
Pomona em 3 (7,69 %), Copenhageni em 3 (7,69 %). A taxa de prenhez foi de
84,61 %, e a producéo em litros de leite de 1.329,3 litros. E importante ressaltar
que neste momento houve diminuicdo da producdo de leite e, o indice
pluviométrico do més de marco de 2019, época da coleta, foi de 58,4 mm

(Ciagro).

Tabela 17 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-2), prenhez e a producao em litros de leite, a analise do

Mo 7. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 7)
sorovares N° %
Hardjoprajitino 16 41,0
Pyrogenes 10 25,6
W olffi 8 20,5
Pomona 3 7,69
Copenhageni 3 7,69
Prenhez em % 33 84,61
Producao em litros de leite 37 1.329,3
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Na tabela 18, houve maior soroprevaléncia dos sorovares,
Hardjoprajitino em 27 animais (69,2 %), Hardjo em 10 (25,6 %), Pyrogenes em
8 (20,5 %), Guaricura em 5 (2,8 %), Wolffi em 3 (7,6 %), Ctg em 2 (5,1 %),
Pomona em 1 (2,5 %), Copenhageni em 1 (2,5 %), respectivamente no
momento 8 da observacdo, quando houve oscilacdo na taxa de prenhez
declinando de 84,6 % para 79,4 %. Diferentemente da producéo lactea quando
observou-se aumento atingindo 1.728,8 litros de leite na média dos animais

pertencentes ao G-2.

Tabela 18 - Apresentacdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-2), prenhez e a producado em litros de leite, a anélise do
Mo 8. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 8)
sorovares N° %

Hardjoprajitino 27 69,2
Hardjo 10 25,6
Pyrogenes 8 20,5
Guaricura 5 12,8
Wolffi 3 7,6
Ctg 2 5,1
Pomona 1 25
Copenhageni 1 2,5
Prenhez em % 31 79,4

Producado em litros de leite 39 1728,8
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Na tabela 19 houve maior soroprevaléncia dos sorovares Hardjoprajitino
em 25 animais (64,1 %), Pyrogenes em 17 (43,5 %), Guaricura em 7 (17,9 %),
Wolffi 4 (10,2 %), Copenhageni em 3 (7,6 %), Pomona em 2 (5,1 %), Hardjo 1
(2,5 %), respectivamente no momento 9 da observacdo, quando houve
oscilacdo na producao lactea de leite de 1.258,5 litros, e a taxa de prenhez, de

89,74 %. Neste momento ocorreu a maior diminuigdo na producgéao de leite.

Tabela 19 - Apresentagcdo da produtividade dos animais
sororreagentes (G-2), prenhez e a producado em litros de leite, a analise do

Mo 9. Resultados expressos em porcentagem.

Sororreagentes Animais | (Mo 9)
sorovares N° %
Hardjoprajitino 25 64,1
Pyrogenes 17 43,5
Guaricura 7 17,9
Wolffi 4 10,2
Copenhageni 3 7,6
Pomona 2 5,1
Hardjo 1 2,5
Prenhez em % 35 89,74
Producado em litros de leite 39 1.258,5




NOoO b, WN

(o]

10
11
12

76

Média dos sorovares reagentes em %, nos animais do G-1, nos Mo 1 - Mo 9.

p 40% 36%
0 35% \
r 30%
c \
25%
% n 20% N0
% n 15% ! —o—Sériel
LA 7,80%
a 10% N— >60% 3,15% 3,12%
g co —— i it 2% 1,30% 0,88%
5% —o * 7
¢ 0% : —
m
Praj Pyr Po Wo Co Gua H Ctg Ict

Figura 19 - Média em porcentagem de animais do G-1, frente aos Mo 1 a Mo 9 de observacéo.

Praj=Hardjoprajitino, Pyr=Pyrogenes, Wo=Wolffi, Po=Pomona, H=Hardjo, Ict=Icterohaemorrhagiae, Ctg=Ctg e
Co=Copenhageni.
* Mo = momento

Observa-se na figura 19 os 49 animais do grupo G-1 a média de prevaléncia dos sorovares foi Hardjoprajitino 36 %,
Pyrogenes 14,9 %, Pomona 7,8 %, Wolffi 5,6 %, Copenhageni 3,15 %, Guaricura 3,12 %, Hardjo 2,0 %, Ctg 1,3 %
Icterohaemorrhagiae 0,88 %. A produtividade diminuiu no grupo dos sororreagentes G-2 nos momentos 4, 5, 6, 7 € 9 € no grupo
dos animais do G-1, nos momenos 5 e 9. Houve diminuicdo da taxa de prenhez nos momentos 3, 4 ,5 ,6 ,8 no Grupo-2, e nos

momentos 5 e 9 para no Grupo G-1.
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10,00% 5_1 ,55% 5,09%
o —— 1,11% 0,83% 0,56%
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Praj Pyr Po Wo H Gua Co Ict Ctg Min
Figura 20 - Média em porcentagem de animais do G-2 , frente aos Mo 1 a Mo 9 de observagao.
Praj= Hardjoprajitino, Pyr=Pyrogenes, Po=Pomona, Wo=Wolffi, H=Hardjo, Co=Copenhageni,

Ict=Icterohaemorrhagiae, Ctg=Ctg.
*Mo = momento

Pode-se observar na figura 20, que a média dos sorovares encontrados nos Mo 1 ao Mo 9 revela alto percentual dos

sorovares Hardjoprajitino, Pyrogenes e Pomona, que foram os trés prevalentes, tendo sido obtidos em 59,4 %, 21,04 % e 11,07 %

das amostras em todos oS momentos de

avaliacéo.
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2 Tabela 20 - Distribuicdo percentual da soropositividade para os
3 diferentes sorovares e momentos de avaliacao, (Mo 1- Mo 11), nos grupos
4 G-leG-2.
5 (continua)
Sorovar Sorovar |Mol|Mo2|Mo3|Mo4|Mo5|Mo6|Mo7|Mo8|Mo9|Mol0 | Moll
reagente
G-1 00 |00|00|00|00|0O0|00]|00]|00/| 0,0 | 00
Bratislava
G-2 00 |00|00|00|00|0O0|0O00|00]|00/| 00 | 00
G-1 0,0 |0,0 |0,0 |O,0 |00 (0,0 |0,0 |O,0 |O,0 |O,0 |00
lloni
Castellonis 157 0,0 (0,0 |0,0 [0,0 0,0 [0,0 |0,0 [0,0 |0,0 [0,0 |0,0
G-1 0,0 |0,0 |0,0 |O,0 |00 (0,0 |0,0 |O,0 |O,0 |O,0 [0,0
Canicola
G-2 0,0 |0,0 |0,0 |O,0 |00 (0,0 |O,0 |O,0 |O,0 |O,0 [0O,0
G-1 0,0 |0,0 |0,0 |O,0 |00 (0,0 |0,0 |O,0 |O,0 |O,0 [0,0
Djasiman
G-2 0,0 |0,0 |0,0 |O,0 |00 (0,0 |O,0 |O,0 |O,0 |O,0 [0O,0
G-1 0,0 |0,0 |0,0 |0,0 |00 (0,0 |0,0 |O,0 |O,0 |O,0 [0O,0
Grippotyposa
G-2 0,0 |0,0 |0,0 |O,0 |00 (0,0 |O,0 |O,0 |O,0 |O,0 |00
G-1 00 |00|00]00102(41]20|20|6,2| 20 | 41
Copenhageni
G-2 00 |10,3| 7,700 |26 |51 |51|77|51| 26 | 7,7
G-1 00 |[00|00|20|41|00|00|00]00| 20 | 00
Icterohaemorrhagiae
G-2 00 | 26|26|26|26|00|00|00]00| 00 | 00
G-1 00 |00|00|00184| 8,2 (14,3|16,3| 2,0 | 20,4 | 34,7
Pomona
G-2 0,0 |256|25,6| 5,1 |10,3|12,8| 7,7 |23,1| 7,7 | 20,5 | 43,6
G-1 00 |00|0,0]8,2|245(10,2| 6,1 |16,3|16,3| 20,4 | 34,7
Pyrogenes
G-2 00 |51]5,1|18,0/18,0(15,4|12,8|33,3|25,6| 20,5 | 43,6
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Tabela 20 - Distribuic&o percentual da soropositividade para os diferentes sorovares e
momentos de avaliacdo, (Mo 1-Mo 11), nos grupos G-1 e G-2.

(concluséo)

Sorovar Sorovar |Mol|Mo2|Mo3|Mo4|Mo5|Mo6 | Mo7|Mo8|Mo9|Mol0|Moll
reagente

G-1 o0 |00|00|2000|82|00|6,1|00 12,2 0,0

Hardjo G2 00 | 7,7 | 7.7 | 26 | 0,0 [154] 7.7 [154] 0,0 | 25,6 | 2,6
Wolffi G-1 0,0 {0,000 |20 143|621 (12,2|12,2|12,2| 2,0 |0,0

G-2 00 |00 |51|26|10,3|20,5(7,7 7,7 (205| 7,7 | 10,3

Tarassovi G-1 o0 |00|00|00|00|00|0000]|00] 0,0 0,0
G-2 00 (00|00 |00|00|00|00|00|00| 00 | 00

Hardjoprajitino G-1 0,0 | 0,0 | 0,0 |36,7|42,9|59,2(55,1/46,9(18,4| 44,9 | 24,5

G-2 0,0 |64,1/61,5(61,5|53,9|76,9(61,5/46,2(41,0| 69,2 | 64,1

Mini G-1 o0 |00|00|00|00]|00 (243 00|00 0,0 0,0
G-2 o0 |00|00|00|00|00(|51 00|00 0,0 0,0

CTG G-1 o0 |00}00|2000|00|00|00]00]10,2] 0,0
G-2 00 |26|26|00|26|00(0000|00] 51 0,0

Guaricura G-1 00 |00]00|00|20|41|20 0000122 8,2

G-2 00 |00|00|77]|00]203|7,7 |26 |00 128 | 18,0

=

No Mo 1 considerou-se a positividade de acordo com o sorovar. No Mo
2 2 considerou-se o titulo. Do Mo 3 ao Mo 11 foram analisadas também a
3 producao de leite, taxa de prenhez e o titulo reagente para os 16 sorovares
4

avaliados, no periodo de nove meses.
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Pode-se observar na tabela 20, que os sorovares no Mo 2, momento de
titulo na comparacéo dos positivos (G-2) com os negativos (G-1), que o sorovar
Hardjoprajitino 64,1 %, Pomona 25,6 %, Copenhageni 10,3 %, Hardjo 7,7 %,
Pyrogenes 5,1 %, Icterohaemorrhagiae 2,6 %, Ctg 2,6 % no G-2. Se
compararmos ambos 0s grupos, € possivel evidenciar que os aninimais do G-2
tem maior percentual de positividade, mesmos nos diferentes momentos

guando comparados com o G-1.

Na tabela 21 pode-se evidenciar o numero de animais e a porcentagem
de acordo com a prenhez nos dois grupos G-1 e G-2 nos momentos 1 a 9.
Pode-se notar que para G-1, a prenhez no Mo 5 em 37 animais (75,5 %) e no
G-2 em 30 animais (76,9 %), relevante. Tal fato deve estar relacionado com a

contaminagao existente dos animais pelo sorovar Hardjoprajitino.

Tabela 21 - Distribuicdo da prenhez de acordo com o numero de,

animais reagentes nos grupos G-1 e G-2 nos Mo 1 - Mo 9.

Momento Reagente do grupo Reagente do grupo
soronegativo sororreagente
G-1 G-2
Reagente Total Reagente Total
Mo 1 42 (85,7)a A 49 32(82,1)aA 39
Mo 2 43 (87,8) a A 49 35(89,7) a A 39
Mo 3 44 (87,8) a A 49 30 (76,9) a A 39
Mo 4 44 (89,8) a A 49 29 (74,4) a A 39
Mo 5 37 (75,5) a A 49 30 (76,9) a A 39
Mo 6 41 (83,7)aA 49 33(84,6)aA 39
Mo 7 43 (87,8) a A 49 37 (94,9) a A 39
Mo 8 43 (87,8) a A 49 31(79,5)aA 39
Mo 9 40 (81,6) a A 49 35(89,7)aA 39

Letras minusculas: Reagentes G-1 x Reagentes G-2 , mesma letra nao
ha diferenca de positividade dentro do momento (p>0,05). Letras maiusculas:

Comparacéo de momentos (dois momentos com a mesma letra, ndo diferem
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quanto as positividades no mesmo sorovar). Reagentes do grupo dos
negativos, pois a partir do Mol, observou-se reagentes mesmo no grupo

controle negativo.

Tabela 22 - Medidas Descritivas da producdo de leite segundo
sorovares reagentes (Castellonis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Pyrogens, Hardjo, Wolffi, Hardjoprajitino, CTG, Guaricura e Mini)
nos G-1e G-2,

(continuacéo)

Momento Medida Animais sororreagentes Valor p
Descritiva
(Mo) G-1 G-2

V.Minimo 14,90 0,00
Mediana 38,80 38,30

Mo 1 V.maximo 69,70 59,00 p>0,05
Média 38,56 38,67
Desvio padrao 10,77 11,75
CV(%) 27,93% 30,39%
V.Minimo 9,20 16,60
Mediana 40,80 38,00

Mo 2 V.maximo 66,30 56,40
Média 40,08 38,93 p >0,05
Desvio padrao 10,67 9,53
Ccv 26,62% 24,48%
V.Minimo 9,20 14,30
Mediana 39,90 42,10

Mo 3 V.maximo 61,20 60,00
Média 38,90 39,66 p >0,05
Desvio padrao 11,33 10,62
CcVv 29,13% 26,78%

V=Valor, CV=coeficiente de variagcéo
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Tabela 22 - Medidas Descritivas da producédo de leite segundo
sorovares reagentes (Castellonis, Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Hardjoprajitino, CTG, Guaricura e Mini)
nos G-1 e G-2.

(continuacéo)

Animais sororreagentes
Momento Medida Valor p
(Mo) Descritiva G-1 G-2
V.Minimo 8,50 0,00
Mediana 38,70 40,00
Mo 4 V.maximo 59,80 63,10
Média 38,20 38,73 p >0,05
Desvio padrao 11,06 11,97
CcVv 28,95% 30,91%
V.Minimo 0,00 17,10
Mediana 34,60 36,50
Mo 5 V.maximo 61,90 89,90 p >0,05
Média 35,47 38,36
Desvio padréao 11,29 12,28
Ccv 31,83% 32,02%
V.Minimo 8,90 14,90
Mediana 35,00 36,20
Mo 6 V.maximo 72,20 58,10
Média 37,56 36,54 p >0,05
Desvio padrao 12,18 10,35
CcVv 32,43% 28,33%

V=Valor, CV=coeficiente de variagédo
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Tabela 22 - Medidas Descritivas da producédo de leite segundo

sorovares reagentes (Castellonis,

Copenhageni,

Icterohaemorrhagiae,

Pomona, Pyrogens, Hardjo, Wolffi, Hardjoprajitino, CTG, Guaricura e Mini)

nos G-1 e G-2.
(concluséo)

Momento Medida Animais sororreagentes

(Mo) Descritiva G-1 G-2 Valor p
V.Minimo 9,20 13,50
Mediana 33,50 35,80

Mo 7 V.maximo 58,80 61,40
Média 35,48 34,09 p >0,05
Desvio padrao 10,62 10,55
Ccv 29,93% 30,95%
V.Minimo 8,30 14,20
Mediana 31,30 31,80

Mo 8 V.maximo 61,90 72,00
Média 33,78 32,79 p >0,05
Desvio padrao 12,20 12,10
CcVv 36,12% 36,90%
V.Minimo 0,00 13,20
Mediana 29,20 31,80

Mo 9 V.maximo 61,20 62,20
Média 31,00 32,27 p >0,05
Desvio padrao 13,50 11,70
CcVv 43,55 36,26%

V=Valor, CV=coeficiente de variacao
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A tabela 23 sumariza a comparacao para os grupos (G-1 e G-2), nos
periodos 1 a 11, de acordo com o0s animais positivos, considerando-se o0s
sorovares com titulos iguais ou maiores que 800 Ul, uma vez que 0s animais
da propriedade eram vacinados, a cada quatro meses com vacina contra
leptospirose, disponivel no mercado. Considerou- se o titulo mais elevado (=
800), procurando- se evitar titulos de anticorpos residuais em funcdo das

vacinacoes.

Tabela 23 - Comparacgéo entre os dois grupos (G-1 e G-2), de acordo
com sorovares Copenhageni, Pomona, Wolffi e Hardjoprajitino, em titulos
positivos (800 Ul), nos Mo 1 ao Mo 11.

Cop Pom Pyr H Wo H.Praj Gua
Momento | - + |- + |- + |- + |- + | - + |- +
Mo
Mo 1 Oa Oa |O0a Oa |Oa Oa |0Oa Oa OaaOa |Oa Oa|0Oa Oa
Mo 2 Oa 4b |Oa 10b |0Oa 2a |Oa 3a Oa Oa Oa 5b |0a Oa
Mo 3 Oa 3a [0al0Ob |0Oa 2a |Oa 3a Oa 2a Oa 24b |0a Oa
Mo 4 Oa Oa |Oa 2a |4a 7a |la la 2a 2a 18a24a |0a 3a
Mo 5 5a la |9a 4a |12a7a |0Oa Oa 7a 4a 2la?la |la Oa
Mo 6 2a 2a |4a 5a |5a 6a |4a 6a 3a 8a 29a30a | 2a 4a
Mo 7 la 2a |7a 3a |3a 5a |0Oa 3a 6a 3a 27a24a | la 3a
Mo 8 la 3a |8a 9a |8al3a |3a 6a 6a 3a 23al1l8a |0a 1la
Mo 9 3a 3a |la 3a |8al0la |0Oa Oa 6a 8a 7a 16b |0a Oa
Mo 10 |la 1la |10a 8a |10a8a |6aOa la 3a 22a27a|6a b5a
Mo 11l |2a 3a |17 17a |1l7a7a |0Oa la Oa 4b 12a25b |4a 7a
Cop= Copenhageni, Pom=Pomona, Pyr=Pyrogenes, H= Hardjo,

Wo=Wolffi, H. Praj=Hardjoprajitino, Gua=Guaricura.

(p < 0,05) Sorovares Reagentes Positivos x Sorovares Reagentes
Negativos. Letras minusculas: Reagentes G-1 com Reagentes G-2, mesma
letra ndo ha diferenca de positividade dentro do momento (p>0,05).
Comparacéo de periodos (dois momentos com a mesma letra, ndo diferem

guanto as positividades no mesmo sorovar).
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Pode-se notar na tabela 23 que a positividade foi estatisticamente
significante no periodo 2 (comparagdo com a positividade), para sorovar
Copenhageni, periodos 2 e 3 (comparacdo com positividade prenhez e
produtividade) para o sorovar Pomona, para sorovar Wolffi no periodo 11 e
para o sorovar Hardjoprajitino nos periodos 2, 3, 9 e 11. Para os sorovares
(Copenhageni, Pomona, Wolffi e Hardjoprajitino) a frequéncia dos titulos
positivos maior que 800 Ul foi significativa na comparagdo sororreagente com
soronegativo. Para fins de analise considerou-se como titulo positivo a partir do
titulo de 800 Ul, pois como ressaltado anteriormente, a propriedade realizava

vacinacao para leptospirose quadrimestralmente.

No quadro 2 estdo registrados os indices pluviométricos obtidos na
Ciagro, de acordo com 0s meses, respectivos as coletas de sangue, para a
realizacdo da pesquisa de anticorpos antileptospiricos para os 16 sorovares de

leptospiras avaliados.

Quadro 2 - indices pluviométricos (Sdo Pedro-SP) nos momentos
das coletas, de acordo com datas.

Coleta/data indice pluviométrico/mm Més/Ano.
12 30/08/2018 92,4 mm Agosto/2018
22 29/10/2018 234,4 mm Outubro/2018
3215/11/2018 135,2 mm Novembro/2018
42 15/12/2018 137,8 mm Dezembro/2018
5220/01/2019 161,6 mm Janeiro/2019
62 15/02/2019 363,3 mm Fevereiro/2019
72 15/03/2019 58,4 mm Mar¢o/2019
8215/04/2019 22,8 mm Abril/2019
92 15/05/2019 10,0 mm Maio/2019

Fonte: Adaptado de CIIGRO (2020)

Destaca-se que nos periodos de outubro, novembro, dezembro, do ano
de 2018, janeiro e fevereiro do ano de 2019, houve consideravel aumento de
indices pluviométricos, o que pode favorecer a contaminagdo ambiental,

principalmente no caso dos sorovares incidentais.
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10 DISCUSSAO

Quando houve resposta a somente um sorovar, 0 que ocorreu em 238
amostras, o sorovar Hardjoprajitino foi prevalente em 67,4 % dos animais,
enguanto o sorovar Pyrogenes reacao em 41 amostras (11,6 %), o Pomona em
29 (8,51 %) e Wolffi em 18 (5,09 %). Dentre os sorovares mais encontrados na
espécie bovina, ressalta-se o Hardjo, sendo esta espécie considerada
hospedeira primaria, de manutengdo. H& tipos de sorovares Hardjo,
sorologicamente idénticos, mas geneticamente distintos: L. interrogans, sorovar
Hardjo, tipo Hardjoprajitno e L. borgpetersenii, sorovar Hardjo, tipo Hardjobovis
(CABRAL-PIRES et al.,, 2018). Considera-se que 0s principais sorovares que
infectam os bovinos séo: Hardjo, Pomona, Gripptyphosa, Icterohaemorrhagiae,
Wolffi e Canicola (MUGHINI-GRAS et al., 2014).

Os resultados revelam que os sorovares mais reagentes foram
praticamente os mesmos, variando somente a prevaléncia nos animais dos
dois grupos, com diferencas maiores nos animais do grupo 2, reforcando a
capacidade de transmissdo do patdgeno nos rebanhos por via indireta ou
indireta. Diferentemente os sorovares Bratislava, Djasiman, Hebdomadis,
Icterohaemorrhagiae, Pomona e Tarassovi, sdo considerados incidentais nos
bovinos. A transmissdo destes sorovares por via indireta estd associada ao
contato com o0 meio ambiente contaminado por leptospiras oriundas
principalmente de espécies silvestres ou de outras espécies domésticas
(CASTRO et al., 2008). Por ouro lado os sorovares Pomona, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae sdo frequentemente identificados nas infeccdes
incidentais em bovinos e sua transmisséo esta relacionada a suinos, roedores
e animais selvagens (ELLIS, 2015; DELOOZ et al., 2018). E desta forma os,
bovinos também podem abrigar sorovares incidentais por periodo incerto
(PINTO et al., 2017).

O sorovar Hardjoprajitino € responsavel por diminui¢cdo de producéo de
leite em bovinos e taxas de concepcdo. O sorovar Wolffi € antigenicamente
semelhante ao Hardjo e também comumente encontrado em suinos. Causa
transtornos reprodutivos e abortamentos em animais silvestres. O sorovar

Pyrogenes é também frequentemente encontrado em Rattus norvegicus e pode
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ser considerado contaminante incidental para bovinos (ANDERSON, 2007).
Entretanto, a infeccdo causada por Hardjobovis é frequentemente observada
em bovinos de diferentes paises e caracteriza-se pela forma subclinica, com
abortamentos, enquanto que o sorovar Hardjoprajitno, encontrado em numeros
restrito de paises, caracteriza-se por ser mais patogénico levando a queda da
produgcdo de leite e problemas reprodutivos (ELLIS, 1994). Os sorovares
Hardjobovis e Hardjoprajitino, estdo adaptados aos bovinos e relacionados a
duas sindromes: reprodutiva e queda brusca de leite. A sindrome reprodutiva
esta relacionada ao sorovar Hardjobovis. E caracterizada por abortamentos
natimortos, infertilidade e nascimento de bezerros fracos. A queda brusca do
leite esta relacionada ao sorovar Hardjoprajitino, e € caracterizada pela flacidez
do Ubere, e diminuicdo brusca na producédo, podendo perdurar por 2 a 10 dias,
com alteracdes na consisténcia do leite e do colostro (FAINE et al., 2000).
Desta forma, a infeccdo pelo sorovar Pomona que devido a vacinagao, se
tornou menos importante nas Ultimas décadas, era o primordial relacionado a
sindrome reprodutiva (FAINE et al., 2000), frequentemente foi substituido pelo

Hardjo.

Nos animais que reagiram a dois sorovares, notou-se a predominancia
de Hardjoprajitino (41,9 %), Pyrogenes (23,1 %), Pomona (8,73%),
Hardjobovis (7,8%), Wolffi (6,78 %) e Guaricura (5,67 %). A resposta sorolédgica
as leptospiras pode ser influenciada pela detec¢do cruzada entre sorovares do
mesmo  sorogrupo. Os  sorovares Pomona, Grippotyphosa e
Icterohaemorrhagiae sdo frequentemente identificados nas infeccBes
incidentais em bovinos e transmisséo esta relacionada a suinos, roedores e
animais selvagens (ELLIS, 2015; DELOOZ et al., 2018).

Nas vacas que reagiram a trés sorovares, simultaneamente, notou-se a
predominéncia dos sorovares Hardjoprajitino (25,7 %), Pyrogenes (21,6%),
Pomona (12,37 %), Wolffi (15,4 %), Copenhageni (9,27 %), Guaricura (6,18 %)
e Hardjobovis (5,15 %). Os bovinos sédo considerados hospedeiros de
manuten¢ao dos sorovares Hardjoprajitno e Hardjobovis, que s&o transmitidos
a partir da urina dos animais. Esses sorovares sao associados a falhas
reprodutivas (GROOMS, 2006; LILENBAUM; MARTINS, 2014). Vale ressaltar

que, reacdes cruzadas ocorrem entre sorogrupos diferentes, principalmente na
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fase aguda da doenca (RENTKO, 1992; FAINE et al.,, 2000). O sorovar
Icterohaemorrhagiae encontrado nos animais do presente estudo, possui
relevancia em saulde publica, posto que é transmitido por roedores (FERREIRA
et al.,, 2017). Nos momentos 4, 5 e 6 do Grupo 1, destaca-se a presenca do
sorovar Pyrogenes nos diferentes momentos de acompanhamento dos
animais. De acordo com Lenharo; Santiago; Lucheis (2012) esse sorovar €
comumente encontrado em mamiferos silvestres, fato que pode dificultar o

controle nos rebanhos bovinos.

Houve diminuicdo da prenhez das vacas nos momentos 3, 4, 5, 6 e 8
para 0s animais em G2 e nos momentos 5 e 9 de G1, soronegativos no inicio
do estudo. Em estudo com 25 rebanhos leiteiros, foi aplicado questionario nas
propriedades, quanto a leptospirose. Do total de 500 vacas 32 % dos rebanhos,
foram positivos para o sorogrupo Sejroe. Das 500 vacas 48 (9,6%) foram
sororegentes, das quais 38 (7,6%) com titulos de 400 e 10 (2%) = 800 UI. A
repeticdo do estro foi o problema reprodutivo mais relatado e fortemente
associado a sororeatividade contra leptospirose (LIBONATI et al., 2018).

A infeccdo causada por Hardjobovis é frequentemente observada em
bovinos de varios paises e caracteriza-se pela forma subclinica, com
abortamentos, enquanto o sorovar Hardjoprajitno, encontrado em menor
namero de paises, caracteriza-se por ser mais patogénico levando a queda da

producao de leite e problemas reprodutivos (ELLIS, 1994).

A produgéo de leite diminuiu no grupo G2 nos momentos 4,5,6,7e9e
no grupo G1 nos momenos 5 e 9 . Ao final do estudo foram observadas 39
vacas reagentes e 49 negativas durante os nove meses, sendo avaliados o0s
indices producédo leiteira, prenhez e titulo de soropositividade frente a 16
sorovares de leptospiras. Os sorovares Copenhageni, Icterohaemorrhagiae,
Pomona, Pyrogenes, Hardjo, Wolffi, Hardjopajitino, Mini, Ctg, Guaricura foram
agrupados de acordo com a distribuicdo percentual da positividade, segundo o
sorovar reagente e momento da avaliagcdo. O sorovar Hardjoprajitino teve a
maior soroprevaléncia nos momentos avaliados, seguido pelo Pomona e

Copenhageni.
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No G1 e G2 o percentual de positividade, a producéo leiteira e a taxa de
prenhez sao influenciados pela contaminagdo entre 0os animais, no meio
ambiente e pelo aumento dos niveis pluviométricos e pela urina dos animais
infectados. Este é um aspecto relevante a se considerar no manejo
zoosanitario com relacéo a leptospirose bovina, uma vez que o meio ambiente
tem papel importante na cadeia de transmissao da enfermidade (LANGONI et
al., 2000).

Com relagdo aos animais sororreagentes desde o inicio do estudo G2 e
a producdo de litros de leite, nos diferentes momentos, percebe-se a
diminuicdo no momento 6, 7 e 9. Os indices pluviométricos, foram de 363,3 mm
em fevereiro, 58,4 mm em mar¢co € 10 mm em maio de 2019. A menor
producdo de leite nesses meses podem estar relacionada com a maior
contaminacdo ambiental pelos sorovares e desta forma, diminuicdo da

producéo, que pode estar sendo influenciada pelo sorovar Hardjoprajitino.

No decorrer da pesquisa, 0s animais tiveram contato, e compartilharam
em alguns momentos, 0 mesmo ambiente. Este fato pode ter contribuido para a
contaminacdo dos animais do G1, soronegativos no inicio do estudo. Da
mesma forma, pode ter interferido na taxa de prenhez e na soropositividade. A
fazenda utilizada no presente estudo, realiza esquema de vacinagao contra
leptospirose quadrimensal, e titulos elevados como 800 Ul, 1600 Ul e 3200 Ul
foram encontrados. Nos bovinos vacinados os titulos de IgM e IgG apés a
vacinacdo sdo baixos (entre 100 e 400), e passageiros, perdurando entre

guatro a 6 meses pos vacinacao (GENOVEZ, 2016).

Pode-se notar que na distribuicdo da taxa de prenhez para os animais
do G-1, a taxa de prenhez no Mo 5, foi de 75,5 % e no G-2 de 76,9 %. Nesta
comparacao dos momentos nos dois grupos, a taxa de prenhez foi significante
mantendo-se a mesma se comparada com 0S momentos anteriores, mas
mesmo assim houve diminuicdo da producgéo de leite nos dois grupos, onde a
taxa de prenhez e a producdo podem estar relacionadas com a infeccdo dos

animais nos dois grupos pelo sorovar Hardjoprajitino.

Nos periodos de outubro, novembro, dezembro, janeiro e fevereiro

houve aumento significante dos indices pluviométricos, que podem estar
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relacionados com a contaminacgéo cruzada entre os animais dos dois grupos. O
céo considerado hospedeiro natural do sorovar Canicola e o rato de esgoto
(Rattus norvegicus) dos sorovares Icterohemorrhagiae, Copenhageni e
Pyrogenes. O sorovar Pomona tem como hospedeiro natural os suinos,
bovinos e gambas, enquanto o sorovar Grippotyphosa é encontrado nos rins de
animais silvestres como o rato, lebre, marta e hamster. Ja o sorovar Hardjo tem
nos bovinos o seu hospedeiro natural (HAGIWARA, 2003).

O sorovar Hardjorajitino é prevalente em bovinos e é responsavel por
diminuicdo da producédo de leite e taxas de prenhez. O sorovar Pomona e
Wolffi sdo sorovares adaptados a espécie suina e bovina, mas frequentemente
o Wolffi € encontrado em suinos, podendo também causar abortamentos no
terco final de gestacgdo, nascimento de fetos debilitados e diminuigéo das taxas
de concepcao, periodo que vai desde a cobertura até formacdo e nidacdo do
embrido no utero (FERREIRA et al., 2017).

Em estudo que investigou entre 2011 e 2015, os efeitos das chuvas na
infeccdo por leptospira em bovinos em regido tropical, proxima ao Rio de
Janeiro, foram utilizados 582 bovinos, dos quais 362 amostras foram coletadas
durante esta¢cbes chuvosas do ano e 220 durante a estagcdo seca. Durante a
estacdo chuvosa, a soropositividade média na SAM foi de 43,6 % (158/362),
enquanto na estacdo seca foi de 31,8 % (70/220). O sorogrupo Sejroe foi 0
predominante (54,8 %; n = 125/228), seguido de Javanica (16,2 %; n = 37/228),
Icterohaemorrhagiae (7,5%; n = 17/228) e Tarassovi (7,0 %; n = 16 /228). A
soropositividade para sorogrupos incidentais foi descrita como mais comum
nas estacbes chuvosas (50,0%) do que nas estacfes secas (34,3 %; p <
0,0001) (CORREIA et al., 2017), fato que reforca os aspectos ambientais na
manutencao da leptospirose nos rebanhos bovinos.

Falhas reprodutivas como perdas embrionarias precoces e consequente
repeticdo estro, tem sido cada vez mais associadas a infec¢éo leptospirica em
animais. Embora esses sintomas estejam frequentemente associados a varios
fatores, dois estudos recentes em bovinos revelaram forte associagdo com a
repeticéo de cio e sororreatividade para o sorogrupo Sejroe (MORI et al., 2017;
LIBONATI et al, 2018). Diferentemente dos resultados encontrados,
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Hardjoprajitino tem associacdo com diminuicdo na producéo lactea, conforme

descrito por Faine et al. (2000).

No presente estudo também observou-se maior participagdo do sorovar
Hardjoprajitino pertencente ao sorogrupo Sejroe.Entretanto nao houve
significancia estatistica (p > 0,05) na associacao entre a producédo de leite e
taxas de prenhez tanto no G1 como no G2. Um aspecto limitante é a
impossibilidade de comparar os resultados obtidos da dinamica de anticorpos,
da producéo de leite e taxas de prenhez, uma vez que ndo ha na literatura
estudo semelhante como dois grupos de animais convivendo nas mesmas

condicBes de manejo e ambientais em uma mesma propriedade.

N&o foi observada associacdo estatistica (p > 0,05) entre a producao
lactea e a soropositividade em ambos 0s grupos, exceto nos meses de maio e
agosto, que pode estar associado a queda da temperatura. Porém, quando se
analisou os grupos separadamente, no G1 ocorreu diminuicdo na taxa de
prenhez nos momentos 5, 6, 7, 8 e 9 e da producao de leite nos momentos 5,
6, 7, 8 e 9, que apresentaram nos meses de janeiro e fevereiro, 161,6 mm e
363,3 mm de chuvas respectivamente. Estes meses de altos indices
pluviométricos podem ter as contaminagfes ambientais pelos sorovares. No
G2 a prenhez diminuiu nos momentos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 outubro, novembro,
dezembro janeiro e fevereiro e 234,4 mm, 135,2 mm, 137,8 mm, 161,6 mm,
363,3 mm de chuvas respectivamente, com altos indices pluviométricos. A
produtividade diminuiu nos momentos 4, 5, 6, 7 e 9. A maior contaminacao
pode estar acorrendo principalmente nos casos de sorovares incidentais, nos

periodos de maior pluviometria, interferindo desta forma nos indices avaliados.

No que tange a taxa de prenhez e a soropositividade, ndo houve
associacdo estatistica (p > 0,05) nos dois grupos. Ndo houve associacéo
também (p > 0,05) entre a producdo de leite e positividade em ambos os
grupos, exceto nos meses de maio e agosto, que apresentou diminuigcdo na
producédo de leite. Tal fato pode estar relacionado a manejo alimentar, queda
na temperatura e sanidade da glandula mamaria em decorréncia de provavel
mastites. Um fator limitante do estudo € que a propriedade néo realizava teste

individual da contagem de células somaticas por animal. O leite retirado dos
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animais, era misturado ao conjunto total do resfriador de leite, fato que

impossibilitou tal andlise.

Segundo Ellis (2015), a leptospirose bovina é mais frequentemente
causada por cepas adaptadas do sorogrupo Sejroe. Nestes casos, a fase
aguda da doenca pode ser subclinica, com excecdo de vacas em lactacao,
onde pode ocorrer agalactia. Os casos clinicos sdo menos frequentes e podem
se apresentar como surtos, e a doenga caracterizada por abortamentos a
qualquer momento da prenhez (DRAGHI et al., 2011; VARNI et al.,, 2016),

embora seja mais frequente no periodo médio da gestacdo (GENOVEZ, 2016)

A soropositividade para leptospira e os casos clinicos de leptospirose
sao frequentemente associados aos fatores de risco ambientais, como chuvas
e inundagbes (DESVARS et al, 2011). Para 0 sorogrupo Sejroe,
especificamente o gendtipo Hardjo, adaptado aos bovinos, a transmisséo direta
animal para animal € mais comum que a transmissao indireta, a partir da
contaminacdo ambiental. Por outro lado, infeccbes por sorovares incidentais
pelo sorogrupo Icterohaemorrhagiae ou Pomona, levam a excrecao renal do
patbgeno. A transmissdo na infeccdo incidental € mais dependente da
presenca de outras espécies hospedeiras e de fatores ambientais,

principalmente chuvas e aguas acumuladas (ELLIS, 2015).

Estudos recentes com a pesquisa de DNA leptospirico na secrecao
vaginal de vacas, aparentemente assintomaticas, reforcam que a infeccédo pode
ocorrer da fémea para macho por descargas e secre¢des vaginais na monta
natural (LOUREIRO et al., 2017), além da possivel contaminacdo ambiental.
Essa situacao pode dificultar os programas de controle mantendo a doenca de

forma endémica na propriedade.

Nos sorovares Copenhageni, Pomona, Wolffi e Prajitino a frequéncia dos
titulos positivos maior que 800 Ul foi significativa (p < 0,05), na comparacao
entre reagentes positivos e negativos. Os bovinos infectados por cepas
adaptadas frequentemente apresentam baixo titulo de anticorpos (NALLY et al.,
2018), incluindo aquelas relacionadas nos casos de isolamento do agente
(LIBONATI et al., 2017). No presente estudo foram encontrados titulos de 800
Ul, 1600 Ul e 3200 Ul, mesmo os animais sendo vacinados, fato que pode
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estar relacionado com a positividade entre os animais silvestres e 0os bovinos

de leite, por sorovares adaptados.

Embora leptospiras possam ser detectadas na urina de bovinos
infectados por cepas adaptadas (NALLY et al., 2018), a leptospiruria é
intermitente e pouco intensa (ELLIS, 2015; ROCHA et al., 2018). Os sorovares
Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae s&o frequentemente
identificados em infec¢Bes incidentais em bovinos e sua transmissdo esta
relacionada a suinos, roedores e animais selvagens ( ELLIS, 2015; DELOOZ et
al., 2018).

A transmissao da infeccdo por sorovares incidentais € mais dependente
da presenca de outras espécies hospedeiras e de fatores ambientais. Tem-se
observado elevada porcentagem de isolamento do sorovar Hardjo do trato
genital de vacas, sugerindo o tropismo para esse local (ELLIS et al., 1986) e,
posto que,os gendtipos dos sorovares Hardjo sdo adaptados aos bovinos, e

resultam em problemas reprodutivos cronicos (ELLIS, 2015).

A fazenda utilizada no presente estudo, realiza protocolo de vacinacao
contra leptospirose quadrimensal. Titulos elevados de 800 Ul, 1600 Ul e 3200
Ul foram encontrados no presente estudo. Nos bovinos vacinados, os titulos de
IgM e IgG ap6s a vacinacado sao baixos (entre 100 e 400) e passageiros,
perdurando entre 4 e 6 meses pds vacinacdo (GENOVEZ, 2016). Podendo
existir contaminacao entre animais silvestres e bovinos de leite com sorovares

adaptados.

Ellis (1994) encontrou relacdo entre os sorovares Hardjoprajitino, a
producdo de leite e taxas de prenhez, encontrados no presente estudo,
justificando a queda na producéo leiteira e nas taxas de prenhez, nos animais

estudados.

O presente estudo revelou que os diferentes sorovares se manteu nos
dois grupos de animais (G1) e (G2), e que a soroprevaléncia é variavel, além
de sorovares de maior frequencia nesses grupos. Pode—se observar, ainda,

gue nos momentos em que ocorreu elevacdo na frequéncia de determinado
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sorovar como Hardjobovis, ocorreu queda na producédo de leite, e taxas de

prenhez.

Frente aos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir:

11 CONCLUSOES

Os sorovares foram praticamente o0s mesmos, variando a
soroprevaléncia nos animais dos dois grupos, com diferencas maiores na
maioria deles no G-2, indicando possivel contaminagcdo ambiental e

transmissao indireta a partir da agua e alimentos, principalmente.

A soroprevaléncia a producdo leiteira e a taxa de prenhez foram
influenciados pela contaminacdo dos animais, no meio ambiente e pelo
aumento dos niveis pluviométricos e possibilidade de leptospiras na urina dos
animais infectados, considerando-se os dois grupos G-1 e G-2, e 0 sorovar
Hardjoprajitino foi o prevalente, 36 % no G-1 e 59,5 % no G-2, apresentando

relacdo de sua positividade com a diminui¢do da producéo lactea.
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Quadro 1 - Distribuicdo dos resultados no inicio do estudo (Mo 1),
para o grupo de animais com pelo menos um sorovar reagente, de acordo
com producéo e prenhez (G-2).

30/08/2018| Momento 1: Animais sororeagentes no momento inicial
Animal [Produgdo| Prenhez Co Ict Po Pyr H Wo Praj Ctg
1 55,8 p NR NR NR NR NR 1600 0 NR
2 42,8 p NR NR NR NR NR NR 800 NR
3 16,6 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
4 34,2 P NR NR 200 NR 100 200 NR NR
5 50,6 p NR NR NR NR NR NR 1600 NR
6 59 p NR NR NR NR NR NR 100 NR
7 38,3 P NR NR 100 NR NR NR NR NR
8 42,9 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
9 36,3 p 100 NR 100 NR NR NR 800 NR
10 49,9 Vv NR NR NR NR NR NR 1600 NR
11 43,4 P NR NR NR 400 NR NR 400 NR
12 45,9 V NR NR NR NR NR NR 200 NR
13 27,9 p NR NR 400 NR NR NR NR NR
14 55,8 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
15 43,3 p NR NR NR 200 NR NR NR NR
16 23,5 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
17 54,2 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
18 43,7 \Y 100 NR NR NR NR NR 200 NR
19 24,1 \Y NR NR NR NR NR NR 800 NR
20 54,2 Vv NR NR NR NR NR NR 0 200
21 45,5 V NR NR 400 NR NR NR 0 NR
22 44,8 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
23 33,7 P NR 400 NR NR NR NR NR NR
24 34,4 P NR NR NR NR 100 NR 3200 NR
25 34,4 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
26 26,8 p NR NR NR NR NR NR 400 NR
27 33 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
28 0 P NR NR 1600 NR NR NR NR NR
29 33,6 P NR NR NR NR 100 NR NR NR
30 37,2 P NR NR 200 NR NR NR NR NR
31 42,8 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
32 31,1 p NR NR 400 NR NR NR NR NR
33 36,4 p NR NR 200 NR NR NR NR NR
34 43,6 P NR NR NR NR NR NR NR NR
35 47 P 200 NR NR NR NR NR 800 NR
36 37,8 V NR NR 200 NR NR NR NR NR
37 38 p NR NR NR NR NR NR 400 NR
38 42,6 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
39 23,2 P NR NR NR NR NR NR 400 NR

Legenda: Co (Copenhageni), Ict (Icterohamorrhagiae), Po( Pomona), Pyr
(Pyrogenes), H(Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Prajitino), Ctg (Hadjo CtQ).

P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de leite.
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Quadro 2 - Distribuicdo dos resultados do estudo (Mo 1), para o
grupo de animais soronegativos no inicio, de acordo com producéo e
renhez (G-1).

30/08/2018 Momento 1: soronegativos no momento inicial
Animal Producg¢do| Prenhez

1 41,5 P

2 42,2 P

3 35,4 P

4 36,9 \Y

5 34,8 \Y

6 34,6 P

7 56,1 P

8 35,3 P

9 69,7 P
10 21,1 P
11 26,8 P
12 21 P
13 14,9 P
14 39,7 P
15 30,9 P
16 48,1 P
17 32,1 P
18 35,6 P
19 38,8 P
20 43,4 P
21 39,3 P
22 57,9 P
23 48,8 P
24 26,5 P
25 41,3 P
26 52,5 P
27 41,4 P
28 35 P
29 63,4 P
30 46,7 \Y
31 29,3 P
32 35,7 \Y
33 42,5 P
34 42,6 P
35 38,7 P
36 39,4 P
37 43,9 P
38 46,6 P
39 32,3 P
40 41,3 P
41 44,6 P
42 44,4 P
43 36,1 P
44 21,6 \Y
45 39,8 \Y
46 31,9 P
a7 32,9 P
48 17,6 \Y
49 36,5 P

Legenda: P=prenhe, V=vazia, Produc¢do em litros de leite.
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Quadro 3 - Distribuicdo dos resultados no inicio do estudo (Mo 2), para o
grupo de animais sororreagente de acordo com producéo e prenhez (G-2).

29/10/2018 Momento 2: Animais Sororeagentes no momento inicial
Animal ProducaddPrenhez| Ict Po Pyr H Wo Praj Gua
1 34,9 P NR NR NR NR 200 200 NR
2 42,8 P NR NR 200 200 NR NR NR
3 16,6 P NR NR NR NR NR 400 NR
4 34,2 P NR NR NR NR NR NR NR
5 42,5 P NR NR NR NR NR 100 NR
6 56,4 P NR NR NR NR NR NR 200
7 38,3 P NR NR NR NR NR NR NR
8 42,9 P NR NR 400 NR NR 800 NR
9 36,3 P NR NR NR NR NR 100 NR
10 34,9 P NR NR NR NR NR 400 NR
11 43,4 P NR NR NR NR NR 100 NR
12 45,9 V NR NR NR NR NR 400 NR
13 27,9 P NR NR 100 NR NR 100 NR
14 55,8 P NR NR NR NR NR NR NR
15 43,3 P NR NR NR NR NR NR NR
16 23,5 P NR NR NR NR NR 200 NR
17 54,2 P NR NR NR NR NR 200 100
18 43,7 P NR NR 100 NR NR 400 NR
19 24,1 P NR NR 400 NR NR 1600 NR
20 54,2 V NR NR NR NR NR NR NR
21 45,5 \% NR NR NR NR NR NR NR
22 44,8 P NR NR NR NR NR NR NR
23 33,7 P NR NR NR NR NR 400 NR
24 344 P 100 NR NR NR NR 100 NR
25 34,4 P NR NR NR NR NR NR NR
26 26,8 P NR NR NR NR NR 200 NR
27 33 P NR NR NR NR NR NR NR
28 56,4 V NR 200 NR NR NR NR NR
29 33,6 P NR 100 NR NR NR 1600 100
30 37,2 P NR NR NR NR NR 200 NR
31 42,8 P NR NR NR NR NR 200 NR
32 31,1 P NR NR NR NR NR 200 NR
33 36,4 P NR NR NR NR NR NR NR
34 43,6 P NR NR 100 NR NR 200 NR
35 47 P NR NR 100 NR NR 200 NR
36 37,8 P NR NR NR NR NR 100 NR
37 38 P NR NR NR NR NR NR NR
38 42,6 P NR NR NR NR NR 400 NR
39 23,2 P NR NR NR NR NR NR NR
Legenda: Ict (Icterohamorrhagiae), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H

(Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Gua (Guaricura). P=Prenhe, V=

Vazia, NR= N&o reagente, Producé&o em litros de leite.
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Quadro 4 - Distribuicdo dos resultados (Mo 2), para o grupo de animais
soronegativos de acordo com producédo e prenhez (G-1).

29/10/2018 Momento 2: Animais soronegativos no momento inicial
Animal ProducddPrenhez Ict Po Pyr H Wo Praj CTG
1 47 P NR NR NR NR NR NR NR
2 33,3 P NR NR NR NR NR 100 NR
3 32 P NR NR NR NR NR 200 NR
4 27,7 P NR NR NR NR NR NR NR
5 66,3 P NR NR NR NR NR 400 NR
6 43,6 P NR NR NR NR NR NR NR
7 48,6 P NR NR NR NR NR 200 NR
8 45,5 P NR NR NR NR NR 200 NR
9 63,1 P NR NR NR NR NR NR NR
10 20,1 P NR NR NR NR NR 100 NR
11 9,2 P NR NR NR NR NR NR NR
12 44 Vv NR NR NR NR 200 200 NR
13 15,3 P NR NR NR NR NR NR NR
14 47,3 P NR NR NR NR NR NR NR
15 50,1 P NR NR NR NR NR NR NR
16 32 P NR NR NR NR NR 200 NR
17 26,7 P NR NR NR NR NR NR NR
18 354 P NR NR NR 200 NR 800 NR
19 46,1 P NR NR NR NR NR NR NR
20 41,4 P NR NR NR NR NR NR NR
21 34,8 P NR NR NR NR NR NR NR
22 36,1 P NR NR NR NR NR NR NR
23 49,4 P 200 NR 800 NR NR NR NR
24 46,8 \Y NR NR NR NR NR 100 NR
25 39,2 P NR NR NR NR NR NR NR
26 48,6 \Y NR NR NR NR NR NR NR
27 32,7 P NR NR NR NR NR NR NR
28 29,2 P NR NR NR NR NR NR NR
29 50,1 P NR NR NR NR NR NR NR
30 53,8 P NR NR NR NR NR NR NR
31 43,7 \ NR NR NR NR NR 100 NR
32 35,7 Vv NR NR NR NR NR NR NR
33 50,2 P NR NR NR NR NR NR NR
34 37,9 P NR NR NR NR NR 200 NR
35 39,9 P NR NR 100 NR NR 100 NR
36 40,8 P NR NR NR NR NR NR NR
37 36,5 P NR NR NR NR NR 400 NR
38 41,2 P NR NR 100 NR NR 200 NR
39 46,4 P NR NR NR NR NR NR NR
40 43,8 P NR NR NR NR NR NR NR
41 41,6 P NR NR NR NR NR NR NR
42 53,6 P NR NR NR NR NR 100 NR
43 36 P NR NR 100 NR NR NR NR
44 37,1 P NR NR NR NR NR 400 NR
45 47,2 P NR NR NR NR NR NR 200
46 32 P NR NR NR NR NR NR NR
47 37,8 P NR NR NR NR NR 100 NR
48 28,7 \ NR NR NR NR NR NR NR
49 38,3 P NR NR NR NR NR NR NR
Legenda: Ict (Icterohamorrhagiae), Po(Pomona), Pyr (Pyrogenes),

H(Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Prajitino), CTG (HardjoCTG). P=Prenhe, V=

Vazia, NR= N&o reagente, Producéo em litros de leite.
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Quadro 5 - Distribuicdo dos resultados (Mo 3), para o grupo de animais
sororreagentes de acordo com producéo e prenhez (G-2).

15/11/2018 |Momento 3: Animais Sororeagentes no momento inicial
Animal Produgdo | Prenhez Co Ict Po Pyr Wo Praj Ctg
1 33 P NR NR NR NR NR NR NR
2 45,6 P NR NR NR NR NR 100 NR
3 43,3 \% NR NR NR NR NR 400 NR
4 34 P NR NR NR NR NR NR NR
5 46,6 Vv NR NR NR NR NR 100 NR
6 60 P NR NR NR 100 100 400 NR
7 32,5 P NR NR NR NR 100 400 NR
8 42,9 P NR NR NR 200 NR 200 NR
9 46,1 P NR NR 100 NR 200 NR 100
10 46,15 P NR NR NR NR NR NR NR
11 42,3 P NR NR NR NR NR 100 NR
12 41,7 P NR NR NR 400 NR NR NR
13 19,6 P NR NR NR 400 NR 400 NR
14 55,8 P 200 NR 200 NR 100 1600 NR
15 24,5 P NR NR NR NR NR NR NR
16 51,8 Vv NR NR NR NR NR 100 NR
17 52,7 P NR NR NR NR NR 200 NR
18 37,2 \Y NR NR NR NR NR 200 NR
19 35,3 Vv NR NR 100 NR NR NR NR
20 43,7 P NR NR NR NR NR NR NR
21 48,1 P NR NR NR NR NR NR NR
22 46,9 P NR NR NR NR NR NR NR
23 35,3 Vv NR NR NR 200 NR NR NR
24 32,8 Vv NR NR NR NR NR 800 NR
25 40,9 Vv NR NR NR NR NR NR NR
26 16,6 P NR NR NR NR NR 3200 NR
27 14,3 P NR NR NR NR NR 200 NR
28 56,3 Vv NR NR NR NR NR NR NR
29 42,8 Vv NR NR 400 NR NR NR NR
30 37,5 P NR NR NR NR NR 100 NR
31 32,4 P NR NR NR NR NR 100 NR
32 36,5 P NR NR NR NR NR NR NR
33 32,9 P NR NR NR NR NR NR NR
34 45,5 P NR NR NR 100 NR 100 NR
35 37,8 P NR NR NR NR NR 100 NR
36 42,6 P NR NR NR NR NR NR NR
37 50 P NR 100 NR 3200 NR NR NR
38 42,1 P NR NR NR NR NR 400 NR
39 20,5 P NR NR NR NR NR 200 NR

Legenda: Co (Copenhageni), Ict (Icterohamorrhagiae), Po (Pomona), Pyr
CTG (HardjoCtg).

(Pyrogenes), Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino),
P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producado em litros de leite.



2

N o oW

119

Quadro 6 - Distribuicdo dos resultados (Mo 3), para o grupo de animais
soronegativos no inicio de acordo com producéo e prenhez (G-1).

15/11/2018|Momento 3: Animais Soronegativos no momento inicial
Animal |ProducadPrenhez Co Ict Po Pyr H Wo Praj Gua
1 50,4 P NR NR NR NR NR NR NR NR
2 31,7 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
3 31,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
4 15,7 P NR NR 200 200 NR NR NR NR
5 61,2 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
6 37,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR
7 37,2 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
8 42,2 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
9 60,4 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
10 20,1 P NR NR NR NR NR NR NR NR
11 9,2 P NR NR 100 NR NR NR NR NR
12 60,7 0 NR NR NR NR NR NR NR NR
13 15,3 P NR NR 100 NR NR 200 NR 100
14 48,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR
15 46,1 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
16 41 P NR NR NR 200 NR NR 100 NR
17 16,8 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
18 34,1 P NR NR NR 400 NR NR NR NR
19 46,5 P NR NR NR 3200 NR NR 400 NR
20 41,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
21 34,9 P NR NR 400 NR NR 100 200 NR
22 42,6 P 400 NR 400 NR NR NR 200 NR
23 39,4 P 200 NR NR NR NR 100 400 NR
24 49,3 V NR NR NR NR NR NR NR NR
25 39,5 P 400 200 NR 400 NR 200 400 NR
26 50,1 P 200 NR 400 NR NR 100 400 NR
27 31 P NR NR NR NR NR NR NR NR
28 28,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
29 49,3 P NR NR NR NR NR 200 200 NR
30 43,6 P NR NR NR NR NR NR NR NR
31 47,7 V NR NR NR NR NR NR 100 NR
32 33,6 V NR NR NR NR NR NR NR NR
33 37,8 P NR NR NR NR NR NR NR NR
34 35,1 P NR NR 200 100 NR NR NR NR
35 24,5 P NR NR 200 400 NR NR NR NR
36 42,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
37 36,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR
38 38,3 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
39 43,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR
40 44 P NR NR NR 3200 NR NR NR NR
41 39,9 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
42 43,1 P NR NR 400 400 NR NR 400 NR
43 41,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
44 33,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
45 46,5 P NR NR NR NR NR NR 800 NR
46 32 P NR 100 NR 3200 NR NR NR NR
47 53,9 P NR NR NR 100 NR NR NR NR
48 32,5 V 200 NR NR NR NR NR NR NR
49 43,8 P NR NR NR 200 NR 200 800 NR
Legenda: Co (Copenhageni), Ict (Icterohamorrhagiae), Po (Pomona), Pyr

(Pyrogenes), H (Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Hardjorajitino), Gua(Guaricura).

P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de leite.
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Quadro 7 - Distribuicdo dos resultados (Mo 4), para o grupo de animais
sororreagentes de acordo com producéo e prenhez (G-2).

15/12/18 Momento 4: Animais Sororeagentes no momento inicial

Animal Produc¢addPrenhez| Co Ict Po Pyr H Wo Praj Gua
1 18,8 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
2 50,2 \% NR NR NR NR NR NR 200 NR
3 58,7 \% NR NR NR NR NR NR 200 NR
4 239 P NR NR NR NR NR NR 800 NR
5 36,3 P NR NR NR NR NR NR 3200 NR
6 49,1 P NR NR NR NR NR 100 200 200
7 24,1 P NR NR 200 3200 NR NR 200 NR
8 50 P NR NR NR 100 NR NR NR 200
9 30,8 P 100 800 NR 200 NR NR 400 NR
10 40 P NR NR NR NR 100 NR 200 NR
11 41,2 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
12 34,3 P NR NR 1600 NR NR 100 NR NR
13 19,7 P NR NR NR NR NR 400 1600 NR
14 39,4 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
15 36,6 \% NR NR NR NR NR NR 200 NR
16 54,2 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
17 40 \% 100 NR 800 100 NR 100 NR NR
18 37,2 P NR NR 800 NR 100 200 100 NR
19 37,7 \% NR NR NR NR 3200 1600 NR NR
20 45,7 P NR NR NR NR NR NR 3200 NR
21 43,3 P NR NR NR NR NR NR 100 100
22 43 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
23 31,5 \% NR NR NR NR NR NR NR NR
24 53 \% NR NR NR NR NR 400 NR NR
25 43,4 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
26 33,2 \% NR NR NR 3200 NR NR 100 NR
27 0 \% NR NR NR NR NR NR NR NR
28 56,5 P NR NR NR NR 100 NR 100 NR
29 63,1 \% NR NR 200 NR NR NR NR NR
30 37,5 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
31 25,8 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
32 40 P NR NR NR NR 1600 NR 800 NR
33 34,1 P NR NR NR NR NR NR NR NR
34 43,2 P NR NR NR NR NR 100 3200 NR
35 38,7 P NR NR NR NR 100 NR 100 NR
36 441 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
37 41,8 P NR NR NR 100 NR NR 200 NR
38 40,7 P NR NR NR NR NR NR 200 200
39 29,7 P NR NR NR NR NR NR 100 NR

Legenda: Co (Copenhageni), Ict (Icterohamorrhagiae), Po (Pomona), Pyr
(Pyrogenes), H (Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Hardjorajitino), Gua( Guaricura).

P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producado em litros de leite.
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Quadro 8 - Distribuicdo dos resultados (Mo 4), para o grupo de animais
soronegativos de acordo com producédo e prenhez (G-1).

15/12/18 Momento 4: Animais Soronegativos no momento inicial
Animal ProducadPrenhez| Cas Co Po Pyr H Wo Praj Gua
1 39,1 P NR NR NR NR NR NR NR NR
2 31,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
3 30 P NR NR NR NR NR NR NR NR
4 13,5 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
5 43,1 V NR NR NR NR NR NR 3200 NR
6 36,2 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
7 37,5 P NR NR NR NR NR NR 3200 NR
8 44,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR
9 56 \ NR NR NR NR NR NR 200 NR
10 8,5 \ NR NR NR NR NR NR NR NR
11 9,2 P NR NR NR NR NR NR 3200 NR
12 59,7 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
13 56 \Y NR NR NR NR 100 NR 3200 NR
14 35,9 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
15 44.4 P NR NR 200 NR NR NR 200 100
16 44,6 P NR NR NR NR 100 NR 3200 NR
17 16,8 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
18 34,1 P NR NR 200 100 100 400 200 NR
19 42,9 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
20 36,7 P NR 100 800 100 NR 100 NR NR
21 30,2 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
22 38,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
23 41,3 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
24 49,3 P NR NR NR NR 100 NR 200 NR
25 43,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR
26 524 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
27 25,7 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
28 35 P NR NR NR NR NR NR 3200 NR
29 53,8 P NR NR NR NR NR NR 200 100
30 43,9 P NR 100 400 100 NR NR NR NR
31 44,2 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
32 38,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR
33 34,8 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
34 36,9 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
35 24,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
36 39,9 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
37 36,2 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
38 38,5 P NR NR NR 100 NR NR NR NR
39 38,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR
40 47,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR
41 41,3 P NR NR NR NR NR NR 200 NR
42 44,8 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
43 37,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
44 43,6 P 100 NR NR NR NR NR NR NR
45 38,6 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
46 47,7 P NR NR NR 100 NR NR NR NR
47 45,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
48 22,3 V NR NR NR NR NR NR NR NR
49 36,2 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
Legenda: Cas (Castellonis), Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr
(Pyrogenes), H (Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Gua(

Guaricura). P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de

leite.
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Quadro 9 - Distribuicdo dos resultados (Mo 5), para o grupo de animais
sororreagentes de acordo com producéo e prenhez (G-2).

20/01/19 Momento 5: Animais Sororeagentes no momento inicial.

Animal ProdugddPrenhez| Co Po Pyr H Wo Praj Mini Gua
1 41,1 \% NR NR NR 100 NR 100 NR NR
2 42,9 \% NR NR NR NR NR NR NR 200
3 57,3 P NR NR NR NR NR 100 NR NR
4 25,6 P NR NR 100 NR NR NR NR NR
5 30,7 P NR NR NR NR NR NR 400 NR
6 46,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR
7 22,6 P NR NR 100 NR 400 NR NR NR
8 29,6 P NR NR NR NR NR NR NR NR
9 28,4 P 100 NR NR NR 200 3200 NR NR
10 31 P NR NR NR NR NR 100 NR NR
11 36,5 P NR NR NR NR 200 NR NR NR
12 30,5 P NR NR NR NR NR 100 NR NR
13 49,6 \% NR NR NR NR NR 200 NR 100
14 34,3 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
15 17,1 V NR 100 NR NR NR 200 NR NR
16 47,6 P NR NR NR NR NR 400 NR NR
17 43,8 P NR NR NR NR NR 400 NR NR
18 49,6 \% NR NR NR NR NR NR NR NR
19 26,2 \% NR NR NR NR NR 100 NR 200
20 89,8 P 100 100 100 NR 100 200 NR NR
21 35,9 P NR NR NR 100 NR 200 NR NR
22 42,1 P NR NR NR NR NR NR 100 NR
23 315 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
24 40,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR
25 47,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR
26 47 4 \% NR NR NR NR NR 100 NR NR
27 38,3 \% NR NR NR NR NR NR NR NR
28 43,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
29 46,6 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
30 33,9 \ NR NR NR 100 400 200 NR NR
31 33,2 P NR 100 NR NR NR NR NR NR
32 36,3 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
33 25,5 P NR NR 400 NR NR 200 NR NR
34 32,5 P NR NR NR NR NR 100 NR NR
35 32,7 P NR NR NR NR NR 100 NR NR
36 39,5 P NR NR NR NR NR 100 NR NR
37 415 P NR NR NR NR NR NR NR NR
38 43,1 P NR NR NR NR NR 400 NR NR
39 234 P NR NR 100 NR NR 100 NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H (Hardjo),
Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Mini (Mini), Gua (Guariura). P=Prenhe,
V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de leite.
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1 Quadro 10 - Distribuicdo dos resultados (Mo 5), para o grupo de animais
2 soronegativos de acordo com producédo e prenhez (G-1).

20/01/19 Momento 5: Animais Soronegativos no momento inicial.

Animal ProdugddPrenhez| Co Po Pyr H Wo Tar Praj Mini Gua
1 30,9 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
2 58,4 V NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
3 29,2 V NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
4 13,5 V 100 NR NR NR NR NR 800 100 200
5 17,9 Vv NR 100 NR NR NR NR NR NR NR
6 28,6 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
7 20 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
8 33 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
9 52,4 Vv NR NR NR NR NR NR NR NR NR
10 22,7 V NR NR NR NR NR NR NR NR NR
11 44,9 \ NR NR NR NR NR NR NR NR NR
12 57,3 P NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
13 61,9 V NR 100 NR NR NR NR 100 NR NR
14 36,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
15 32,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
16 30,7 P NR 100 NR NR NR NR NR NR NR
17 36,3 P NR 100 NR NR NR NR NR NR NR
18 36,7 V NR NR 100 NR NR NR NR NR NR
19 35,3 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
20 31,6 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
21 23 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
22 41 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
23 34 P NR NR NR NR NR NR 100 100 NR
24 34,6 P NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
25 27,4 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
26 45,8 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
27 25,7 P NR 100 NR NR NR NR NR NR NR
28 37,3 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
29 42 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
30 32,8 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
31 57,9 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
32 34,1 V NR NR NR NR NR NR NR NR NR
33 29,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
34 34 P NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
35 0 V NR NR NR NR NR NR NR NR NR
36 29,6 P NR NR NR NR NR NR 100 100 NR
37 45,3 P NR NR 100 NR NR NR NR NR NR
38 32,8 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
39 34,4 P NR 100 NR NR NR NR 200 NR NR
40 35,1 P NR NR NR NR NR NR NR 400 NR
41 38,7 P NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
42 44 P NR 200 100 NR NR NR NR NR NR
43 40,2 P NR NR NR NR 100 NR NR NR NR
44 38,9 P NR NR NR NR NR NR 100 400 NR
45 36,8 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
46 43,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
47 42,2 P NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
48 35,3 V NR NR NR NR NR NR 200 NR NR
49 31,9 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H (Hardjo),
Wo (Wolffi), Tar (Tarassovi) ,Praj (Hardjoprajitino), Mini (Mini), Gua
(Guariura). P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de
leite.
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Quadro 11 - Distribuicado dos resultados (Mo 6), para o grupo de animais

sororreagentes de acordo com producéo e prenhez (G-2).
15/02/2019|Momento 6 : Animais Sororeagentes no momento inicial.

Animal |Producao| Prenhez Co Po Pyr H Wo Praj Guar
1 46,6 P NR NR NR NR NR 400 NR
P 54 Vv NR NR NR NR 100 NR NR
3 48,1 \Y NR NR NR NR NR 400 NR
4 24 P NR NR 100 NR NR 200 NR
5 32,2 P NR NR 100 NR NR NR NR
6 46,8 P 100 400 400 100 NR NR NR
7 14,9 P NR 100 100 NR NR NR NR
8 28,7 P NR NR NR NR NR NR NR
9 25,6 P NR 200 NR NR NR NR NR
10 25,3 P NR NR NR NR NR 100 NR
11 36,2 Vv 200 100 400 NR NR 400 NR
12 25,8 P NR 200 NR NR NR 200 NR
13 47,5 Vv NR NR NR NR NR NR NR
14 32,7 P NR NR NR NR NR 200 NR
15 17,1 P NR NR NR NR NR 200 NR
16 48,4 P NR 100 NR 200 NR 400 NR
17 40 P NR NR NR NR 400 1600 NR
18 58,1 Vv NR NR 100 NR NR 100 NR
19 30,7 P NR NR NR NR NR NR NR
20 34,6 P NR 200 100 NR 200 200 NR
21 36,9 Vv NR NR NR NR NR NR NR
22 42,1 P NR NR NR NR NR NR NR
23 31,9 P NR NR NR 400 NR NR NR
24 43,3 P NR NR NR NR NR NR NR
25 49,8 P NR NR NR NR NR NR NR
26 32,8 P NR NR NR NR NR 100 NR
27 41,2 P NR NR 100 NR NR 200 NR
28 45,8 P NR 200 200 NR NR NR NR
29 53,1 P NR NR 200 NR NR 200 NR
30 31,2 P NR NR 100 NR NR NR 200
31 33,2 P 100 NR 200 200 NR 800 NR
32 40,6 P NR NR NR NR NR 100 NR
33 25,5 P NR NR NR NR NR 100 NR
34 33,2 P NR 100 NR 200 NR NR NR
35 30 P NR NR NR 200 NR NR NR
36 40,2 P NR NR 100 NR NR NR NR
37 36,7 P NR NR NR NR NR NR NR
38 37,1 P NR NR NR NR NR NR NR
39 19,9 P NR NR NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H (Hardjo),
Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Mini (Mini), Gua (Guariura). P=Prenhe,
V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de leite.
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Quadro 12 - Distribuicdo dos resultados (Mo 6), para o grupo de animais

soronegativos de acordo com producédo e prenhez (G-1).

15/02/2019|Momento 6 : Animais Soronegativos no momento inicial.

Animal |Produgao| Prenhez Co Po Pyr H Wo Praj
1 33,1 P NR 100 100 NR 200 200
2 72,2 \Y NR NR NR NR NR 200
3 29,2 P NR NR NR NR NR 100
4 47 P NR NR 400 100 100 200
5 44 \Y% NR NR NR NR NR NR
6 29,4 P NR NR NR NR NR NR
7 19,1 P NR NR 200 NR NR 800
8 24,1 P NR NR NR NR 100 200
9 46,9 P NR NR NR NR NR NR
10 25,8 P NR NR NR NR NR NR
11 49,8 \Y NR NR NR NR NR 200
12 54,6 P NR NR 400 400 200 NR
13 55 P NR 200 NR NR NR 400
14 35 P NR NR NR NR NR NR
15 27,6 P NR 400 NR 100 NR 200
16 8,9 P NR NR NR NR NR NR
17 49,6 Vv NR 400 NR NR NR 100
18 66,5 \Y NR NR NR NR NR 200
19 30,6 P NR NR NR NR NR NR
20 28,4 P NR NR NR NR NR NR
21 14,9 P NR 100 NR NR NR NR
22 36 P NR 200 NR NR NR NR
23 59,9 P NR NR NR NR NR NR
24 36,9 P NR NR NR NR NR NR
25 23,6 P NR NR NR NR NR NR
26 41,5 P NR NR NR NR NR NR
27 42,1 Vv NR NR NR NR NR 800
28 32,8 P NR NR NR NR NR NR
29 28,1 P NR 100 NR NR NR 200
30 35,6 P NR NR NR NR NR NR
31 38,7 P NR NR NR NR NR NR
32 30,4 P NR NR NR NR NR 800
33 29,9 P NR NR NR NR 100 200
34 32,6 P NR NR NR NR NR NR
35 49,8 \Y NR NR NR NR NR 200
36 32 P NR NR NR NR NR NR
37 52,3 Vv NR NR NR NR NR 400
38 34,1 P NR NR NR NR NR 800
39 32,5 P NR NR NR NR NR 200

40 31,9 P NR NR NR NR NR NR
41 38,7 P 200 NR NR NR 100 200
42 45 P NR 100 200 NR NR NR
43 39,7 P NR NR 100 NR NR 100
44 37,5 P NR NR NR NR NR 200
45 41,4 P NR NR NR NR NR 100
46 42,5 P NR NR NR NR NR NR
47 33,6 P NR NR 100 NR NR NR
48 35 P NR NR 100 NR NR NR
49 34,6 P NR NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H (Hardjo),
Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Mini (Mini), Gua (Guariura). P=Prenhe,

V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de leite.
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Quadro 13 - Distribuicdo dos resultados (Mo 7), para o grupo de animais

sororregentes de acordo com producdao e prenhez (G-2).

15/03/2019 Momento 7 : Animais sororeagentes no momento inicial.

Animal [Producao| Prenhez Co Po Pyr Wo Praj
1 13,5 P NR NR NR NR NR
2 33,7 P NR NR NR NR NR
3 48,8 P NR NR 800 400 NR
4 21,2 P NR NR NR 100 NR
5 30,9 P NR NR NR NR 200
6 38,7 P NR 200 100 200 NR
7 15,4 P NR NR NR NR NR
8 27,6 P NR NR 400 200 NR
9 17,1 P NR NR NR 200 400
10 21,3 P NR NR NR NR 200
11 39,9 P NR NR NR NR 200
12 25,3 P NR NR NR NR NR
13 48,9 P NR NR NR 100 NR
14 27,9 P NR NR NR NR 100
15 17,1 P NR NR 200 NR NR
16 45,6 P NR NR NR NR 1600
17 36,5 P NR NR NR NR NR
18 38,6 P NR NR NR NR NR
19 41,4 P NR NR NR NR NR
20 32,9 P NR NR NR NR 200
21 40,1 P NR NR NR NR NR
22 61,4 \Y NR NR NR NR NR
23 30,8 P NR NR 200 NR 200
24 40,1 P NR NR NR NR NR
25 44,1 P NR NR 100 NR 1600
26 38,9 P NR NR NR NR NR
27 38,4 P NR NR NR NR NR
28 36,4 P NR 200 NR NR 200
29 50,5 P NR NR NR NR NR
30 30,7 P NR NR 100 NR NR
31 30,7 \ NR NR NR NR NR
32 41,6 P NR 100 NR NR 200
33 25,5 P NR NR 200 100 200
34 33,2 P NR NR 3200 NR NR
35 30,4 P NR NR 100 NR 200
36 40,8 P NR NR NR 100 200
37 35,8 P NR NR NR NR 100
38 37,7 P NR NR NR NR 800
39 19,9 P NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), Wo (Wolffi),
Praj (Hardjoprajitino). P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producéo
em litros de leite.
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Quadro 14 - Distribuicao dos resultados (Mo 7), para o grupo de animais

soronegativos de acordo com producéo e prenhez.

15/03/2019 Momento 7 : Animais soronegativos no momento inicial.

Animal |Producdo| Prenhez Co Po Pyr Wo Praj
1 33,1 P 200 NR 200 NR NR
2 58,6 P NR NR NR NR NR
3 29,2 P NR NR NR NR NR
4 55,4 P NR NR NR NR NR
5 41,5 P NR NR NR NR 200
6 26,1 P NR NR NR NR NR
7 19,1 P NR NR NR NR 100
8 24,2 P NR NR NR NR NR
9 43,2 P 100 NR 200 400 400
10 31,4 Vv NR NR NR NR NR
11 48,6 P NR NR NR NR NR
12 33,5 P NR NR NR 100 NR
13 58,8 P NR NR NR NR 100
14 28,6 P NR NR NR NR NR
15 27,6 P NR NR NR 100 NR
16 9,2 P NR NR NR 200 NR
17 47 V NR NR NR NR NR
18 49,8 P NR NR NR NR NR
19 21,1 P NR NR NR NR 800
20 26,7 P NR NR NR NR NR
21 15,2 P NR NR NR NR NR
22 31,2 P NR NR NR NR NR
23 52,8 P NR 200 200 3200 NR
24 32,3 P NR NR NR 1600 NR
25 28,2 P NR NR NR NR NR
26 35,6 P NR NR NR NR NR
27 43,3 P NR NR NR NR NR
28 27,1 P NR NR NR NR NR
29 49,3 P NR NR NR NR NR
30 30,2 P NR NR NR NR NR
31 36,7 P NR NR NR NR NR
32 32,4 P NR NR NR NR NR
33 45 V NR NR NR NR NR
34 30,9 P NR NR NR NR NR
35 44,2 P NR NR 100 NR NR
36 32,1 P NR NR NR NR NR
37 49,7 P NR NR NR NR NR
38 32,1 P NR NR NR NR 100
39 29,5 P NR NR NR NR 100
40 35,1 P 100 NR 200 NR NR
41 29,9 P NR NR 400 NR NR
42 38,9 P NR NR 100 NR NR
43 34,1 P NR NR NR NR NR
44 35,1 P NR NR 800 NR NR
45 34,4 P NR NR NR NR NR
46 36,7 P NR NR NR NR NR
47 38,8 P NR NR NR NR NR
48 35,3 Vv NR NR NR NR NR
49 29,5 P NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), Wo (Wolffi),
Praj (Hardjoprajitino). P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producéo

em litros de leite.
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Quadro 15 - Distribuicado dos resultados (Mo 8), para o grupo de animais
sororreagentes de acordo com producéo e prenhez (G-2).

15/04/2019 Momento 8: Animais sororeagentes no momento inicial.

Animal |Producdo [Prenhez Co Po Pyr H Wo Praj Ctg Gua
1 23,8 P NR NR NR NR NR NR NR NR
2 31,9 P NR NR NR 800 NR 400 NR NR
3 44,8 P NR NR NR 200 NR 200 NR NR
4 18 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
5 31 P NR NR NR NR NR NR NR NR
6 32,8 P NR NR NR 100 400 400 NR NR
7 15,4 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
8 20,7 P NR NR 100 100 NR 400 NR 400
9 19,1 P NR NR NR 100 NR 400 NR NR
10 17,3 P NR NR NR 100 NR 400 NR NR
11 43,5 P NR NR 100 NR NR 200 NR NR
12 18,3 P NR NR NR NR NR 200 NR NR
13 48,9 P NR NR 100 NR NR 100 NR 100
14 27,9 P NR NR NR NR NR 800 NR NR
15 14,2 \% NR NR 400 NR 100 800 NR NR
16 40,9 P NR NR NR NR NR 200 NR 100
17 33,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR
18 53 P NR NR NR NR NR NR NR NR
19 20,8 P 100 NR 100 200 NR 3200 200 800
20 33,2 P NR NR NR 100 NR 400 NR NR
21 37,6 V NR NR NR NR NR NR NR NR
22 72 Vv NR NR NR NR NR NR NR NR
23 30 P NR NR NR NR NR 800 NR NR
24 39,1 P NR NR NR NR 400 800 NR 100
25 43,8 P NR NR NR NR NR 400 NR NR
26 30,7 P NR NR 100 200 NR 3200 NR NR
27 31,8 P NR NR NR NR NR NR NR NR
28 22,6 P NR NR NR NR NR NR NR NR
29 46 P NR 3200 1600 NR NR NR NR NR
30 30,7 \% NR NR NR NR NR 400 NR NR
31 41,9 \' NR NR NR NR NR 200 NR NR
32 41,4 P NR NR NR NR NR 400 NR NR
33 25,5 \ NR NR NR NR NR 200 NR NR
34 40 \% NR NR NR NR NR NR NR NR
35 26,4 P NR NR 100 NR NR 200 NR NR
36 42,6 P NR NR NR NR NR NR NR NR
37 27,5 P NR NR NR 200 NR 100 100 NR
38 40,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR
39 19,9 P NR NR NR NR NR 400 NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H (Hardjo),
Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino),

Ctg(HardjoCtq),
P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producao em litros de leite.

Gua (Guariura).
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Quadro 16 - Distribuicdo dos resultados (Mo 8), para o grupo de animais

soronegativos de acordo com producédo e prenhez (G-1).

15/04/2019 Momento 8: Animais soronegativos no momento inicial.

Animal |Produgdo| Prenhés Co Ict Po Pyr H Wo Praj Ctg Gua
1 19,9 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
2 54,1 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
3 29,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
4 56,4 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
5 30,7 P NR NR NR 200 NR NR 400 100 100
6 8,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
7 54,7 V NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
8 24,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
9 40,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
10 21,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
11 41,9 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
12 43,9 P NR NR NR NR NR NR 800 NR NR
13 48 P NR NR NR NR 100 100 3200 200 NR
14 20,4 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
15 49,9 \ NR NR NR NR NR NR NR NR NR
16 9,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
17 24,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
18 47,7 \ NR NR NR NR NR NR NR NR NR
19 20 P NR NR NR 100 NR NR 200 NR NR
20 24,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
21 15,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
22 27,6 P NR NR NR NR 200 NR 800 400 100
23 33,4 P NR 100 NR 200 NR NR 800 NR 100
24 30,8 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
25 29,2 P NR NR NR NR NR NR 800 NR NR
26 36,7 P 200 NR NR 200 NR NR 100 NR NR
27 37,7 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
28 27,1 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
29 40,2 P NR NR NR NR NR NR NR 100 NR
30 21 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
31 32,2 P NR NR NR NR NR NR NR NR 200
32 24,4 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
33 61,9 \ NR NR NR NR NR NR NR NR NR
34 28,2 P NR NR NR NR 100 NR 400 NR 100
35 44,7 P NR NR NR NR NR NR 100 NR NR
36 30,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
37 49,5 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
38 34,6 P NR NR NR 100 NR NR 400 NR NR
39 26,4 P NR NR 400 NR 100 NR 400 NR NR
40 25,3 P NR NR NR 100 NR NR 400 NR NR
41 28,6 P NR NR NR 100 NR NR 400 NR NR
42 39,4 P NR NR NR 400 NR NR 400 NR 100
43 21,9 P NR NR NR NR NR NR 400 NR NR
44 34,7 P NR NR NR NR 100 NR 100 NR NR
45 37,1 P NR NR NR NR 400 NR 800 200 NR
46 31,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR
47 39,5 P NR NR NR 200 NR NR NR NR NR
48 33,5 V NR NR NR NR NR NR NR NR NR
49 27,3 P NR NR NR NR NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Ict (Icterohamorrhagiae), Po (Pomona), Pyr
(Pyrogenes), H (Hardjo), Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Ctg(HardjoCtg)
Gua (Guariura). P=Prenhe, V= Vazia, NR= Nao reagente, Producdo em
litros de leite.
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Quadro 17 - Distribuicdo dos resultados (Mo 9), para o grupo de animais
sororreagentes de acordo com producéo e prenhez (G-2).

15/05/2019 Momento 9: Animais sororeagentes no momento inicial.

Animal [Producdo| Prenhez Co Po Pyr H Wo Praj Gua
1 23,8 \Y NR NR NR NR NR NR NR
2 31 P NR NR NR NR NR NR NR
3 37,1 P NR NR NR NR NR NR NR
4 18,1 P NR NR NR NR 100 200 NR
5 28 P NR NR NR NR NR NR NR
6 30,6 P NR NR 100 NR NR 200 200
7 15,4 P 200 100 200 NR NR 100 800
8 17,2 P NR NR 100 NR NR 100 NR
9 13,2 P 100 NR 200 NR NR 400 800
10 17,3 P NR NR 200 NR NR 100 NR
11 40,2 P NR NR 100 NR NR NR NR
12 15,5 P NR NR NR NR NR 200 NR
13 31,8 P NR NR 400 NR 1600 400 NR
14 27,9 P 100 NR 100 NR NR 100 NR
15 15 \Y NR NR NR NR NR NR NR
16 33,5 P NR NR NR NR NR NR NR
17 33,5 P NR NR NR NR NR 100 100
18 42,8 P NR NR 800 NR 100 800 NR
19 26,8 P NR NR NR NR NR 100 NR
20 30,4 P NR 100 200 NR NR 200 NR
21 38 P NR NR 200 NR NR 200 NR
22 62,2 P NR NR NR NR NR NR NR
23 24,6 P NR NR NR NR NR 100 200
24 35,3 P NR NR NR 100 NR 200 NR
25 43,8 P NR NR NR NR NR 100 100
26 35,5 P NR NR NR NR NR NR NR
27 42,7 P NR NR NR NR NR 200 NR
28 22,7 P NR NR NR NR NR NR NR
29 40,7 P NR NR 200 NR NR 100 NR
30 45,7 V NR NR 100 NR NR NR NR
31 40,8 P NR NR NR NR NR 100 NR
32 31,8 P NR NR NR NR NR NR 100
33 36,3 P NR NR NR NR NR NR NR
34 57,4 V NR NR 200 NR NR 200 NR
35 53,8 P NR NR NR NR NR 200 NR
36 34,7 P NR NR NR NR NR 400 NR
37 27,5 P NR NR 400 NR 200 200 NR
38 36 P NR NR 400 NR NR 200 NR
39 19,9 P NR NR NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni), Po (Pomona), Pyr (Pyrogenes), H (Hardjo),

Wo (Wolffi), Praj (Hardjoprajitino), Gua (Guariura). P=Prenhe, V= Vazia,

NR= N&o reagente, Producé&o em litros de leite.
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Quadro 18 - Distribuicdo dos resultados (Mo 9), para o grupo de animais

soronegativos de acordo com producédo e prenhez (G-1).

15/05/2019. Momento 9: Animais soronegativos no momento inicial.

Animal |Produc¢do| Prenhez Co Ict Po Pyr Praj Gua
1 42,5 P NR NR NR NR NR NR
2 51,6 P NR NR NR 100 400 NR
3 29,2 P NR NR NR NR NR NR
4 60,2 P NR NR NR NR NR NR
5 28,7 P 400 NR 400 400 400 NR
6 10,6 P NR NR 200 NR NR NR
7 55,7 Vv NR NR NR NR 200 NR
8 31,4 V NR NR NR NR 100 NR
9 35 P NR NR NR NR NR NR
10 27,3 P NR NR NR NR NR NR
11 37,3 P NR NR NR NR NR NR
12 35,4 P NR NR NR NR NR NR
13 37,5 P NR NR NR 100 200 NR
14 17,3 P NR NR NR NR NR NR
15 61,2 Vv NR NR NR NR NR NR
16 9,2 P NR NR NR NR NR NR
17 31,2 Vv NR NR NR NR NR NR
18 38 P NR NR NR NR NR NR
19 13,8 P NR NR NR 200 200 NR
20 17,4 P 100 NR 200 100 100 NR
21 15,2 P NR NR NR 200 NR NR
22 23,2 P NR NR NR 100 100 200
23 (6] Vv NR NR NR 100 200 NR
24 27,7 P NR NR NR NR NR NR
25 27,8 P NR NR NR NR NR NR
26 26,8 P NR NR NR NR 100 NR
27 47,5 P NR NR NR NR NR NR
28 50 Vv NR NR NR NR NR NR
29 32,1 P NR NR 400 200 NR NR
30 21,3 P NR NR NR NR 200 200
31 31,4 P NR NR NR NR NR 200
32 25,4 P NR NR NR 100 NR NR
33 35,9 P NR NR NR NR NR NR
34 (0] Vv NR NR NR NR NR NR
35 40,9 P NR NR NR 100 NR NR
36 47,8 Vv NR NR NR 200 NR NR
37 39,3 P NR NR NR 100 NR NR
38 36,3 P NR NR NR 100 NR NR
39 26,4 P NR NR NR NR NR NR
40 25,3 P NR NR NR NR NR 100
41 19,9 P NR NR NR NR 200 NR
42 38,6 P NR NR NR 200 NR NR
43 21,9 P NR NR NR 200 NR NR
44 27,1 P NR NR NR NR NR NR
45 34,4 P NR NR 200 NR NR NR
46 28,9 P NR NR NR 100 NR NR
47 26,8 P NR NR NR NR NR NR
48 43,5 P NR NR NR NR NR NR
49 27,3 P NR NR NR NR NR NR

Legenda: Co (Copenhageni),

(Pyrogenes), Praj

Ict (Icterohamorrhagiae),Po (Pomona), Pyr
(Hardjoprajitino), Gua (Guariura). P=Prenhe, V= Vazia,
NR= N&o reagente, Producé&o em litros de leite.
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5 ABSTRACT

6 Leptospirosis is a zoonosis caused by spirochetes of the genus Leptospira. It has a

7 worldwide distribution with greater occurrence in tropical and subtropical countries. It is en-

8 demic in Brazil. It affects domestic, wild and production animals. The goal of this study was to

9 assess dairy herd productive and reproductive indexes on a monthly basis by serologically
10 monitoring the infection dynamics on two experimental groups: one with animals with negative
11 results at study onset (G-1) and another with animals tested positive for at least one leptospira
12 serovar (G-2). The serum microscopic agglutination test (MAT) was employed. Animals with
13  titer equal to or greater than 100 IU were considered reactive. Animals were evaluated for pro-
14  ductive and reproductive indexes based on data provided by the dairy’s IT system. Blood was
15 collected from all animals in both groups once a month for nine months. Analysis showed inter-
16  ference between animals seroreactive to leptospirosis and both milk production and number of
17  pregnancies for G-2 at collection moments 3, 4, 5, 6, 7 and 9 whereas for G-1 the same indexes
18 showed decrease only in the 5" and 9" study months. The most prevalent serovars were
19 Hardjoprajitino 59.5%, Pyrogenes 21.04%, Pomona 11.07%, Wollfi 11.07%, Hardjo 8.78%,
20 Guaricura 6.55%, Copenhageni 5.09%, Icterohaemorrhagiae 1.11%, and Ctg 0.83%. Serovar

21 Hardjoprajitino showed a relationship with herd milk production decrease.
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Introduction

Leptospirosis is a worldwide bacterial zoonosis showing greater occurrence in tropical
and subtropical countries. It is transmitted mainly through direct contact with animals or urine
but can also be acquired indirectly by ingesting contaminated water or food. The disease is typi-
cally occupational affecting particularly farmers, slaughterhouse workers, veterinarians and

their co-workers (Veronesi and Focacia, 2015).

Leptospirosis brings economic loss to cattle raisers as it causes reproductive disturb-
ances like abortion or infertility. It is considered a reproductive system disease (Lilembaum and
Martins, 2014). Clinical signs can be chronic such as abortion, mainly at the pregnancy’s middle
third, around the fifth month, estrus repetition and stillbirths as well as placental retention not
always occuring. It can cause agalactia or decrease in milk production as well as infection of

young calves. (Genovez, 2016).

Cattle are the main reservoirs of serovars Hardjo (Ellis, 2015) and others such as Po-
mona and Grippotyphosa (Vasconcellos et al., 2012). They are the preferential hosts of serovar
Hardjo. Serovar Hardjoprajitino is responsible for decreases in cattle milk production and con-
ception rates (Anderson, 2007) and serovar Hardjobovis is associated with reproductive failures

(Grooms, 2006; Lilenbaum and Martins, 2014).

The main serovars found in Brazil are Hardjo, Wolffi, Pomona, Grippotyphosa, Ic-
terohaemorrhagiae (Genovez, 2016). There is a prevalence of serovar Hardjoprajitino, also pre-
sent in commercial vaccines. However, as with other domestic mammals, cattle can be infected
by any pathogenic serovar (Castro et al., 2008). Despite some degree of agent species selectivi-

ty, the disease is not serovar-specific.

Considering the impact of leptospirosis on cattle breeding as well as its effects on hu-
man and animal health, the present study was proposed with the goal of evaluating the conse-
quences of leptospiral infection on the pregnancy and milk production rates of a confined dairy

cattle herd with respect to the serological response to 16 serovars of Leptospira spp., of im-



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

portance for herbivores, during 9 months, having it associated with productive, referring to milk
production, and reproductive, referring to pregnancy rate, indexes as well as monitoring lepto-
spiral infection evolution in two groups set up and kept under similar conditions, one with ani-
mals serologically positive for at least one of the evaluated serovars and another, the control
group, with animals serologically negative at study onset, the results thereof compared vis-a-vis

the studied variables.

Materials and methods

With owner’s consent secured, the study took place in a dairy property the authors
were familiar with. These premises were selected due to the permanent availability of veterinary
assistance and the authors’ good understanding of its zoosanitary practices. The dairy is a
fenced property capable of animal self-replacement, located in the central region of the State of
S&o Paulo, Brazil. Its stock counts 750 animals of which about 400 are of high genetic lineage,
pure origin Black and White Dutch lactating cows kept in a semi-confinement system and
milked three times a day. The production system is completely computerized, allowing data to
be obtained on a monthly basis to evaluate the individual and herd productive and reproductive

indexes. Milking is carried out with the help of a carousel-type parlor.

Animals are vaccinated against IBR, BVD, brucellosis and leptospirosis one week be-
fore dry-off, approximately 60 days before parturition, and receive a second shot 30 days later.
Lactating cows are vaccinated between 120 to 128, 270 to 278 and 420 to 428 days of the lacta-

tion cycle.

The experimental groups were formed spliting 202 lactating animals in two groups.
One group had 50 animals with non-reactive results to anti-leptospiral antibodies (G-1) while
the other has 50 sera reactive animals with a microscopic agglutination test (MAT) titre > 100
IU for at least one Leptospira serovar (G-2). G-2 was reduced to 39 animals by the end of the

study as 11 were discarded by the owner during the experimental period. Both groups were set
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up with animals picked at the beginning of their lactation cycles affording longer monitoring

times within their milk production periods.

G-1 and G-2 Blood samples were collected monthly for 9 months by mammary vein
puncture to assess herd infection dynamics. In order to diagnose infection, MAT were per-
formed employing live antigens from 16 serovars belonging to 10 serogroups: serovar Bratisla-
va (serogroup Australis); Castellonis (Ballum); Canicola (Canicola); Djasiman (Djasiman);
Grippotyphosa (Grippotyphosa); Copenhageni, Icterohaemorrhagiae (lcterohaemorrhagiae);
Pomona (Pomona); Pyrogenes (Pyrogenes); Tarassovi (Shermani); Guaricura, Hardjobovis,

Hardjo CTG, Hardjoprajitono, Mini, Wolffi (Sejroe). The titre cut-off point was 100 IU.

Production indexes, such as the monthly average of milk production in liters, as well
as reproductive factors such as interval between birth and conception, conception rate at the first
service, conception rate in all services, services per conception, age at first delivery and number

of lactations were evaluated from each animal’s history obtained from the dairy’s database.

The results of this longitudinal observational study were analyzed by evaluating the
relationship between infection by Leptospira spp and the productive and reproductive parame-
ters of cows. Regarding milk production, every month the corresponding milk output log10 was
computed and used first to compute the area under the curve (AUC) for each animal and then

the mean and standard deviation.

MAT serovar positivity at the diverse moments was established by means of descrip-
tive statistics where positivity percentages represented the frequency distribution of occurrenc-
es. Association of pregnancy to reactive serovar for the two groups in the different moments
was carried out with the Goodman association test for contrast between and within multinomin-
ial populations (Goodman, 1964, 1965) with significance indicated by lowercase and uppercase
Latin letters. Milk production comparison for reacting serovar for each moment was done by
independent samples Student’s t-test (Norman and Streiner, 2008). Statistical results were dis-

cussed at the 5% significance level.
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Results

In 238 group independent blood samples (67.42%) responded to only one serovar with
Hardjoprajitino prevalence. In 29 samples (8.51%) Pomona, in 41 (11.6%), Pyrogenes and
Wolffi in 18 (5.09%). When two serovars were found, there was again a predominance of the
Harjoprajitino serovar in 96 samples (41.9%), Pyrogenes in 53 (23.1%), Pomona in 20 (8.73%),
Wolffi in 16 (6.98%), Hardjobovis in 18 (7.8%) and Guaricura in 13 (5.67%). For three
serovars, Hardjoprajitino predominated in 25 samples (25.7%), Pyrogenes in 21 (21.6%), Wolffi
in 15 (15.40%), Pomona in 12 (12.37%), Copenhageni in 9 (9.27%), Guaricura in 6 (6.18%) and
Hardjobovis in 5 (5.15%). For four serovars, Hardjoprajitino was again prevalent in 18 (22.7%)
of the samples, Pyrogenes in 15 (18.9%), Pomona and Wolffi in 9 each (11.3%), Copenhageni
in 11 (13.9%), Hardjobovis in 7 (8.86%), Guaricura in 5 (6.32%) and CTG in 3 with (3.79%).
For five serovars, Hardjoprajitino predominated in 3 samples (25%), each of Pyrogenes, Copen-
hageni and Pomona in 2 (16.6%), each of Wolffi, Hardjobovis and Guaricura in 1 sample
(8.3%). The most frequent serovars were Hardjoprajitino, Pyrogenes, Pomona and Wolffi.
These were also prevalent as co-agglutinants for serovars Copenhageni, Guaricura and
Hadjobovis with respect to the same serogroup. The large number of serovars with cross-

reactions or co-agglutination is noteworthy.

Figure 1 refers to the 39 animals seroreactive at the first collection (G-2) which re-

mained in the study and shared the same environment with those in G-1.

Figure 2 summarizes the pregnancy results and the positive percentage of serovars at
each moment, also in G-2. Pregnancy rates decreases can be observed at moment 3 with 76.9%,

moment 4 with 74.3%, moment 5 with 76.9% and moment 8 with 79.4% of pregnancy.
G-2 milk production in liters of milk can be seen for different moments in Figure 3.

Table 1 summarizes the results respective of the number of animals, pregnancy in per-

centage and production in liters of milk at time 2 in G-2.
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Serovar Hardjoprajitino was detected at the moment 6 in 18 animals (46.1%), Pyro-
genes in 13 (33.3%), Pomona in 9 animals (23%) and Hardjo in 6 animals (15.3%), when de-

creases in milk production and fertility were observed for infection by the Hardjo serovar, G-2.

Figure 4 shows a serovar Hardjoprajitino participation of 69.2% in moment 8, 64.1%
in moment 9 and 41% in moment 7, all in G-2. Variation among seroprevalence percentages at

those moments can be seen for the various serovars.

Moment 9 (Figure 4) had a higher seroprevalence of serovars Hardjoprajitino in 25 an-
imals (64.1%), Pyrogenes in 17 (43.5%), Guaricura in 7 (17.9%), Wolffi in 4 (10.2 %), Copen-

hageni in 3 (7.6%), Pomona in 2 (5.1%), Hardjo in 1 (2.5%) in G-2.

Figure 5 shows a decrease of pregnancy rates in G-1 at moment 5 which may be relat-
ed to positivity for serovar Hardjoprajitino. On the other hand, Figure 6 illustrates G-1 milk
production at different times, showing a decrease in milk production at moments 5, 7, 8 and 9
which may be related to calving times. As a matter of fact, despite attempts to start the experi-
ment with groups as homogeneous as possible, delivery times varied and some animals possibly
found themselves in more advanced lactation stages of lactation thus interfering with the

group’s overall production.

Table 2 shows all the serovars as percentages, at moment 2 for G-1. The preghancy
rate was 87.7% and the milk production 1,963.8 liters. Comparing these pregnancy rates and
milk production with those for G-2, both pregnancy rate and milk production is higher for G-1
at the study onset probably due to lower infection rates of serovars such as Hardjoprajitino in G-

1.

At moment 3, G-1, serovar Hardjoprajitino was found in 21 animals (42.8%), Pyro-
genes in 12 (24.4%), Pomona in 9 (18.3%), Wolffi in 7 (14.2%), Copenhageni in 5 (10.2%) and
Icterohaemorrhagiae in 2 (4.08%) with a pregnancy rate of 89.7% and milk production of
1,906.8 liters. Hardjoprajitino remained the most frequent serovar with a slight increase when
compared to Mo 2. As mentioned for Mo 2, pregnancy rates and milk production were also

higher when compared to the earlier moments, for G-2, where serological response with varia-
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ble antibody titers for one or more leptospiral serovars were present at study onset. Such obser-
vation reinforces the importance especially of the serovar Hardjoprajitino to the productive and

reproductive aspects of dairy cattle, the focus of the present study.

Figure 7 illustrates the dynamics of antibodies titres regarding the Hardjoprajitino
serovar with 59.1%, 55.1% and 46.9% positivity thus confirming the relevance of this serovar
for cattle. The participation of serovar Pyrogenes among the serovars that stand out at different

times is noteworthy.

At moment 4 for G-1, serovar Hardjoprajitino was obtained in 29 animals (59.1%),
Pyrogenes in 5 (10.2%), Pomona in 4 (8.16%), Hardjo in 4 (8.16%), Wolffi in 3 (6.12%),
Guaricura in 2 (4.08%), Copenhageni in 2 (4.08%), Castellonis in 1 (2.04%). The pregnhancy
rate was 89.7%, and milk production 1,872 liters of milk. There was a slight decrease in milk

production but the pregnancy rate was the same as for the previous month (Mo 3).

Table 3 summarizes the G-1 results for moment 5. The pregnancy rate was 75.5%, and
milk production volume 1,738 liters. There was a decrease in productive and reproductive in-
dexes with a decrease in pregnancy rate and milk production when compared to previous mo-

ments.

Reagent serovars in G-1, moment 6, were Hardjoprajitino in 23 animals (46.9%), Py-
rogenes in 8 (16.3%), Pomona in 8 (16.3%), Wolffi in 6 (12.24%), Hardjo in 3 (6.12%), and
Copenhageni in 1 (2.04%), with a pregnancy rate of 83.6% and a milk productionn volume of
1,840 liters of milk. There was a decrease in the seroprevalence of Hardjoprajitino from 55.1%
to 46.9% and consequently increases in pregnancy rate from 75.5% to 83.6% and in milk pro-

duction from 1,737.8 to 1,840 liters of milk.

Figure 8 illustrates the dynamics of the response to serovars, in Mo 7, 8 and 9. There
are differences among the various moments, seroprevalence oscillating, which is possible since
the animals shared the same environment exposing themselves to animal-maintained and envi-

ronment serovars.
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At moment 7 in G-1, serovar Hardjoprajitino can be observed in 7 animals (14.2%),
Pyrogenes in 8 (16.3%), Wolffi in 6 (12.2%), Copenhageni in 3 (6.12%), Pomona in 1 (2.04%),
with a pregnancy rate of 87.7%, and milk production of 1,738 liters of milk. Despite the lower
response to serovar Hardjoprajitino, there was an increase in the pregnancy rate but a decrease
in milk production in comparison to moment 6. At this moment there was no response to
serovar Hadjobovis. For this same group, in moment 8, serovar Hardjoprajitino was detected in
22 (44.8%), Pyrogenes in 9 (18.3%), both Guaricura and Hardjo in 6 (12.24%), Ctg in 5
(10.2%), Wolffi, Pomona and Icterohaemorrhagiae in 1 (2.04%) each. The pregnancy rate was
89.7% and milk production volume 1,620 liters of milk. There was an increase in the response
to serovar Hardjoprajitino, from 16.3% to 44.8% and the serovar Hardjobovis, not found at
moment 7, appears in 12.24% which must have influenced the decrease in milk production from

1,738 to 1,620 liters, despite pregnancy rate showing a slight increase from 87.79% to 89.7%.

Table 4 summarizes the most frequent serovars for moment 9, with a pregnancy rate
of 81.6% and a milk production volume of 1,519 liters. A decrease in the response to serovar
Hardjoprajitino as well as a lack of response to serovar Hardjobovis were observed. There was
also a decrease in pregnancy rate and milk production despite the lower response to the serovar
Hadjoprajitino, a reduction from 44.8% to 24.4% at moments 8 and 9, and the non-response to
serovar Hadjobovis at that moment. Regarding the decrease in milk production also seen in G-1,
it should be noted that many animals might have been in an advanced stage, near the end of

lactation with a consequential decrease in milk production, which was also observed in G-2.

Figure 9 shows the percentage of response to serovars from Mo 1 to Mo 9 with greater
prevalence of serovars Hardjoprajitino, Pyrogenes and Pomona. Regarding the 49 animals in
group G-1, Figure 10 shows the average prevalence of serovars, the decrease in productivity in
G-2 at moments 4, 5, 6, 7 and 9 and in G-1 at moments 5 and 9. There was a decrease in the

pregnancy rate at moments 3, 4, 5, 6, 8 in group G-2 and at moments 5 and 9 in group G-1.
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Discussion

Where of response to a single serovar, which occurred in 238 samples, serovar
Hardjoprajitino was obtained in 67.4%. Pyrogenes in 41 (11.6%), Pomona in 29 (8.51%) and
Wolffi in 18 (5.09%). Hardjo is the serovar most commonly found in cattle, the species consid-
ered its primary maintenance host (Ellis, 2015). Serologically identical but genetically distinct
types of serovars Hardjo exist: L. interrogans, serovar Hardjo, type Hardjoprajitno and L.
borgpetersenii, serovar Hardjo, type Hardjobovis (Cabral-Pires et al., 2018). The chief cattle
infectant serovars are Hardjo, Pomona, Gripptyphosa, Icterohaemorrhagiae, Wolffi and Canico-
la (Mughini-Gras et al., 2014). These were found in the present study at different times with

varied percentages both in G-1 and in G-2.

Results show that the serovars are practically the same, seroprevalence varying in both
groups with G-2 displaying the greatest differences for most serovars. This shows the im-
portance of environmental contamination and indirect transmission, mainly by water and food.
According to Langoni et. al (2000), the environment is known to play an important role in main-

taining leptospires in the property.

Serovars Bratislava, Djasiman, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae, Pomona and
Tarassovi are considered incidental in cattle and indirect transmission is associated with contact
with an environment contaminated by leptospires mainly from wild species or other domestic
species (Castro et al. , 2008). On the other hand, serovars Pomona, Grippotyphosa and Ictero-
haemorrhagiae are frequently identified in incidental infections in cattle and their transmission
related to pigs, rodents and wild animals (Ellis, 2015; Delooz et al., 2018). Bovines can host

incidental serovars for an uncertain period (Pinto et al., 2017).

Serovar Hardjoprajitino is responsible for decreases in cattle milk production
and conception rates. Also commonly found in pigs, Wolffi is antigenically similar to Hardjo
and cause of reproductive disorders and abortions in wild animals and therefore a source of
environmental contamination. Serovar Pyrogenes is frequently found in Rattus norvegicus and

can be considered an incidental contaminant for cattle (Anderson, 2007). Infection by
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Hardjobovis is frequently observed in cattle in several countries in subclinical forms associated
to abortion, while serovar Hardjoprajitno, found in some countries, is characterized as more
pathogenic and leading to reductions in milk production and reproductive problems (Ellis ,

1994).

Serovars Hardjobovis and Hardjoprajitino are adapted to cattle and cause the
reproductive and the sudden milk production decrease syndromes. The first is related to serovar
Hardjobovis and is characterized by miscarriage, stillbirths, infertility and weak calves. The
latter is due to serovar Hardjoprajitino, characterized by udder flaccidity and a sudden decrease
in milk production lasting from 2 to 10 days with changes in its consistency and colostrum

(Faine et al., 2000).

Where response was observed for two serovars, the predominance of Hardjop-
rajitino serovars in 96 of the samples (41.9%), Pyrogenes 53 samples (23.1%), Pomona 20 sam-
ples (8.73%), Hardjobovis 18 samples (7.8%), Wolffi 16 samples (6.78%) and Guaricura in 13
samples (5.67%) was noted. The serological response can be influenced by the cross-detection
between serovars of the same serogroup. Serovars Pomona, Grippotyphosa and Icterohaemor-
rhagiae are frequently identified in incidental infections in cattle and their transmission is relat-

ed to pigs, rodents and wild animals (Ellis, 2015; Delooz et al., 2018).

Predominance of Hardjoprajitino serovars with 25 samples (25.7%), Pyrogenes 21
(21.6%), Pomona 12 (12.37%), Wolffi 15 (15.4%), Copenhageni 9 (9.27%), Guaricura 6
(6.18%) and Hardjobovis 5 (5.15%) samples was noted. Cattle is considered maintenance host
for serovars Hardjoprajitno and Hardjobovis which are transmitted by urine associated with
reproductive failures (Grooms, 2006; Lilenbaum and Martins, 2014). Cross-reactions occur
between different serogroups, mainly in the acute phase of the disease (Rentko, 1992; Faine et
al., 2000). The serovar Icterohaemorrhagiae found in the present study falls within the One
Health concept mainly due to the presence of rodents (Ferreira et al. , 2017). On the other hand,
participation of serovar Pyrogenes among the serovars that stand out at different times is high-

lighted in G-1 for moments 4, 5 and 6. According to Lenharo et al. (2012), this serovar is com-
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monly found in wild mammals and these can act as sources of soil contamination and animal

infection.

Pregnancy decreased at moments 3, 4, 5, 6 and 8 in G-2 and at moments 5 and 9 in
group G-1. In a study with 25 dairy herds, totaling 500 cows, 32% of the herds were positive for
the Sejroe serogroup. Of the 500 cows studied, 48 (9.6%) were sera reactive, 38 (7.6%) with
400 IU titers and 10 (2%) > 800 IU. Estrus repetition was the most reported reproductive prob-
lem and strongly associated with leptospirosis (Libonati et al., 2018). Milk production decreased

in G-2 at moments 4, 5, 6, 7 and 9 and in G-1 at moments 5 and 9.

Seroprevalence, milk production and pregnancy rate are influenced by environmental
contamination from animal urine, particularly regarding serovar Hardjo. This serovar decreases
fertility, while Hardjoprajitino is related to milk production, which is in line with the reduction
in liters of milk at moment 6 (Ellis, 1994). Increased rainfall contributes to the spread of the
agent in both groups. This is a relevant aspect to be considered in zoo-sanitary management in
relation to bovine leptospirosis since the environment has an important role in the chain of
transmission of the disease (Langoni et al., 2000). The triad is thus complete: animal, infectious
agent and environment plus human involvement which characterizes the idea of One Health

since the disease is common to humans and animals.

With regard to the animals in G-2 and the production of liters of milk, there is a de-
crease at moment 6, in February, moment 7 in March and moment 9 in May. The lower milk
production in these months may be related to the greater environmental contamination by lep-

spiras and therefore a reduction in output, possibly influenced by serovar Hardjoprajitino.

Pregnancy rates at Mo 5 were 75.5% in G-1 and 76.9% in G-2. Although figures were
close, G-2 saw a slight increase. Milk production decreased in both groups. Preganancy rates
and milk production are probably related to infection by serovar Hardjoprajitino. Rainfall in-
creased significantly in October, November, December, January and February possibly favoring

cross-contamination between the two groups.
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The dog is the natural host of serovar Canicola and the brown rat (Rattus norvegicus)
of serovars Icterohemorrhagiae, Copenhageni and Pyrogenes. Serovar Pomona has pigs, cattle
and possums as its natural hosts while Grippotyphosa is found in the kidneys of wild animals
such as rats, hares, martens and hamsters (Hagiwara, 2003). These animals can be sources of

cattle infection (Genovez, 2016).

Hardjoprajitino is the serovar prevalent in cattle and responsible for decreased milk
production and pregnancy rates, a fact observed in the present study. Pomona and Wolffi are
adapted to swine and bovine species but Wolffi is frequently found in pigs and can also cause
abortion in the final third of gestation, birth of weak fetuses and decreased conception rates

(Ferreiraetal., 2017).

Serovars Hardjoprajitino and Hardjo are the ones most frequently found in cat-
tle and may cause productive and reproductive disorders (Faine et al., 2000). While Pomona is
most commonly found in swine, to which it is adapted, it may infect cattle. Serovar Pyrogenes is
found in the Rattus norvegicus species, implying a potential for environmental contamination.
Rodent control and site management measures like waste removal and swamp land drainage are
biosafety measures for preventing the spread of this serovar. Despite low at the studied mo-
ments, the occurrence of serovar Icterohamorrhagiae should be noted and its adaptation to the

rodent species stressed (Vasconcelos et al., 2012; Langoni et al., 2000).

In order to investigate the effects of rainfall on leptospira infection in cattle, 582 ani-
mals were selected and samples from 362 of these collected in the rainy season and from 220 in
the dry season. In the rainy season, seropositivity to MAT was 43.6% (158/362) and in the dry
season 31.8% (70/220). The Sejroe serogroup predominated (54.8%; n = 125/228), the Javanica
serogroup (16.2%; n = 37/228), Icterohaemorrhagiae (7.5%; n = 17/228) and Tarassovi (7.0%; n
= 16/228). Seropositivity for incidental serogroups was more frequent in the rainy season
(50.0%) than in the dry season (34.3%; p < 0.0001) (Correia et al., 2017), reinforcing the envi-

ronmental aspects of leptospirosis maintenance in cattle herds.
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Reproductive failures such as early embryonic loss and consequent estrus repetition
are increasingly associated with leptospiral infection. Although these failures are frequently
associated with several factors, two studies with cattle revealed a strong association of estrus
repetition with seroreactivity for the serogroup Sejroe (Mori et al., 2017; Libonati et al., 2018).
Contrary to the results obtained, according to Faine et al. (2000) Hardjoprajitino is associated

with decreases in milk production.

In the present study a greater participation of the serovar Hardjoprajitino, serogroup
Sejroe, was also observed however the correlation between milk production and pregnancy rates
in both G-1 and G-2 had no statistical significance with p> 0.05. A limiting aspect is the impos-
sibility of comparing the results of both the dynamics of antibodies and those of milk production
and pregnancy rate, as in the present study, since no similar research with two groups of animals
living under the same environmental and management conditions on the same property can be

found in the literature.

Although in the present study there was no statistical association (p> 0.05) between
milk production and seropositivity in both groups, except for the months of May and August,
which may be associated with a drop in temperature, when results were analyzed for each
groups separately, G-1 showed a decrease in pregnancy rate at moments 5, 6, 7, 8 and 9 and in
milk production at moments 5, 6, 7, 8 and 9, related to January (Mo 5) 161.6 mm (Ciagro —
Centro Integrado de Informacdes Agrometeoroldgicas) and February (Mo 6) 363.3 mm rainfall.
Those were months of high rainfall favoring environmental contamination. In G-2 the pregnan-
cy rate decreased at moments 2, 3, 4, 5, 6, 7 and 8, October (Mo 2) 234.4 mm, November (Mo
3) 135.2 mm, December (Mo 4) 137.8 mm, January (Mo 5) 161.6 mm and February (Mo 6)

363.3 mm, all months with high rainfall. Productivity decreased at moments 4, 5, 6, 7 and 9.

There was no statistical association between pregnancy rate and seropositivity, p>
0.05 in either group. There was also no statistical association (p> 0.05) between milk production
and positivity in either group except in May and August, when there was a decrease in milk

production which may be related to food management, temperature drop and health of the
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mammary gland as a result of probable cases of mastitis. The property carrying out somatic cell
counting (SCC) of milk samples from the expansion tank but not from individual animals was a

limiting factor.

According to Ellis (2015), bovine leptospirosis is most often caused by strains adapted
from serogroup Sejroe. In these cases, disease acute phase may be subclinical except for infec-
tions in lactating cows where agalactia may occur. Clinical cases are less frequent and can rep-
resent outbreaks, the disease then characterized by abortions at any time during preghancy
(Draghi et al., 2011; Varni et al., 2016), albeit more frequent in the average period of pregnancy

(Genovez, 2016).

Seropositivity for leptospira and clinical cases of leptospirosis are often associated
with environmental risk factors, such as rain and floods (Desvars et al., 2011). For the Sejroe
serogroup, specifically the Hardjo genotypes, adapted to cattle, direct animal-to-animal trans-
mission is more common than indirect transmission from environmental contamination. On the
other hand, infections by incidental serovars by serogroup Icterohaemorrhagiae or Pomona lead
to renal excretion. Transmission in incidental infections is more dependent on the presence of

other host species and environmental factors, especially accumulated water (Ellis, 2015).

Research on leptospiral DNA in the vaginal secretion of apparently asymptomatic
cows reinforces the belief that in addition to environmental contamination infection can occur
from female to male through vaginal discharges and secretions during natural mating (Loureiro
etal., 2017). This can hamper control programs by maintaining infection and disease endemic in

the property.

For the Copenhageni, Pomona, Wolffi and Prajitino serovars, frequency of positive ti-
ters greater than 800 IU was significant, with p <0.05, in the comparison of positive reagent
greater than negative reagent. Cattle infected with adapted strains, including those related to
cases of agent isolation (Libonati et al., 2017) in the property, often have low antibody titers

(Nally et al., 2018).
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Although leptospires can be detected in the urine of cattle infected with adapted
strains (Nally et al., 2018), leptospiruria is intermittent and not very intense (Ellis, 2015; Rocha
et al., 2018). Serovars Pomona, Grippotyphosa and Icterohaemorrhagiae are frequently identi-
fied in incidental infections in cattle and their transmission is related to pigs, rodents and wild

animals (Ellis, 2015; Delooz et al., 2018).

Infection transmission by incidental serovars is more dependent on the presence of
other host species and environmental factors. A high percentage of isolation of the serovar
Hardjo from the genital tract of cows is emphasized, suggesting tropism for that region (Ellis et
al., 1986). Also, according to Ellis (2015), as previously mentioned, the genotypes of Hardjo

serovars are adapted to cattle and associated with the chronic reproductive form of leptospirosis.

The farm where the present study was developed carries out vaccination against lepto-
spirosis every four months and elevated titers such as 800 1U, 1600 IU and 3200 IU were found.
In vaccinated cattle, post-vaccination IgM and IgG titers are low (between 100 and 400) and
transient between four to six months after vaccination (Genovez, 2016). This fact reinforces the

possibility of the higher titers having been produced in response to infection.

With regard to milk production and pregnancy rates, Ellis (1994) demonstrated rela-
tionship with serovar Hardjoprajiino, a result also found in the present study which corroborates
the findings of reductions in milk production and pregnancy rates at the moments when
Hardjoprajiino was the most detected serovar. Comparative discussion regarding data from the
literature in similar studies is hindered due to the scarcity of research on infection dynamics
with different groups of animals. The present study showed that the several serovars are main-
tained in the two groups of animals (G-1) and (G-2), that seroprevalence is also variable, and
that some serovars show greater importance in these groups. It can also be observed that milk
production and pregnancy rates decreased at those moments when the frequency of a given

serovar, like Hardjobovis, increased.
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Conclusions

The serovars were practically the same, seroprevalence varying among the animals of
the two groups, most of them showing greater variations in G-2, indicating possible environ-

mental contamination and indirect transmission especially through water and food.

Seroprevalence, milk production and pregnancy rates were influenced by the contami-
nation of animals in the environment as well as by the increase in rainfall levels and the possi-
bility of leptospires in the urine of infected animals, considering the two groups G-1 and G-2,
and the serovar Hardjoprajitino was the most prevalent, 36% in G-1 and 59.5% in G-2, showing

a relationship between positivity and decreases in milk production.
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FIGURE LABELS

Figure 1

Serovars, sera-reactive animals from the onset (G2), in %, at moments (Mo) 1, 2 and 3.
Figure 2

Pregnancy, sera-reactive animals from the onset (G-2) and moments (Mo) in %.

% porcentagem = % percentage

prenhez = pregnhancy

Figure 3

Milk production (liters), in sera-reactive animals from the onset (G-2), at moments 1 to 9.
Litros de leite = Liters of milk

Producédo = Production

Figure 4

Serovars, sera-reactive animals in % (moments 7, 8 and 9), Animals in G-2

Figure 5

Preganacy in %, in animals in Group G-1, seranegative, from the study onset and moments
(Mo)

% porcentagem = % percentage

prenhez = preghancy

Figure 6

Milk production (liters) in seranegative animals at study onset (G-1) and collection moments.

Litros de leite = Liters of milk
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Figure 7

Serovars, animals in G-1 in %, moments 4, 5 and 6

Figure 8

Serovars, animals in G-1 in %, at moments 7, 8 and 9

Figure 9

Sera-reactive means in %, in animals in G-2, at moments 1 to 9
% porcentagem = % percentage

Figure 10

Sera-reactive means in %, in animals in G-1, at moments 1 to 9

% porcentagem = % percentage

FIGURE CAPTIONS

Figure 1

Figure 1 - Distribution of results at the study onset (moments 1, 2 and 3) for the G-2 group,

according to milk production and pregnancy.

Praj=Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni,
Ict=Icterohaemorrhagiae, Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min=Mini.

Figure 2

Figure 2 - Dynamics of the result of pregnancy rates in the G-2 group, at moments (Mo 1) to
(Mo 9).

Figure 3

Figure 3 - Dynamics of milk production in liters, in the group of sera-reactive animals (G-2),
from Mo 1 to Mo 9.

Figure 4

Figure 4 - Kinetics (dynamics) of G-2 antibody titers expression, compared to observation mo-
ments 7, 8 and 9.
Praj = Hardjoprajitino, Po = Pomona, Wo = Wolffi, Pyr = Pyrogenes, H = Hardjo, Co = Copen-

hageni, Ict = Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg, Gua = Guaricura, Min = Mini.
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Figure 5

Figure 5 - Dynamics of the pregnancy rate in the G-1 group, from the initial moment Mo 1 to
Mo 9.

Figure 6

Figure 6 - Dynamics of milk production in liters in the G-1 group, from the initial Mo to Mo 9.

Figure 7

Figure 7 - Kinetics (dynamics) of G-1 antibody titre expression at observation moments 4, 5 and
6.

Praj = Hardjoprajitino, Po = Pomona, Wo = Wolffi, Pyr = Pyrogenes, H = Hardjo, Co = Copen-
hageni, Ict = Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg, Gua = Guaricura, Min = Mini, Ca = Castellonis.
Figure 8

Figure 8 - Kinetics (dynamics) of G-1 antibody titre expression at observation moments 7, 8 and
9.

Praj = Hardjoprajitino, Po = Pomona, Wo = Wolffi, Pyr = Pyrogenes, H = Hardjo, Co = Copen-
hageni, Ict = Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg, Gua = Guaricura, Min = Mini, Ca = Castellonis.
Figure 9

Figure 9 - Mean percentage of animals in the G-2, at observation moments 1 to 9.

Praj = Hardjoprajitino, Pyr = Pyrogenes, Po = Pomona, Wo = Wolffi, H = Hardjo, Co = Copen-
hageni, Ict = Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg.

Figure 10

Figure 10 - Mean percentage of animals in the G-1, at observation moments 1 to 9.

Praj = Hardjoprajitino, Pyr = Pyrogenes, Wo = Wolffi, Po = Pomona, H = Hardjo, Ict = Ictero-
haemorrhagiae, Ctg = Ctg and Co = Copenhageni.
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Serovars, sera-reactive animals in % (moments 7, 8 and 9), Animals in G-2.
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Pregnancy in %, in animals in Group (G-1), seranegative, from the study onset and moments (Mo)
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Serovars, animals in G-1 in %, moments 4,5 and 6
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Serovars, animals in G-1in %, at moments 7, 8 and 9
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Sera-reactive means in %, in animals in G-2, at moments 1 to 9.
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Sera-reactive means in %, in animals in G-1, at moments 1 to 9.

a0% 36%

X

35% \
30%

p

r 25% \

€ 20%

e .90%

n 15%

t 7.80%

10% 5.60%

a 3.15% 3.12% 20z

g 5% ——— - 1.30% 0.88%

€ 0% : _
Praj Pyr Po Wo Co Gua H Ctg Ict

Figura 10



FIGURE CAPTIONS

Figure 1

Figure 1 - Distribution of results at the study onset (moments 1, 2 and 3) for the G-2 group, according to milk production and
pregnancy.

Praj=Hardjoprajitino, Po=Pomona, Wo=Wolffi, Pyr=Pyrogenes, H=Hardjo, Co=Copenhageni, Ict=Icterohaemorrhagiae,
Ctg=Ctg, Gua=Guaricura, Min=Mini.

Figure 2

Figure 2 - Dynamics of the result of pregnancy rates in the G-2 group, at moments (Mo 1) to (Mo 9).

Figure 3

Figure 3 - Dynamics of milk production in liters, in the group of sera-reactive animals (G-2), from Mo 1 to Mo 9.

Figure 4

Figure 4 - Kinetics (dynamics) of G-2 antibody titers expression, compared to observation moments 7, 8 and 9.

Praj = Hardjoprajitino, Po = Pomona, Wo = Wolffi, Pyr = Pyrogenes, H = Hardjo, Co = Copenhageni, Ict =
Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg, Gua = Guaricura, Min = Mini.

Figure 5

Figure 5 - Dynamics of the pregnancy rate in the G-1 group, from the initial moment Mo 1 to Mo 9.
Figure 6

Figure 6 - Dynamics of milk production in liters in the G-1 group, from the initial Mo to Mo 9.
Figure 7

Figure 7 - Kinetics (dynamics) of G-1 antibody titre expression at observation moments 4, 5 and 6.

Praj = Hardjoprajitino, Po = Pomona, Wo = Wolffi, Pyr = Pyrogenes, H = Hardjo, Co = Copenhageni, Ict =
Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg, Gua = Guaricura, Min = Mini, Ca = Castellonis.

Figure 8

Figure 8 - Kinetics (dynamics) of G-1 antibody titre expression at observation moments 7, 8 and 9.



Praj = Hardjoprajitino, Po = Pomona, Wo = Wolffi, Pyr = Pyrogenes, H = Hardjo, Co = Copenhageni, Ict =
Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg, Gua = Guaricura, Min = Mini, Ca = Castellonis.

Figure 9

Figure 9 - Mean percentage of animals in the G-2, at observation moments 1 to 9.

Praj = Hardjoprajitino, Pyr = Pyrogenes, Po = Pomona, Wo = Wolffi, H = Hardjo, Co = Copenhageni, Ict =
Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg.

Figure 10

Figure 10 - Mean percentage of animals in the G-1, at observation moments 1 to 9.

Praj = Hardjoprajitino, Pyr = Pyrogenes, Wo = Wolffi, Po = Pomona, H = Hardjo, Ict = Icterohaemorrhagiae, Ctg = Ctg and Co
= Copenhageni.
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Sera-reactive Animals (Mo 2)
serovars Count %
Hardjoprajitino 24 61,5
Pyrogenes 7 17,9
Wollfi 2 51
Pomona 2 5,1
Icterohamorrhagiae 1 2,5
Hardjo 1 2,5
Guaricura 3 7,6
Pregnancy in % 32 82
Production in liters of milk 39 1.508,3

Table 1 - Productivity of sera-reactive animals (G-2), pregnancy and production
in liters of milk, at moment 2. Results expressed as a percentage.

Sera-reactive Animals (Mo 2)
serovars Count %
Hardjoprajitino 18 36,7
Pyrogenes 4 8,16
Hardjo 1 2,04
Wolffi 1 2,04
Ctg 1 2,04
Icterohaemorrhagiae 1 2,04
Pregnancy in % 43 87,7
Production in liters of milk 49 1.963,8

Table 2 - Productivity of sera-reactive animals (G-1), pregnancy and production
in liters of milk, at moment 2. Results expressed as a percentage.

Sera-reactives Animals | (Mo 5)
serovars Count %

Hardjoprajitino 27 55,1
Pomona 7 14,2
Mini 5 10,2
Pyrogenes 3 6,12
Guaricura 1 2,04
Wolffi 1 2,04
Copenhageni 1 2,04
Pregnancy in % 37 75,5

Production in liters of milk 49 1.737,8

Table 3 - Productivity of sera-reactive animals (G-1), pregnancy and production
in liters of milk, at moment 5. Results expressed as a percentage.
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Sera-reactives Animals | (Mo 9)
serovars Count %

Hardjoprajitino 12 24,4
Pyrogenes 17 34,6
Guaricura 4 8,16
Pomona 5 10,2
Copenhageni 2 4,08
Pregnancy in % 40 81,6
Production in liters of milk 12 1.519

Table 4 - Productivity of sera-reactive animals (G-1), pregnancy and production
in liters of milk, at moment 9. Results expressed as a percentage.
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