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RESUMO

A leptospirose e neosporose sao doengas que geram grandes perdas econdmicas
na pecuaria de corte, sendo que as principais manifestacdes clinicas observadas em
rebanhos de bovinos sdo abortos, natimortos ou nascimento de bezerros fracos,
repeticido de cio e retencdo de placenta. Por isso a identificacdo dos bovinos
reagentes nos rebanhos é de suma importancia para que se tenha uma tomada de
decisdo quanto a melhor estratégia de controle. Este estudo objetivou-se verificar a
ocorréncia de anticorpos anti- Leptospira spp. e anti- Neospora Caninum em
novilhas de corte da fazenda Experimental Capim Branco localizada no municipio de
Uberlandia, Minas Gerais. Foram testadas amostras de soro sanguineo de 21
novilhas, da raca nelore que nunca receberam a vacina contra Leptospirose,
utilizando-se do teste de soroaglutinagdo microscopica em campo escuro para
deteccao de anticorpos anti- Leptospira spp e o teste de ELISA para deteccao de
anticorpos anti- Neospora Caninum. Este estudo foi dividido em duas coletas, sendo
que a primeira antecedeu a estacdo de monta e a vacinagao, e uma segunda coleta
antecedendo a estagcdo de paricdo. Obteve-se na primeira coleta 55,55% dos
animais reagentes para pelo menos um sorovar de Leptospira spp. (1:100),
enquanto que na segunda coleta 63% dos animais apresentaram reagentes para
pelo menos um sorovar (1:100). Enquanto que os resultados do teste de ELISA foi
47,61% dos animais reagentes para N. caninum e de 88,88% dos animais reagentes
para N. caninum na segunda coleta. Os resultados do exame de soroaglutinagao
microscoépica para diagnostico de Leptospirose apresentados nesta titulagao indicam
que as novilhas entraram em contato com a bactéria, e produziram anticorpos anti
Leptospira spp, mas pela titulacdo apresentada nido €& possivel afirmar que os
animais estdo com a doenga, embora os sinais clinicos de aborto, repeticao de cio e
nascimento de bezerros fracos conduzem a suspeita de doenca reprodutiva
instalada no plantel. Estes sinais clinicos podem ter sido agravados devido ao fato
dos animais se apresentaram reagentes para N. caninum, parasita que afeta o trato
reprodutivo de bovinos.

Palavras-chave: aborto; reproducao; bovinos de corte;



ABSTRACT

Leptospirosis and neosporosis are disorders capable of generating major economic
losses for the beef cattle industry; the main clinical manifestations observed in cattle
herds include abortions, stillbirths and weak calf, repeat breeding and retained
placenta. For these reasons, the positive identification of these individuals among the
cattle is important for making the most effective choices about control strategies. The
present study intended to verify the occurrence of anti-Leptospira spp. and anti-
Neospora caninum antibodies among cutting heifer on Capim Branco Experimental
Farm, located in the municipality of Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. Twenty-one
Nellore heifers, which were never submitted to leptospirosis vaccinated, had their
blood serum tested with microscopic agglutination test (MAT), intending to detect
anti-Leptospira spp. antibodies, and also with ELISA test, intending to detect anti-
Neospora caninum antibodies. The study was divided into two collects; the first one
preceded breeding season and vaccination, and the last one preceded birth season.
At the first collect, 55.55% of individuals tested positive for at least one Leptospira
spp serovar (1:100), whereas 63% tested positive at the last collect. Meanwhile,
47.61% of individuals tested by ELISA were positive for N. caninum at the first collect
and 88.88% at the last collect. The MAT results for leptospirosis diagnosis indicate
the individuals were in contact with the agent, therefore produced the anti-Leptospira
spp. antibodies, but this concentration used in the experiment does not make it
possible to establish if these individuals are carrying the actual disease, although the
clinical signs of abortion, repeat breeding and weak calf lead to the suspect of a
reproductive illness installed on the flock. Such clinical signs may be aggravated for
the presence of these anti-Leptospira spp. and anti-Neospora caninum antibodies,

considering these agents have direct effect on the reproductive tract in bovines.

Keywords: abortion; heifers; reproduction; bovines.
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1 INTRODUGAO

Sabe-se que o Brasil € um pais que apresenta grande potencial para
producao de carne e leite, entretanto, apresenta valores médios de produgao baixos,
sendo que grande parte desses valores se deve a baixa fertilidade encontrada nos
rebanhos nacionais (OLIVEIRA, 2008). Atualmente o Brasil possui mais de 218
milhées de bovinos, Minas Gerais representa aproximadamente 11% do rebanho
nacional e o pais vem se destacando como um grande exportador de carne bovina
(IBGE, 2018).

A leptospirose é uma doencga infectocontagiosa que afeta animais e
seres humanos, sendo por isso considerada uma zoonose (CORTES, 1983). Sua
ocorréncia é descrita em todo o mundo, porém possui uma maior prevaléncia
naqueles paises que estdo na zona tropical, devido as condicdbes ambientais e
climaticas serem propicias para a manutengéo e disseminagdo do agente causador
(BLENDEN, 1975).

As principais manifestacdes clinicas de leptospirose observadas em
rebanhos de bovinos sdo abortos, natimortos ou nascimento de bezerros fracos,
repeticdo de cio e retencado de placenta, representando uma grande perda
econdmica (YAEGER e HOLLER, 2007).

A neosporose bovina é uma doenca de origem parasitaria, causada
pelo protozoario Neospora caninum, que gera grande impacto econémico devido aos
sinais clinicos apresentados, sendo o aborto o de maior relevancia. A via de
transmissao vertical (transplacentaria) € a principal forma de infeccao do rebanho,
responsavel pela persisténcia do N. caninum no plantel (DIAS et al., 2014).

Objetivou-se avaliar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira spp e
anti- Neospora Caninum em novilhas nelore da fazenda experimental Capim Branco
da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia, e
comparar com indices reprodutivos, a fim de diagnosticar esta enfermidade, e
sugerir agdes para melhorar o controle sanitario e o desempenho reprodutivo do

rebanho.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgoes do trato reprodutivo da vaca

Uma das principais dificuldades que impactam negativamente na
pecuaria bovina sao as afeccbes que acometem o trato reprodutivo, chocando
diretamente com o desempenho produtivo do rebanho. Para a avaliacdo da
eficiéncia reprodutiva do rebanho podem ser utilizados varios parametros, que por
vez podem ser prejudicados por infecgdes, ocasionadas por um micro-organismo, ou
por infeccdes multiplas. Dentre os principais parametros utilizados destacam-se
intervalo entre partos; taxa de retorno ao cio; taxa de abortamento; nimero de doses
de sémen por prenhez positiva (ALFIERI; ALFIERI, 2017).

Dentre as falhas da reprodugdo na pecuaria bovina, 50%
aproximadamente podem ser consideradas de origem infecciosa. Sendo que as
mais variaveis formas de apresentagdes clinicas podem estar relacionadas a mais
de um patdgeno envolvido, de forma que apresentagdo do sinal clinico se da por
meio de problemas reprodutivos, impossibilitando o diagnéstico clinico. Sendo
assim, o diagndstico final, se da somente por meio de técnicas de identificacdo do

agente etiolégico e técnicas de laboratoriais de sorologia (Cortez et al., 2006).

2.2 Leptospirose

2.2.1 Agente Etiolégico

As leptospiras sdo bactérias em formas de espiroquetas, com cerca de
0,1 um de didmetro por 6 a 20 um de comprimento. Sd0 microorganismos que
compdéem o género Leptospira, pertencentes a familia Leptospiraceae, ordem
Spirochaetales (FAINE et al., 1999).

Antigamente acreditava-se que apenas a espécie Leptospira
interrogans seria patogénica, atualmente a familia Leptospiraceae esta divididas em
13 espécies patogénicas de Leptospiras: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii,
L. inadai, L. interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L.
santarosai, L. terpstrae, L. weilii e L. wolffi, agrupadas em 23 sorogrupos € em mais
de 260 sorovares (ADLER e DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

Sao microorganismos que em condi¢des favoraveis de temperatura, umidade

(6tima de 28-30°C) e pH ideal (7,2 a 7.4) sobrevivem por até 180 dias no meio
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ambiente. Alguns sorovares demonstram afinidade pelo hospedeiro, porém nao séo

considerados hospedeiros-especificos (KRIEG, 1986).

2.2.2 Patogenia

As leptospiras conseguem penetrar ativamente no hospedeiro por meio
da pele e das mucosas (OLIVEIRA, 1984). Estas bactérias possuem a capacidade
de penetrar tanto na pele lesada, como na pele integra, devido a movimentos
semelhantes a saca rolha e a produgédo de hialuronidase (VOLLAND e BREDE,
1952).

Ocorre, entdo, um periodo de bacteremia que comeca de um a dois
dias apdés a infeccdo e pode durar até uma semana, sendo que anticorpos
circulantes serao detectaveis apés 10 a 14 dias. Passado o periodo de bacteremia,
as leptospiras poderdo ser encontradas nos rins, especificamente nos tubulos
proximais, local onde ocorre a multiplicagéo e excregao via urina (ADLER, 2015). A
multiplicagdo nos tubulos proximais ocorre devido a auséncia de fagocitos na urina
(leptospiuria). Assim sendo, animais infectados tornam-se portadores renais
(PLANK, 2000).

A duracao e intensidade deste derramamento urinario vao variar de
acordo com a espécie animal e sorovar, podendo durar dois anos ou mais. Ha
estudos que relatam que a intensidade de excregao é maior no primeiro més apos a
infecgéo (BOLT e MARSHALL, 1995).

As Leptospiras podem se localizar no utero de fémeas gestantes
resultando em abortos, natimortos, nascimento de bezerros fracos e geralmente esta
associada ao terco final de gestacao. A patogénese da doencga reprodutiva ainda é
pouco conhecida (ADLER, 2015).

2.2.3 Transmissao

A transmissao pode ocorrer por via direta ou indireta. Sendo que a
urina a principal via de transmissao quando se trata de Leptospirose, entretanto, em
bovinos, outras formas de eliminacdo do agente incluem descargas uterinas pos-
abortamento, feto ou placenta infectada, corrimentos vaginais e sémen, vias que
acabam sendo tao importante quanto a via urinaria. Existem ainda as formas de
transmissao indireta que consiste a exposicdo do animal a um ambiente
contaminado (ELLIS, 1994).
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2.2.4 Sorovares

Em bovinos o sorovar Hardjo é constantemente encontrado, outros
sorovares sdo comumente encontrados também, como o Pomona e Grippotyphosa.
Dentre o sorovar Hardjo, pode ser geneticamente dividido em Hardjbovis e
Hardjoprajitno, sendo que o primeiro descrito em todo o mundo, e o segundo isolado
primeiramente de bovinos no Reino Unido (GROOMS, 2006).

Existem alguns fatores de risco que devem ser levados em conta
quando se trata da disseminagdo do sorovar Harjo. Dentre eles estdo o acesso a
cursos d’aguas contaminados, tamanho do rebanho, praticas errbneas de criagao e

compra de reprodutores, dentre outras (RYAN et al. 2012).

2.2.5 Diagnéstico

Devido a leptospirose apresentar-se de forma bastante inespecificas, o
diagndstico clinico é dificultado, sendo assim, faz com que seja necessario o uso de
técnicas laboratoriais para chegar a um diagndstico (PINTO, 1997). O diagnéstico
para leptospirose pode ser feito através da deteccao direta do micro-organismo pelo
isolamento de leptospiras em culturas ou entdo pela detecgcao de anticorpos
especificos (HARTSKEERL et al. 2011).

As técnicas soroldgicas utilizadas para o diagnotico laboratorial
permitem o conhecimento prévio do perfil epidemiolégico do rebanho, porém sao
raras as ocasides em que a sorologia podera ser utilizada para diagnoético definitivo.
Em grande parte das infecgdes que acometem o trato reprodutivo feminino, o
diagndstico confirmatério se da somente por meio de técnicas laboratoriais que
possibilitem a identificacdo do agente etiolégico ou de seus componentes
(JUNQUEIRA et al., 2006).

Dentre as técnicas laboratorias que consistem na detecgcao de
anticorpos, a prova de soroaglutinacdo microscopica (MAT) é o exame de reférencia
recomendado pela Organizagdo Mundial de Saude (FAINE et al., 1999). Esse teste
baseia-se na reacdo de antigenos de natureza lipopolissacaridica, advindos da
superficie das leptospiras e os respectivos anticorpos (BALDWIN et al. 1987).

O teste de soroagluitinagdo microscopica (MAT) possui alta
especifidade, contudo este exame apresenta algumas limitagdes: ndo consegue
diferenciar titulos de animais vacinados e nao vacinados, ocorréncia de reacdes

cruzadas entre sorovares, a sensibilidade declina de acordo com o tempo de
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infecgdo e pode néo identificar algumas infec¢des latentes (WILLIAN e BERNARD,
1995).

2.2.6 Sinais clinicos

Geralmente, quando ha infecgdo em hospedeiros acidentais (como o
homem), a Leptospira spp causa um quadro clinico severo, associada a altos titulos
de anticorpos aglutinantes. Sendo que os sinais clinicos variam de acordo com a
susceptibilidade do hospedeiro e com o sorovar infectante (FAINE et al., 1999).

Em bovinos a doenga se manifesta de duas formas: aguda e crénica. A
primeira ndo € comum e geralmente esta ligada a animais jovens infectados por
cepas pertencentes aos sorogrupos Pomona, Icterohaemorrhagie e Grippotyphosa.
Os animais infectados apresentam sinais clinicos como anemia hemolitica,
hemoglobinuria e ictericia (ADLER, 2015). Ja a leptospirose crénica apresenta como
principais formas de manifestacdo o aborto, natimorto, parto prematuro e nascimento
de bezerros fracos, que representa uma grande perda econdémica se tratando de
bovinocultura (ELLIS et al. 1985).

2.2.7 Controle e Profilaxia

O controle da leptospirose depende da diminuigcdo da prevaléncia de
infeccdo com sorovares mantidos no rebanho e redugcdo do grau de associagao
ecoldgica das leptospiras reservadas por animais de vida livre (HATHAWAY et al.,
1986).

Segundo De Nardi (2005), o controle da leptospirose baseia-se na
vacinagao sistematica do rebanho, controle dos roedores que sao importantes
reservatorios, tratamento dos animais doentes com antibioticoterapia e eliminar
excesso de agua do ambiente.

Pereira et al.,, (2013) citam que para o controle de leptospirose no
rebanho recomenda-se a vacinagao em periodo imediatamente anterior ao inicio da
estacdo de monta, seja por meio de monta natural, 1A, ou IATF. Com esse manejo,
faz com que os casos de mortalidade embrionaria, e até mesmo tardia diminuam.
Entretanto, as vacinas utilizadas para o controle de leptospirose bovina mantém
niveis adequados de imunidade de no maximo seis meses, sendo necessarias as

revacinacdées em um periodo semestral.
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2.3 Neosporose
2.3.1 Etiologia
O agente etiolégico que causa neosporose em bovinos é o Neospora
caninum, considerado um parasita intracelular obrigatério pertencente ao filo
Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem Eucoccidiorida, subordem Eimeriose, familia

Sarcocystidae, subfamilia Toxoplasmatinae (OSHIRO et al., 2007).

2.3.2 Ciclo biologico e hospedeiros

O N. caninum possui um ciclo de vida do tipo heteroxeno com a
reproducdo sexuada ocorrendo no hospedeiro definitivo, e nos hospedeiros
intermediarios a reprodugao assexuada (MCALLISTER et al., 1998). Sendo que os
hospedeiros definitivos conhecidos hoje em dia sdo o cado doméstico, o coiote, o lobo
cinzento e o dingo (GOODSWEN et al., 2013).

Sabe-se que as formas infectantes de N. caninum sao os taquizoitos,
os cistos teciduais contendo bradizoitos em seu interior e os oocitos (DUBEY et al.,
2002).

O parasita se apresenta de trés formas: taquizoitos, bradizoitos e
oocistos. Quando estd na forma de taquizoitos, o parasita se encontra dentro da
célula do hospedeiro intermediario e esta associado a fase aguda da infecgéo.
Possui conformacdo de meia lua e medem cerca de seis micrébmetros de
comprimento por 2 micrébmetros de largura. Geralmente sdo encontrados em
macrofagos, células do endotélio vascular, células tubulo renal e hepatdcitos. Nesta
fase possui reprodugao assexuada, dividindo-se rapidamente e causando lise celular
(DUBEY et al., 2007).

A infeccdo no hospedeiro definitivo ocorre pela ingestdo de carne
contaminada com cistos contendo bradizoitos e por transmissdo placentaria.
(NEGRAO; LOPES, 2006). Cerca de cinco dias apds a primo infec¢do ocorre a
liberagcao de oocistos nao esporulados nas fezes, sendo que a esporulacdo destes
oocistos ocorre vinte e quatro horas apds a sua eliminacdo (ALMERIA; LOPEZ,
2013).

Ja os hospedeiros intermediarios se infectam apds a ingestdao de
pastagens ou agua contaminada. No intestino, sdo liberados os esporozoitos

infectantes que adentram a parede intestinal, transformando-se em taquizoitos,
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dividindo-se rapidamente, causando lise celular e propagando a infecgao (LINDSAY
et al., 1999).

Ocorre também a transmissdo vertical, onde os taquizoitos sao
transmitidos da mae para o feto via placenta, esta infeccéo fetal pode gerar o aborto
(GOODSWEN et al., 2013).

2.3.3 Epidemiologia e fatores de risco

Segundo LLANO (2013) a neosporose bovina esta distribuida de forma
cosmopolita, e o conhecimento epidemiolégico desta doenga é de grande
importancia.

Através de estudos epidemioldgicos constataram-se os cades como um
fator de risco para ocorréncia de neosporose. Sendo que as propriedades
localizadas proximas as vilas e cidades possui mais prevaléncia de bovinos
infectados, apontando um fator de risco potencial (SANCHEZ et al., 2003). O c&o
possui comportamento carnivoro, ingerindo carcagas de bovinos, restos placentarios
e fetos, devido a esse comportamento, ha uma alta prevaléncia de caes de fazenda
infectados com N. caninum. (CARDOSO, 2010).

Outros fatores de risco que pode ser atribuido a neosporose € a
criacao de aves domésticas, fornecimento de silagem e o tamanho da propriedade
(CHIEBAO, 2010).

2.3.4 Lesoes e sinais clinicos

Geralmente lesdes inflamatérias generativas sao encontradas em
sistema nervoso central (SNC), musculo esquelético e cardiaco e figado, podem ser
encontradas em tecidos fetais com menor incidéncia. (BARR et al., 1991). Lesdes
localizadas no SNC consistem em encefalomielite ndo supurativa caracterizada por
infiltracdo multifocal, podendo ter ou ndo necrose. Sendo que a leséo caracteristica
de infecgao por N. caninum no encéfalo consiste em um foco central de necrose com
células mononucleares em torno (DUBEY et al., 2006).

Em vacas infectadas por N. caninum, observa-se a ocorréncia de
repeticdo de cio, natimortos e abortos, sendo que o aborto possui maior casuistica,
que geralmente ocorre entre o quinto e sétimo més de gestagao, podendo ocorrer
tanto em vaca como novilhas, e pode apresentar-se de forma esporadica, endémica

ou epidémica em qualquer época do ano (ALVARES-GARCIA, 2003). Quanto aos
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bezerros que chegam a nascer infectados, podem apresentar peso reduzido,

sintomatologia nervosa e dificuldade em se locomover (FERRE et al., 2003).

2.3.5 Diagnostico

Segundo Oshiro (2007), o diagnostico de neosporose bovina se inicia
com a anamnese, avaliagdo do historico do rebanho, sinais clinicos observados e
realizacdo de exames complementares. Para que se tenha a confirmacido do
diagndstico se faz necessario o uso de técnicas laboratoriais.

Existem técnicas laboratoriais para a identificagcdo direta do
protozoario, como técnicas histopatolégicas, imunoistoquimica (IHQ), isolamento em
cultivo celular ou em camundongos, e técnicas soroldgicas como aglutinagao direta,
ensaio imunoenzimatico (ELISA), imunofluorescéncia indireta (IFI) (DUBEY e
SCHARES, 2011).

Kato (2009) citou que em criagdes onde ha suspeita de neosporose, é
indicado que se faga uma investigacao sorolégica por amostragem, englobando 10%
do rebanho. Sendo que nas amostras deve conter vacas que abortaram e animais
de sua ascendéncia, descendéncia, colaterais e aqueles animais que nao sofreram
aborto.

Para o diagnostico em animais vivos, preconiza-se a escolha de
exames de sorologia. Sendo que os testes mais utilizados sao imunofluorescéncia
indireta e ensaio imunoenzimatico (ELISA). O IFI emprega anticorpos anti-N.
caninum secundarios especificos conjugados a um fluorocromo, enquanto que o
ELISA utiliza-se enzimas (LLANO 2013).

O teste ensaio imunoenzimatico € o principal método indireto utilizado
para diagnostico sorologico. Apresentando algumas vantagens em relagcédo ao
meétodo de IFI, como a maior objetividade na interpretacdo dos resultados e maior

rapidez na realizagdo de maior numero de exames (BJORKMAN et al., 2006).

2.3.6 Controle e profilaxia
Para a prevencao de neosporose bovina é fundamental um controle
sanitario sistematico e um manejo correto do rebanho (PATRICIO, 2008). E
necessario dar uma atencao especial para os hospedeiros definitivos, que sao
responsaveis pela transmissao horizontal da doenca, realizando um controle na
populacao destes (DUBEY et al., 2007).



16

Uma forma de controle € a realizacdo do abate seletivo de animais
soropositivos, como forma de controlar a perpetuacdo da infec¢cdo no rebanho.
Porém, a priori pode ser economicamente inviavel devido a alta prevaléncia da
enfermidade no rebanho (CARDOSO, 2010).

Rojo-Montejo et al. (2013) desenvolveram uma vacina a partir de um
novo isolado de N. Caninum, obtido a partir do encéfalo de uma bezerra infectada
congenitamente. O grupo de camundongos que receberam a imunizagdo de 5 x 10°
taquizoitos apresentaram uma transmissao vertical de apenas 2,3%, enquanto que o

grupo que nao recebeu a imunizagao, a transmissao vertical foi de 89,1%.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Objetivou-se verificar a ocorréncia de anticorpos anti-Leptospira

interrogans e anti-Neospora caninum em novilhas nelore criadas a pasto.

3.2 Objetivos especificos
Conhecer o perfil epidemiolégico da leptospirose e neosporose na
fazenda experimental Capim Branco da Universidade Federal de Uberlandia.
Avaliar titulos sorologicos apds vacinagao para leptospirose e comparar

com indices reprodutivos em novilhas.

4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi previamente submetido & Comissdo de Etica na
Utilizacado de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia — UFU, sob o
protocolo n° 027/18 (Anexo 1). A pesquisa foi realizada na fazenda experimental
Capim Branco da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Uberlandia. A fazenda esta localizada em uma regido que apresenta altitude média
de 863 metros, situando-se aproximadamente a 18° 55’ 207’ de latitude sul e a 48°
16’ 38” de longitude oeste de Greenwich. O clima predominante € classificado como
tropical de altitude, ou seja, com temperaturas amenas e chuvas classificadas em
duas estagdes: umida e seca. Conforme a classificacdo de Kdppen, o clima é
classificado como "Cwa" mesotérmico umido subtropical de inverno seco, com
temperatura média em torno de 23°C, com maximas historicas por volta de 37,4°C e
minimas de 1°C. O regime pluviométrico € o regime tropical, isto €, chuvas de verao
iniciando-se em outubro/novembro (estagao umida) e tornando-se mais raras a partir
de marcgo/abril (estagdo seca) apresentando uma precipitagdo acumulada média de
1870 mm anuais (UBERLANDIA, 2016).

Este estudo foi dividido em duas coletas, a primeira que foi realizada
dia 31 de outubro de 2017, antecedendo a estacdo de monta. E uma segunda coleta
que foi realizada dia 20/09/18.

Foram coletadas amostras de sangue de 21 novilhas da raca Nelore,
com peso corporal médio de 360 kg, e idade média de 24 meses, criadas a pasto em

conjunto com outras 59 vacas.
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A coleta foi feita por meio de pungao de veia coccigea, para a coleta,
utilizou-se uma agulha estéril por fémea e um tubo a vacuo sem anticoagulante
previamente identificado. O material coletado foi transportado sob-refrigeragdo para
o laboratério de Doencas Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Uberlandia.

Apos a coleta de sangue, os animais foram vacinados contra
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR, herpesvirus bovino tipo 1), diarreia viral bovina
(BVD), parainfluenza tipo 3 (PI3), virus sincicial respiratorio bovino (BRSV) e
Leptospira interrogans.

No laboratdrio foi feita a extragdo do soro sanguineo de cada amostra
por meio de centrifugagdo, em um prazo de 2 minutos. O soro foi colocado em
microtubos devidamente identificados e posteriormente armazenados em uma
temperatura de -20°C até a realizacdo dos exames.

Para a deteccédo de anticorpos anti-L. Interrogans para 22 sorovares,
Australis, Autumnalis, Batavie, Brasiliensis, Bratislava, Canicola, Castellonis,
Copenhageni, Cynopteri, Djasiman, Guaricura, Grippotyphosa, Hardjopraijitino,
Hebdomadis, Icterohaemorraghie, Javanica, Panama, Pomona, Sjroe, Shermani,
Tarassovi, Wolffi. Utilizou-se o método de soroaglutinagado microscépica (MAT), teste
de referéncia para Organizacdo Mundial da Saude-OMS.

Para realizacéo do teste de MAT colocou 2,45 ml de solugao salina em
tubos de ensaio médio e acrescentou 50 ul de soro da amostra ao tubo e
homogeneizou. Em uma placa de fundo chato, na vertical identificou-se com letras
de A a Z que corresponde aos 22 sorovares e na horizontal, enumerou-se
(1,2,3,4,5...) conforme a quantidade de amostras. Adicionou-se 50 pl da solugédo que
foi homogeneizada em cada pogo (A a Z). Na capela de exaustdao devidamente
limpa, pipetou de 1 a 2 ml de cada sorovar, dependendo da quantidade de amostras,
e colocou em 22 tubos de ensaio pequenos devidamente identificado de A a Z.
Colocou 50 pl de cada sorovar no pogo correspondente da placa de fundo chato, e
aguardou 1 hora para leitura no microscopio, a titulagcao foi feita para os animais
positivos (BRASIL, 1995).

Segundo Brasil (1995) padroniza-se animais soropositivos os titulos
maiores ou iguais a 50% de antigenos aglutinados por campo em uma diluicdo de
1:100 do soro sanguineo.
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Os animais que apresentaram soropositivos na titulacdo de 1:100,
foram testados para obter-se a determinacdo final no titulo de aglutininas
antileptospiras, foram feitas diluicbes seriadas em escalas geométrica de razdo de
dois em solugéo salina acrescentando 50 pl do antigeno que reagiu como positivo na
triagem.

Para a deteccao de anticorpos anti- Neospora caninum foi utilizado o
método de ensaio imunoenzimatico (ELISA), utilizados para deteccao de anticorpos
IgG especificos e fragdes antigénicas.

Para a realizagcao do método de ELISA, pode ser dividido em 8 etapas.
A primeira etapa é a de sensibilizagao, para isso foram utilizadas microplacas de alta
afinidade, sensibilizadas com antigenos de Neospora Caninum (10 pg/ml) em
tampéo carbonato de sédio 0,06M (pH 9,6) a 4° C durante 18 horas. Apds a
sensibilizagdo, os sitios inespecificos de ligacdo foram bloqueados com PBS
contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T), repetiu essa etapa 3 vezes. Cada placa foi
incubada com as amostras de soro em duplicata na diluicdo 1:200 em PBS-T molico
5% por 1 hora a 37° C. Entédo lavou as placas com solu¢gdo PBS contendo 0,05%
Tween 20 durante 6 vezes. Subsequentemente, a placa foi adicionado anticorpos
secundario IgG de coelho anti-IgG de bovino na diluicdo 1:20000 diluido em PBS-T
molico 1%. Novamente lavou as placas com solu¢do PBS contendo 0,05% Tween
20 (PBS-T) durante 6 vezes. A reacao foi desenvolvida através da adigdo do
substrato enzimatico (50 uL/pogo) e a leitura da densidade oOptica foi obtida a 405
nm, em leitor de placas.

Dois soros positivos e trés soros negativos obtidos a partir de animais
sabidamente infectados ou ndo com N. Caninum foram incluidos em cada placa de
ELISA como controle positivo e negativo da reagdo. Sendo que o cut off das reacdes
foram calculados a partir da média da densidade optica para os soros controle,
acrescido de trés desvios-padrao. Os titulos de anticorpos foram expressos em
indice ELISA (IE).

A reproducao nesta propriedade foi feita por meio de protocolos de
inseminacao artificial em tempo fixo (IATF). Foram realizados trés protocolos no
periodo de novembro de 2017 a fevereiro de 2018. O diagndstico de gestacgéao foi
feito por meio de ultrassonografia 30 dias apds a inseminacao artificial. Aquelas que

se mantiveram nao prenhe apds o primeiro protocolo foi realizado um segundo
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protocolo e repetiu o processo e as que ao término do terceiro protocolo nao
confirmou prenhes foram descartadas.

Os exames de todas as novilhas que estdo aptas a reproducao, foram
utilizados nesta pesquisa empregando estatisticas ndo paramétricas com percentual
simples. Os resultados obtidos a partir dos exames laboratoriais serdo acareados

com indices reprodutivos como aborto, repeticdo de cio, natimorto, dentre outros.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados estao esquematizados na Figura 1.
Figura 1 — Representacdo esquematica do periodo de pesquisa de novilhas

reagentes a Leptospira spp.
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Dentre as 21 amostras submetidas ao exame de MAT realizados apos
a primeira coleta, resultou em uma prevaléncia de 47,61% das novilhas reagentes
para pelo menos 1 sorovar na titulagdo de 1:100. Ainda, 19% das novilhas
apresentaram reagentes para mais de 1 sorovar na titulacédo de 1:100 (Tabela 2).

Ja na segunda coleta nao foi possivel a realizagao do exame de MAT
para as 21 amostras iniciais, devido 7 animais terem sidos descartados por nao
obterem um bom desempenho reprodutivo e 5 animais por ndo estarem presentes
no momento da coleta. Das 9 amostras, obteve-se um resultado de 55,55% das
novilhas reagentes para pelo menos 1 sorovar na titulagdo de 1:100. Enquanto que
22,22% dos animais apresentaram reagente para mais 1 sorovar na titulagédo de
1:100 (Tabela 3).

Dentre as 21 amostras testadas no exame de MAT na primeira coleta,
28,57% dos animais reagiram para o sorovar Pomona e Sejroe, seguido por Wolffi,
com 9,5% dos animais reagentes, e os sorovares Autumnalis, Australis e Tarassovi

todos com 4,7% dos animais reagentes.
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Os resultados obtidos na segunda coleta se apresentaram da seguinte
forma, 33,3% das novilhas se apresentou reagentes para o sorovraes Tarassovi,
22,2% das novilhas apresentaram reagentes para os sorovares Australis e
Icterohaemorragiae e 11,1% das novilhas apresentaram reagentes para o sorovar
Wolffi (Tabela 1).

Tabela 1 — Percentual de bovinos reagentes no exame de MAT na titulagdo de 1:100

de acordo com o sorovar, Uberlandia, Minas Gerais, 2018.

SOROVAR 12 COLETA n (%) 22 COLETA n (%)
AUSTRALIS 1(4,7) 2(22,22)
AUTUMNALIS 1(4,7)

GRIPPOTYPHOSA 0

ICTEROHAEMORRAGIAE 0 2(22,2)

POMONA 6(28,57) 1(11,1)

SEJROE 6(28,57) 0

TARASSOVI 1(4,7) 3(33,33)

WOLFFI 2(9,5) 0

Quanto ao exame de ELISA realizado para deteccdo de anticorpos
anti- Neospora Caninum, foram testadas 21 amostras referente a primeira coleta,
obteve-se um resultado de 10 (47,61%) das novilhas positivas. Na segunda coleta,

dentre as 9 amostras testadas, 8 (88,88%) dos animais mantiveram positivos.

Tabela 2 — Percentual de novilhas reagentes para Leptospirose, Neosporose e
Leptospirose e Neosporose concomitantemente, referente a primeira coleta,
Uberlandia, Minas Gerais, 2018.

Leptospirose Neosporose Leptospirose
n (%) n (%) e Neosporose
n (%)
POSITIVO 10 (47,61) 10 (47,61) 2 (9,52)
NEGATIVO 11 (52,38) 11 (52,38) 19 (90)

Total 21 21 21
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Tabela 3 — Percentual de novilhas reagentes para Letospirose, Neosporose e
Leptospirose e Neosporose concomitantemente, referente a segunda coleta,
Uberlandia, Minas Gerais, 2018.

Leptospirose Neosporose Leptospirose
n (%) n (%) e Neosporose
n (%)
Positivo 5 (55,55) 8 (88,88) 5 (55,55)
Negativo 4 (44,45) 1(11,11) 4 (44,45)
Total 9 9 9

Na segunda coleta sete animais ndo estavam mais presentes na
fazenda, foram descartados devido ao histérico de repeticdo de cio, destes 3
(42,85%) animais haviam sido reagentes no teste de MAT na primeira coleta e 2
(22,22%) reagiram no teste de ELISA. Destas 7 novilhas descartadas, nenhuma
reagiu para Leptospira spp. e Neospora Caninum simultaneamente.

Cortez et al. (2006) citaram que dentre as falhas da reprodugdo na
pecuaria bovina, 50% aproximadamente podem ser consideradas de origem
infecciosa.

Observou-se que a soroprevaléncia na segunda coleta foi maior que na
primeira. Pode ser devido a introdugdo da vacina contendo algumas cepas de
Leptospira spp. Em contra partida o numero de amostras testadas na segunda
coleta foi inferior ao da primeira, diminuindo a acuracia.

Apos o0 encerramento da estagdo de monta, dentre as 21 novilhas que
foram inseminadas, 14 foram diagnosticadas prenhes, e 7 diagnosticadas como
vazias. Obteve-se entdo 70% do lote prenhe.

Dentre as 14 novilhas que ficaram gestantes, 13 finalizaram a
gestacao, enquanto que 1 novilha abortou. Esta mesma novilha se apresentava
reagente para o sorovar Sjroe e negativa para neosporose na primeira coleta. No
primeiro diagnostico de gestacao realizado no més de abril de 2018, a mesma se
apresentava prenhe, enquanto que no diagnostico de gestacao realizado no més de
setembro de 2018 a mesma foi diagnosticada como nao gestante. Significando uma
taxa de abortamento de 7,14%.

Oliveira et al. (2009) realizaram um estudo em fémeas bovinas sadias,
com idade acima de 24 meses, pertencentes a fazendas localizadas no estado da
Bahia, onde encontrou uma prevaléncia de 45,42%, semelhante do que foi
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encontrado no presente trabalho. Ja Mineiro et al. (2011) encontraram 38% de
soropositividade para leptospirose no Estado do Piaui.

Herrmann et al. (2012) identificaram 38,75% de animais reagentes para
pelo menos 1 sorovar na regido do Rio Grande do Sul, numeros préximos
encontrados neste estudo. Enquanto que Marques et al., (2010) realizou um estudo
na regido do Goias onde foram testadas 4.571 amostras e 62% dos animais deram
reagentes no exame de MAT.

Silva (2011) realizou um trabalho no estado do Maranh&o, onde foram
analisadas 4.832 fémeas bovinas, e obteve 35,94% dos animais reagentes a pelo
menos uma sorovariedade de Leptospira spp com titulos variando de 100 a 6400.

Sartor et al. (2005) fizeram um trabalho onde pesquisou a ocorréncia
de anticorpos anti- Neospora caninum em bovinos de leite e corte no interior de Sao
Paulo, onde houve uma prevaléncia que variou de 7,7% a 87,5% de animais
sororeagentes.

Ragozo et al (2003) pesquisaram a ocorréncia de anticorpos anti-
Neospora Caninum em 6 estados brasileiros. Dos 802 exames soroldgicos
realizados, encontrou uma ocorréncia de 23,6% dos animais sororeagentes. Foram
testadas 162 amostras do estado de Minas Gerais, obteve-se 47 animais
soropositivos, significando uma prevaléncia de 29%.

De acordo com Pereira et al. (2013) a vacinagdao do rebanho contra
leptospirose imediatamente antes da estagdo monta, seja ela por monta natural ou
protocolos de inseminagao artificial faz com que as mortes embrionarias, e até
mesmo tardia, diminuam. Sendo que para que se tenha niveis adequados de
imunidade é recomendado que se faca a revacinagcéo a cada seis meses.

Como forma de controle da neosporose em rebanhos infectados
Cardoso (2010) citou o abate seletivo de animais soropositivos, como forma de
controlar a perpetuacdo da infeccdo no rebanho. Entretanto, devido a alta
prevaléncia de animais reagentes no rebanho estudado, ndo se torna uma forma
economicamente viavel de controlar esta doenca.

Dubey et al. (2007) citaram como forma de controle da neosporose, 0
controle na populagdo de caes na propriedade, ja que estes sao responsaveis pela
transmissao horizontal da doenca. Além disso, é fundamental um controle sanitario

sistematico e um manejo correto do rebanho.
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Para que haja um bloqueio no ciclo natural biolégico do parasita &
necessario evitar o contato entre caes e bovinos na fazenda (SUN et al., 2015). A
eliminagao correta de fetos e restos placentarios é fundamental para evitar que caes
se contaminem (GHALMI et al., 2012).

6 CONCLUSAO

Os resultados do exame de soroaglutinacdo microscopica para o
diagnostico de Leptospirose apresentados nesta titulagdo indicam que as novilhas
entraram em contato com a bactéria, e produziram anticorpos, mas pela titulacao
apresentada néo foi possivel afirmar que os animais estdo com a doenca, embora os
sinais clinicos de aborto, repeticio de cio e nascimento de bezerros fracos
conduzem a suspeita de doencga reprodutiva instalada no plantel. Estes sinais
clinicos podem ter sido agravados devido ao fato dos animais se apresentaram

reagentes para N. caninum, parasita que afeta o trato reprodutivo de bovinos.
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