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1- INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

As técnicas de inseminacao artificial (IA), producao de embrides “in vitro” (PIV) e
transferéncia de embrides (TE) foram passos fundamentais para melhor rendimento e
qualidade de rebanhos bovinos em todos os continentes, propiciando bons resultados
econdmicos para a pecuaria mundial. As tecnologias de embrides sdo uma combinacgao
de assisténcia reprodutiva, biologia celular e molecular e técnicas gendmicas (GALLI et
al., 2003), porém de nada adianta investir em tais tecnologias em rebanhos ou animais
atingidos por problemas sanitérios, com enfermidades que podem ser transmitidas pelo
sémen, por oocitos e por embrides, que provocam, entre outros males, infertilidade,
abortamentos, repeticdo de cio e, até mesmo, esterilidade. Entre as enfermidades da
esfera reprodutiva, destacam-se, neste trabalho, a leptospirose e a brucelose.

A leptospirose € considerada uma das principais enfermidades da esfera
reprodutiva, causando principalmente abortamentos, infertilidade, ocorréncia de
natimortos e retencao placentéria, participando como uma das grandes responsaveis
pela baixa produtividade da pecuaria nacional e mundial (GIVENS, 2006). Além da
importancia na area de saude animal, a leptospirose assume papel relevante do ponto
de vista de Saude Publica, uma vez que o contato com animais infectados é uma
importante via de transmissao para o homem (MICHNA, 1970; AMATREDJO et al., 1975;
HIGGINS et al., 1980).

As leptospiras sao espiroquetas pertencentes a ordem Spirochaetales, familia
Leptospiracae, género Leptospira (NOGUCHI, 1918). O género Leptospira era
anteriormente dividido em duas espécies: Leptospira interrogans, apresentando uma
variagdo antigénica caracterizada por 23 sorogrupos e 202 sorotipos (BARATON &
PosTic, 1989), que englobava um grande numero de variedades antigénicas, e
Leptospira biflexa, variedades de comportamento saprofita de vida livre presentes em
agua doce de superficie, distribuidas em 38 sorogrupos e 65 sorotipos (FAINE, 1994).
Essa divisdo baseava-se em critérios estritamente relacionados a reac¢des soroldgicas
relativamente especificas, que forneciam os sorogrupos e os sorovares de leptospiras

patogénicas e saproéfitas. A identificacdo dos sorotipos s6 era possivel pelo emprego da



técnica de absorcao cruzada de aglutininas, executada por laboratérios de referéncia
(CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1985). Em 1992, o Subcomité de Taxonomia de
Leptospira propbs uma nova divisao para esse género, o qual é formado atualmente por
oito genomoespécies patogénicas: L. borgptersenii, L. interrogans sensu stricto, L.
noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. kirschneri, L. inadai e L. fainii, distribuidas em 26
sorogrupos € 250 sorovares, e trés genomoespécies saprofitas, ou de vida livre: L.
biflexa, L. meyeri, L. wolbachii, com raros registros de infeccées (KMETY & DIKKEN,
1993).

A transmissdo da Leptospira spp. na espécie bovina pode ocorrer de forma
indireta, pelo contato com agua e solos contaminados, e pelo modo direto,
principalmente pela via venérea (AMATREDJO et al.,, 1975). A transmissao
transplacentaria também é comum entre os animais (BRASIL, 1995). Uma vez
infectados, os bovinos eliminam o agente na urina por um periodo de tempo variavel,
que pode chegar a mais de um ano (HANSON, 1982; THIERMANN, 1984); a leptospiruria
em bovinos pode persistir entre dez dias e quatro meses, tendo carater intermitente
(REBHUN, 1995).

JONES (1958) verificou que a leptospirose poderia ser disseminada nos rebanhos
por meio do sémen contaminado, durante a monta natural e a |A. Essa possibilidade de
transmissao venérea foi confirmada por ROBERTS (1958) e SLEIGHT & WILLIANS (1961).

A prova de soroaglutinacdo microscopica (SAM) é o teste sorologico mais
utilizado para o diagnéstico da leptospirose bovina (BOLIN et al., 1989) no Brasil e em
todo o mundo (OLIVEIRA, 1999). THIERMANN (1984) ressalta que, apesar da
padronizagdo desse teste, ha dificuldade de obter resultados concordantes entre os
diferentes laboratérios. E uma técnica laboriosa e exige o uso de leptospiras vivas como
antigenos (CHAPPEL et al., 1998).

Atualmente, utilizam-se as técnicas de biologia molecular nas pesquisas de
leptospiras em sémen e outros materiais. HEINEMANN et al. (1999) utilizaram a reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para detectar leptospiras em sémen, encontrando DNA

desse agente em amostras provenientes de animais soropositivos e soronegativos.



MAGAJEVSKI et al. (2005), estudando amostras pareadas de sémen e de urina de
10 touros naturalmente infectados com Leptospira interrogans sorovar Hardjo,
detectaram DNA de leptospira em apenas uma amostra de urina € em nenhuma das
amostras de sémen. No entanto, amostras de urina de cinco touros foram positivas no
isolamento em meio de cultivo, alertando para o fato de que diferentes técnicas de
extragao de DNA e os primers utilizados podem fornecer diferentes resultados.

Outras técnicas de deteccéo de leptospiras muito utilizadas sdo as técnicas de
coloracao como a Levaditi e a imunoistoquimica. BRANDESPIM et al. (2004) utilizaram as
duas técnicas para deteccao de Leptospira interrogans sorovar Pomona em 6rgaos do
aparelho reprodutor de hamsters experimentalmente infectados e concluiram que,
embora as duas sejam técnicas recomendadas, a técnica de Levaditi apresentou
melhores resultados.

Sao muitos os trabalhos referentes as perdas reprodutivas causadas pela
leptospirose em vacas. GUIMARAES (1982) descreve que os danos causados pela L.
interrogans em bovinos, nas suas fases aguda e crbnica, sdo caracterizados
principalmente por abortamento, infertilidade, retencao placentaria, queda na produgao
de leite, mastite e parasitismo renal permanente.

ELLIS et al. (1982) examinaram fetos bovinos abortados e detectaram que em
41,6% havia a presenca do sorovar Hebdomadis e constataram que 68% desses fetos
eram provenientes de propriedades com problemas reprodutivos.

KOLEV et al. (1983) investigaram 231 amostras de sangue de vacas que haviam
abortado, dado a luz bezerros mortos ou que apresentaram falhas na concepgéo,
revelando que 15,58% dos casos foram causados por virus e 6,06% por leptospiras.
Nesse trabalho, foi demonstrada a conexao etioldégica entre disturbios reprodutivos e
qualidade sanitaria do rebanho, dando-se atencao especial a viroses e a leptospirose.

ELDER et al. (1985) investigaram a relacdo entre abortamentos e titulos de
anticorpos antileptospira em rebanhos bovinos de leite e corte. Os titulos sorolégicos
encontrados foram significativamente relacionados com essa alteracao reprodutiva, e o

sorovar Pomona foi considerado mais freqiiente que o Hardjo.



ELLIS et al. (1986) detectaram a presenca do sorovar Hardjo no utero, nas tubas
uterinas, nos ovarios € na vagina de vacas nao prenhes, infectadas experimentalmente.
De 60 vacas examinadas, 39 (65%) apresentaram esse sorovar no trato genital, e 35
(62%), nas vias urinarias.

KIRKBRIDE et al. (1989) testaram 773 soros fetais bovinos e observaram que 52
foram positivos a prova de SAM para pelo menos um dos cinco sorovares de leptospira
utilizados. Pelo teste com anticorpo fluorescente, ndo foi detectada leptospira nos fetos
que apresentaram titulo de anticorpos, porém, por essa técnica, a leptospira foi
detectada em 15 bezerros abortados, mas que foram negativos na SAM.

GiRrIO et al. (1990), com o objetivo de investigar a associacao entre leptospirose
bovina e determinados parametros reprodutivos, como intervalo entre partos, nimero
de partos e numero de servigos por concepcao, estudaram 233 fémeas e verificaram
que nao houve relagédo significativa entre os animais reagentes contra os sorovares
Wolffi, Pomona, Hardjo e Icterohaemorrhagiae e as alteragcdes reprodutivas.

MOREIRA et al. (1993), em um surto de leptospirose bovina no Estado de Minas
Gerais, verificaram que a ocorréncia de abortamento, mastite, morte fetal e infertilidade
foi mais freqlente nos animais que apresentaram aglutininas contra os sorovares
Hardjo e Wolffi.

No periodo de 1985 a 1992, foram analisadas bacteriologicamente, no Instituto
Biologico de Sao Paulo, 544 amostras de 6rgaos e anexos fetais de 282 fetos bovinos
abortados em varios estados brasileiros, sendo a leptospirose e a brucelose
consideradas como causa em 12,4% dos casos (GENOVEZ et al., 1993).

DHALIWAL et al. (1996) estudaram a importancia do sorovar Hardjo no
desempenho reprodutivo de vacas leiteiras de diferentes rebanhos com leptospirose.
Concluiram que esse sorovar pode causar alteragdes na reproducdo, provocando
principalmente casos de abortamento e queda de fertilidade.

Em um estudo com 356 vacas que pariram natimortos ou animais com sindrome
do bezerro debilitado, verificou-se que nos animais em que foram detectadas
leptospiras na placenta houve um emagrecimento de seis a dez quilogramas de peso

corporal, 0 que ndo se observou nas vacas com placenta negativa; além disso, as



vacas com placenta positiva estavam mais susceptiveis a outras infeccées por agentes
como Actinomyces pyogenes e Bacillus sp. Nesse trabalho, em 8,9% das placentas
examinadas foi detectado antigeno de leptospira (SMYTH et al., 1999).

Ao analisar 120 amostras de soro sanguineo de vacas que abortaram, € 0s rins
dos fetos abortados, LANGONI et al. (1999) isolaram Leptospira spp. de 15 fetos, e
outros 57 fetos apresentavam evidéncias histolégicas de infeccao por Leptospira spp..
Vinte e sete das 120 vacas apresentaram sorologia positiva para leptospirose.

GUITIAN et al. (2001) realizaram um estudo sorolégico de prevaléncia de infeccao
por leptospira entre vacas leiteiras com desenvolvimento reprodutivo deficiente na
Galicia — Espanha, observando que 81 (18,33%) de 442 vacas foram positivas na prova
de SAM.

Um estudo da prevaléncia de leptospirose realizado com 31.325 bovinos de 21
estados brasileiros, no periodo de 1984 a 1994, mostrou que o sorovar Hardjo era o
mais provavel em todos os estados analisados, variando de 100% a 33,3%, e que no
Estado de S&o Paulo 79,9% das propriedades avaliadas apresentavam casos da
doenga (FAVERO et al., 2001). A predominancia do sorovar Hardjo em rebanhos das
regides sul e sudeste do Brasil foi também verificada por VASCONCELLOS et al., em 1997.

Entre 95 fetos abortados no sétimo més de gestacao, cinco (5,2%) apresentaram
anticorpos contra Leptospira spp. em rebanhos leiteiros e de corte dos pampas
argentinos (MOORE et al., 2003).

No Estado brasileiro de Minas Gerais, Araujo et al. (2005) pesquisaram a
presenca de aglutininas antileptospira em 39.012 amostras de soro sanglineo bovino,
encontrando uma maior freqiéncia do sorovar Hardjo (57,2%), seguido pelo sorovar
Wolffi (13,2%), e consideraram que a infeccao por Leptospira interrogans é endémica
em bovinos no Estado em questéao.

No norte da Espanha, um estudo com vacas leiteiras de baixa fertilidade mostrou
um percentual de 25,4% de animais sororreagentes para o sorovar Bratislava, seguido
dos sorovares Hardjo (8,2%), Pomona (7,7%), Autumnalis (0,7%) e Copenhageni
(0,1%), e um significativo nimero de abortamentos entre as fémeas com titulos iguais
ou superiores a 300 (ATXAERANDIO et al., 2005).



Quanto aos antibiéticos, ha relatos na literatura comprovando que as
leptospiras podem suportar as concentracbes empregadas no processo de
congelamento, com ou sem reducdo em sua viruléncia (HOAG & BELL, 1955; BLENDEN,
1975; BRYAN & BOLEY, 1975).

HAFEZ (1995) descreveu que uma combinagao de penicilina entre 50 e 100
Ul/mL e estreptomicina entre 500 e 1.000 Ul/mL proporciona um largo espectro de
atividade antibacteriana. MIRAGLIA (2001), comparando a capacidade de quatro
antibiéticos, acrescidos ao diluidor de sémen gema-citrato, concluiu que a associagao
penicilina-estreptomicina apresentou os melhores resultados na capacidade de destruir
leptospiras, mas houve 2,0% (7/348) de cultivos positivos para leptospiras. Amoxicilina,
ceftiofur soédico e a combinagdo de ambos, nas concentracées de 1.000 pug/mL, nao
foram efetivos para inativar as leptospiras.

A brucelose é outra enfermidade muito importante quando se trata de eficiéncia
reprodutiva. O agente etiol6gico pertence ao género Brucella, podendo ser dividida em
dois grupos antigenicamente distintos: as lisas (B. abortus, B. melitensis e B. suis) e as
rugosas (B. ovis e B. canis). A B. abortus subdivide-se em sete biotipos (1, 2, 3, 4, 5, 6,
9 e a estirpe vacinal B19), a B. melitensis em trés (1, 2 e 3), e a B. suis em cinco (1, 2,
3, 4 e 5). As rugosas, embora apresentem variantes, ndo se subdividem em biotipos
(PAULIN & FERREIRA, 2003). A B. melitensis nao foi isolada no Brasil, sendo considerada
exotica em nosso pais (POESTER, 2002). A espécie Brucella abortus (INTERNATIONAL
CoMMITTEE ON BACTERIAL TAXONOMY, 1988) € 0 agente da brucelose bovina, e o biovar
1 € 0 mais difundido, ocorrendo praticamente no mundo todo (ACHA & SzYFRES, 2001).

As vacas constituem a categoria mais suscetivel a brucelose, principalmente
aquelas em gestacao. Os touros também sao suscetiveis, porém sdao mais resistentes
que as fémeas. Além da idade e do sexo, existe variagcao de suscetibilidade individual,
pois existem animais que ndo s&o infectados, mesmo em rebanhos com elevada taxa
de prevaléncia (ACHA & SzYFRES, 2001).

A brucelose esta freqlientemente associada a retencdo de placenta, metrites e
um subsequiente periodo de infertilidade, prejudicando seriamente o desempenho
reprodutivo do rebanho. Afeta aproximadamente 5% dos rebanhos de todo mundo, e,



embora ja esteja erradicada em varios paises desenvolvidos, continua ocorrendo em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento (DEL CAMPO et al., 1987; EAGLESOME &
GARCIA, 1997).

Estudando a distribuicdo anatdmica da Brucella em diferentes érgaos de vacas
infectadas natural e experimentalmente, CORNER et al. (1987) observaram que os locais
de predilecdo foram os nodulos linfaticos supramamarios, mas também foi encontrada
Brucella spp. em outras regides, como carunculas e cotilédones uterinos, assim como
em tecidos fetais.

Em 1984, LOPEZ et al. publicaram um artigo indicando que o namero de fetos
abortados de vacas brucélicas apresentando lesdo hepatica era significativamente
maior (p<0,05) que em fetos provenientes de vacas soronegativas.

HONG et al. (1991) analisaram fetos bovinos abortados infectados por Brucella
abortus. As alteracbes patologicas encontradas foram lesdes granulomatosas e
necroses focais em varios 6rgaos, edema subcutaneo, lesées sero-hemorragicas nas
cavidades corporais e broncopneumonia ou pneumonia intersticial, além de vasculite,
pleurite fibrinosa, meningite e contetdo estomacal anormal.

CORTEZ et al. (2001) concluiram que a extracao de DNA, em conteldo estomacal
e Orgaos fetais, pode ser realizada pela fervura, sem prejuizos em relacao ao resultado
final da extracdo de DNA com proteinase K. CORTEZ e colaboradores consideraram a
PCR um instrumento a mais para o diagnostico de brucelose em fetos, uma vez que
resultados negativos no cultivo ndo sao garantia de auséncia de infecgao por Brucella.

Estudiosos como BARRIOS et al., 1987; DEL CAMPO et al., 1987; STRINGFELLOW &
WRIGHT, 1989, encontraram resultados que afastam a possibilidade de transmisséao de
brucelose por meio de transferéncia de embrides. No entanto STRINGFELLOW et al.
(1986) isolaram Brucella abortus de embrides com a zona pelucida defeituosa, apdés um
periodo de exposicdo e dez lavagens sequenciais sem antibidtico, e RIDDELL et al.
(1990) isolaram B. ovis de embrides ovinos, indicando que havia organismos viaveis
aderidos a esses embrides, e as fémeas que receberam esses embrides passaram a

produzir anticorpos contra brucela.



Embora a brucelose seja um dos principais problemas sanitarios do rebanho
bovino brasileiro, ha pouca informagdo segura sobre a taxa de prevaléncia da
enfermidade ao longo do territério nacional.

Entre os poucos dados sobre a ocorréncia de brucelose bovina, obtidos com o
necessario planejamento, pode ser citado um inquérito soroldégico nacional realizado
pelo Ministério da Agricultura em 1975. Na prova de soroaglutinacdo em placa, 4,79%
de 71.749 animais examinados apresentaram aglutinacao a partir da diluicao 1/100. Na
regiao Sudeste, de 27.544 animais examinados 7,5% foram reagentes. No Estado de
Sao Paulo foram examinados 6.145 bovinos em 1.550 rebanhos, 6,73% dos animais
foram reagentes e 22,7% dos rebanhos tinham animais reagentes (ANSELMO & PAVEZ,
1977).

MURAKAMI (2003) encontrou uma taxa de 2,12% de animais positivos na prova de
soroaglutinacdo em placa, em um estudo realizado em dois municipios da regiao
Nordeste do Estado de Sao Paulo.

Com a implantacdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), varios estudos vem se desenvolvendo no sentido
de estimar a prevaléncia da brucelose em varias regides do Brasil, porém muitos
desses dados ainda nao foram publicados; nesse sentido, POMPEI et al. (2002)
publicaram um levantamento feito no Estado de Sao Paulo, envolvendo 8.904 vacas,
mostrando uma prevaléncia de 1,11%.

Poucos estudos foram realizados analisando-se a relagdo entre a leptospirose
e/ou a brucelose e a condicido dos embrides. A Sociedade Internacional de
Transferéncia de Embrides incentivou trabalhos cientificos, a maioria no Canada, sobre
o risco de transmissao de enfermidades de animais doadores para animais receptores
de embrido na fase de blastocistos com sete dias de formacao. Eles obtiveram sucesso
ao demonstrar que, com um protocolo apropriado de manejo de embrides, pode-se
diminuir a transmissao de doencas tanto virais quanto bacterianas. Também ¢ feita
referéncia ao favorecimento do risco da transmissao de doencgas pela manipulagéo de
embrides “in vitro” (PHILPOTT, 1993).



Os odcitos € os embrides de mamiferos possuem um envoltério extracelular
glicoprotéico conhecido como zona pelucida (ZP), que tem a funcdo de assegurar a
especificidade das espécies no momento da fertilizacao, bloquear a poliespermia, assim
como proteger o concepto durante os primeiros estagios do desenvolvimento (DUNBAR,
1983). As (licoproteinas que formam a ZP sao secretadas pelo o6cito em
desenvolvimento, pelas células foliculares associadas ao o6cito em desenvolvimento e,
em alguns casos, pelas células epiteliais que formam o oviduto (DUNBAR, 1983; OIKAWA
et al., 1988; WASSARMAN, 1988). Por essas afirmacgdes, fica evidente que o bom estado
biolégico e sanitario do oécito é fundamental para a formagdo de uma ZP apropriada e
capaz de desempenhar as suas fungdes primordiais.

Antes da fertilizacdo, a ZP é uma membrana com microporos permeaveis a
macromoléculas (SELLENS & JENKINS, 1975), o que é fundamental para a troca de
substancias com o meio exterior durante a maturagcao, mas que também pode permitir a
entrada ou fixacao de agentes infecciosos. Além disso, existem canais na ZP que sao
deixados por células foliculares remanescentes que se desprendem de sua superficie,
principalmente logo apds a ovulagao (GWATKIN, 1967), que podem se tornar importante
via de entrada para agentes infecciosos no embrido e/ou oécito. Até o momento, sé foi
comprovada a entrada de mengovirus (menor RNAvirus) e parvovirus (menor
DNAvirus) por esses canais (GWATKIN, 1967; BANE et al., 1990).

STRINGFELLOW et al. (1991) citaram, em trabalho de revisdo, autores que
descrevem a capacidade de certos agentes conseguirem ou nao se fixar a ZP de
embrides. Um experimento coletivo mostrou que Akabane virus (AV), virus da leucemia
bovina (BLV), virus da lingua azul (BTV), virus da diarréia viral bovina (BVDV), virus da
febre aftosa (FMDV) e Brucella abortus ndo aderem a ZP. Os agentes infecciosos que
aderem seriam: herpesvirus-4 bovino (BHV-4), virus da rinotraqueite infecciosa bovina
(IBRV), virus da peste bovina (RPV), virus da estomatite vesicular (VSV), Haemophilus
sommus, Mycoplasma bovis, M. bovigenitalium, M. paratuberculosis e Ureaplasma
diversum. O embrido estaria livre do H. sommus ap6s tratamento com antibiético e livre
de herpesvirus-4, IBRV e VSV apos tratamento com tripsina, embora a eficacia do

tratamento com tripsina para remogdo de VSV ndo seja clara. Um outro estudo
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semelhante a esse demonstrou que os virus da doenga de Aujesky, IBR, VSV, BTV e
BVDV aderem a ZP, enquanto o enterovirus bovino e o virus parainfluenza-3 nao
aderem. Esses resultados sao questionaveis, pelo fato de que os embrides passaram
por no maximo cinco lavagens ou nao receberam lavagem. BOWEN et al. (1985) afirmam
que o BTV e 0 BVDV nao estariam aderidos a ZP ap6s 10 lavagens.

BIELANSKI et al. (1998) realizaram um trabalho verificando o estado sanitario de
odcitos e embrides coletados de vacas experimentalmente infectadas com leptospira e
verificaram que, de 21 amostras de embrides recuperadas, todas se mostraram
negativas a infeccao por leptospira. No entanto, no mesmo trabalho, utilizando-se a
técnica de PCR, mostrou-se que 29% dos embrides em estdgio de moérula e
blastocistos apresentaram-se positivos, e de 29 odcitos recolhidos, um foi positivo
quanto a presenca de DNA de leptospira. No mesmo ano, BIELANSKI & SURUJBALLI
(1998) publicaram um artigo no qual relataram, por meio de microscopia eletrénica de
varredura, leptospiras aderidas a superficie e aos poros da ZP de embrides no estagio
de mérula, e, pela microscopia eletrénica de transmissao, observaram leptospiras na
matriz e nos canais da ZP, nos espacos perivitelinicos e intercelulares, nas células
embribnicas e vitelinicas, mostrando que pode ser possivel a transmissdo de

leptospiras por meio de transferéncia de embrides.
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2 - JUSTIFICATIVAS

Este trabalho ¢é justificado pela importancia da leptospirose e da brucelose como
enfermidades que afetam o sistema reprodutor, aliada a escassez de trabalhos que
relatem a acdo desses agentes nos estagios iniciais da formacdo embrionaria e a
necessidade de um controle sanitario mais efetivo em relacdo a odcitos e embrides,
uma vez que vem crescendo a preocupagdo quanto a qualidade sanitdria desses
materiais, garantindo mais seguranca para o sucesso das técnicas de fertilizagdo “in

vitro” (fiv) e de transferéncia de embrides (TE).

3 - OBJETIVOS

1 - Realizar o cultivo de Leptospira spp. a partir de rim, figado e conteudo
estomacal de fetos de vacas abatidas em frigorifico, comparando os resultados com a
sorologia da mae.

2 - Realizar o cultivo de Brucella spp. a partir de conteudo estomacal, pulméo e
baco de fetos de vacas abatidas em frigorifico, comparando os resultados com a
sorologia da mae.

3 - Realizar o cultivo de Brucella spp. € Leptospira spp. a partir da placenta das
vacas abatidas em frigorifico.

4 - Pesquisar a presenca de DNA de Leptospira spp. € Brucella spp. no liquido
folicular de ovarios bovinos por meio da técnica de PCRm.

5 - Pesquisar a presenca de DNA de Leptospira spp. € Brucella spp. no oécito
bovino por meio da técnica de PCRm.

6 - Pesquisar a possivel localizagdo das leptospiras no o6cito bovino, tanto na
infecgdo natural quanto experimental.

7 - Verificar se a utilizacao de antibiéticos no meio de maturacao pode proteger o
odcito da agao patogénica e da fixagao de leptospiras.

8 - Investigar a sensibilidade de odcitos bovinos frente ao contato com Leptospira

interrogans sorovar Pomona, durante a maturacao “in vitro”.
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4 — MATERIAL E METODOS
4.1 — Animais

Foram utilizadas 512 fémeas bovinas encaminhadas para o abate em um
frigorifico’ localizado na regido Nordeste do Estado de Sdo Paulo. Nesse frigorifico sdo
abatidos diariamente, em média, 700 animais, sendo 40% fémeas; destas, cerca de
30% apresentam-se prenhas, em varias fases de gestacéo. O frigorifico recebe animais
de toda regidao Norte e Nordeste de Sdo Paulo, além do Sul dos Estados de Minas
Gerais e Mato Grosso do Sul. Seu produto é destinado a grandes redes de
supermercados no Brasil e paises como Alemanha, Japéo e China.

Das 512 vacas avaliadas, 212 foram utilizadas para a pesquisa de Leptospira
spp. e Brucella spp. nos fetos, e 300 foram utilizadas para pesquisa de Leptospira spp.
e Brucella spp. no liquido folicular e nos odcitos.

4.2 - Colheita de amostras
Foram realizadas 10 colheitas de material para pesquisa de Leptospira spp. e

Brucella spp em fetos (212 vacas e 213 fetos) e 10 colheitas de material para pesquisa

de Leptospira spp. € Brucella spp em liquido folicular e o6citos (Quadros 1 e 2)

! Inspecionado pelo Servigo de Inspegdo Federal (SIF)
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Quadro 1. Datas das colheitas e niumeros de animais abatidos em frigorifico e utilizados
para pesquisa de Leptospira spp. € Brucella spp. em fetos no periodo de
margo a junho de 2005 (primeira fase do projeto).

DATA NUMERO DE ANIMAIS
01/03/05 10 vacas 10 fetos
15/03/05 10 vacas 10 fetos
06/04/05 14 vacas 15 fetos (uma gestagao gemelar)
07/04/05 18 vacas 18 fetos
12/04/05 28 vacas 28 fetos
13/04/05 28 vacas 28 fetos
05/05/05 18 vacas 18 fetos
10/05/05 26 vacas 26 fetos
12/05/05 25 vacas 25 fetos
08/06/05 35 vacas 35 fetos

TOTAL DE ANIMAIS 212 vacas e 213 fetos

Quadro 2. Datas das colheitas e niumeros de vacas abatidas em frigorifico e utilizadas
para pesquisa de Leptospira spp. € Brucella spp. em liquido folicular e oécitos
no periodo de agosto a novembro de 2005 e setembro a novembro de 2006
(segunda fase do projeto).

DATA NUMERO DE ANIMAIS
16/08/05 30 vacas
24/08/05 30 vacas
31/08/05 30 vacas
26/10/05 30 vacas
10/11/05 30 vacas
19/09/06 30 vacas
26/09/06 30 vacas
17/10/06 30 vacas
24/10/06 30 vacas
08/11/06 30 vacas

TOTAL DE ANIMAIS 300 vacas
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4.2.1 - Amostras de sangue

No momento do abate, foi colhido sangue arterial (carétida) de vacas gestantes
ou ndo, e de seus respectivos fetos (intracardiaco). O sangue colhido foi dessorado, € o
soro foi identificado e encaminhado para o exame sorologico. Para o diagnostico de
leptospirose foi utilizada a técnica de soroaglutinagdo microscoépica (SAM), e para
brucelose, a prova do antigeno acidificado tamponado (AAT), confirmada pelo teste do
mercaptoetanol (2-ME). A partir dos resultados da sorologia das vacas foram separados

0S grupos para a pesquisa dos agentes nos fetos, nos liquidos foliculares e nos odcitos.

4.2.2 - Fetos e placenta

As 212 fémeas prenhes foram identificadas, e suas placentas, contendo seus
respectivos fetos, foram amarradas e identificadas com a mesma numeragao antes de
serem enviadas para a sala de fetos. Nessa sala, os fetos marcados foram recolhidos,
amostras de cinco a sete mililitros de conteddo estomacal foram colhidas em seringas
de 10 mL, e fragmentos de seis a oito gramas de pulmao, baco, rim e figado foram
armazenados em coletores universais esterilizados. Todos os materiais foram mantidos
sob refrigeracdo em caixas térmicas e enviados para o laboratério em um periodo
maximo de trés horas. Esses materiais foram cultivados em meios préprios para o
crescimento de Leptospira ssp. e Brucella ssp. e analisados pela técnica de PCR
multiplex (PCRm) para Leptospira spp. e Brucella spp. Cultivos com crescimento de
coldnias suspeitas foram submetidos a PCRm para confirmagéo.

Fragmentos, de seis a oito gramas, das placentas das vacas foram submetidas
ao mesmo procedimento que os érgaos fetais acima mencionados.

A idade dos fetos foi estimada a partir de medidas tomadas no sentido cranio-
caudal e aplicads a formula proposta por REXROAD et al. (1974).



15

4.2.3 - Ovarios

Os ovarios de 300 vacas abatidas em frigorifico foram armazenados
individualmente em coletores universais esterilizados contendo cerca de quatro a cinco
mililitros de solugao salina esterilizada (0,9%), e mantidos a temperatura média de 36°C
por um periodo maximo de seis horas® até o momento da puncéo dos foliculos para
retirada do liquido folicular e selegdo dos odcitos. O liquido folicular foi submetido ao
mesmo tratamento dos materiais do item anterior (PCRm e cultivo) e os odcitos
selecionados foram maturados por 24 horas, sendo entdo submetidos ao PCRm e as

técnicas de coloragéo de Levaditi e de imunoistoquimica.

4.3 - Teste sorologico para diagnostico de leptospirose
4.3.1 - Técnica de soroaglutinacao microscopica

Os soros sanguineos foram diluidos em solugdo tamponada de Sdérensen
(Anexo), segundo SANTA ROSA (1970), sendo a diluicao inicial de 1/25 para os soros das
fémeas e 1/5 para os soros dos fetos. Dessa diluicdo, aliquotas de 50 uL foram
colocadas em placas de poliestireno, com fundo em formato de U, e adicionada igual
quantidade de antigeno, de 24 variantes antigénicas de leptospira (Quadro 3),
resultando na diluicdo de 1/50 para os soros sanguineos das fémeas e 1/10 para os
fetos. A mistura soro-antigeno foi levemente agitada e incubada em estufa
bacterioldgica a temperatura de 28°C por duas horas, procedendo-se a seguir a leitura
em microscopia de campo escuro, com objetiva de 40x e ocular de 15x, colocando-se
uma gota da mistura soro-antigeno na superficie de laminas de vidro tamanho 26x76
mm. O critério adotado para considerar um soro como reagente foi o de 50% de
aglutinacao, ou seja, metade das leptospiras aglutinadas no campo microscopico no

aumento de 100 vezes. Os soros reagentes na triagem inicial foram reexaminados com

© Manual de procedimentos para produgio in vitro de embrides bovinos - Departamento de reprodugdo animal,
FCAYV - Unesp, Campus de Jaboticabal.
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sete diluigbes seriadas de razéo dois. O titulo do soro foi considerado a reciproca da
sua maior diluicdo que apresentou pelo menos 50% de aglutinagéao.

Quadro 3. Estirpes de Leptospira interrogans empregadas como antigeno na reacao de
soroaglutinacao microscopica aplicada a leptospirose, segundo o sorogrupo e

O sorovar.

Sorogrupo Sorovares
Australis Australis
Australis Bratislava

Autumnalis Autumnalis
Autumnalis Butembo
Ballum Castellonis
Bataviae Bataviae
Canicola Canicola
Celledoni Whitcombi
Cynopteri Cynopteri
Grippotyphosa Grippotyphosa
Hebdomadis Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Copenhageni
Icterohaemorrhagiae Icterohaemorrhagiae
Javanica Javanica
Panama Panama
Pomona Pomona

Pyrogenes Pyrogenes
Sejroe Hardjo
Sejroe Wolffi

Shermani Shermani

Tarassovi Tarassovi

Andamana Andamana

Seramanga Patoc

Djasiman Sentot
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4.4 - Testes soroldgicos para diagnostico de brucelose
4.4.1 — Prova do antigeno acidificado tamponado

Esse método, também conhecido como teste rosa Bengala e “card test”, foi
realizado segundo a técnica recomendada pelo Programa Nacional de Controle e
Erradicacao de Brucelose e Tuberculose (BRASIL, 2006).

O método consiste em colocar 0,03 mL do soro em contato com 0,03mL do
antigeno, em uma placa de vidro, homogeneizar e manter a placa em movimentos
rotatorios constantes até o momento da leitura, que é feita apds 4 minutos de reacao,
observando-se a ocorréncia dos grumos de aglutinagdo. O antigeno empregado nessa
técnica foi preparado com Brucella abortus amostra 1.119/3, pelo Instituto de
Tecnologia do Parana (Tecpar), na concentracdao de 8% de volume celular, pH 3,63 e

corado pelo rosa de Bengala.

4.4.2 - Prova do mercaptoetanol

Foi realizada conforme a metodologia recomendada pelo Programa Nacional de
Controle e Erradicacao de Brucelose e Tuberculose (BRASIL, 2006).

Empregou-se antigeno de célula total (antigeno para soroaglutinacéo lenta),
preparado com Brucella abortus amostra 1.119/3, pelo Instituto de Tecnologia do
Parana (Tecpar), na concentragao final de 0,045% de volume celular.

Utilizou-se como diluente solugéo salina 0,85%, com uma concentragao final de
0,78% de 2-mercaptoetanol.

Os soros foram testados em diluicbes duplas a partir da diluicdo 1/25,
trabalhando-se com volume final de 2mL da mistura diluente-soro-antigeno.

Fez-se a leitura apds incubacgéao por 48 horas a 37°C, observando-se a formacao
de grumos de aglutinagéo.

O teste do mercaptoetanol foi incubado e lido junto com o teste de
soroaglutinacdo (lenta) em tubos.
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4.4.3 - Teste de soroaglutinacao em tubos

Também chamada de prova lenta, é utilizada em associagdo com o teste do
mercaptoetanol para confirmar resultados positivos em provas de rotina.

Empregou-se antigeno de célula total (antigeno para soroaglutinacao lenta),
preparado com Brucella abortus amostra 1.119/3, pelo Instituto de Tecnologia do
Parana (Tecpar), na concentragao final de 0,045% de volume celular.

Como diluente foi utilizada solugéo salina 0,85%, com uma concentragao final de
5% de fenol.

Os soros foram testados em diluicbes duplas a partir da diluicdo 1/25,
trabalhando-se com volume final de 2mL da mistura diluente-soro-antigeno.

A leitura foi realizada apés incubacao por 48 horas a 37°C, observando-se a
formagéo de grumos de aglutinagao.

A interpretacdo dos resultados foi realizada em paralelo com aqueles da prova
do mercaptoetanol, segundo o Quadro 4, considerando-se o grau de aglutinacdo em
cada uma das distintas diluicdes, classificando-se como: completo (+), incompleto () ou
negativo (-), de acordo com o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (BRASIL, 2006).

Quadro 4. Interpretacao do teste do 2-mercaptoetanol para fémeas com idade igual ou
superior a 24 meses, vacinadas entre trés e oito meses de idade.

SAL (Ul/mL) 2-ME (Ul/mL) Interpretacao
<50 <25 Negativo

=100 <25 Inconclusivo
>25 225 Positivo

SAL: teste de soroaglutinagéo lenta
2-ME: prova do 2 mercaptoetanol
Ul: Unidade internacional
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4.5 — Cultivo e isolamento de Leptospira spp.

Para cultivo e isolamento de leptospira foram utilizados rins, figado e contetdo
estomacal de fetos e placentas de vacas abatidas em frigorifico, e liquido folicular dos
ovarios dessas fémeas. O cultivo de leptospira foi realizado pela semeadura de 0,5 mL
de cada material em 5 mL de meio semi-sélido de Fletcher® (Anexo) acrescido de 5-
fluorouracil®, na proporcdo de 400uL/mL de meio, nas primeiras 24 horas de cultivo,
seguido de repicagem e cultivo em meio livre de antibiético. Apds a semeadura, os
tubos foram incubados a temperatura de 28° C durante 12 semanas, observando-se a
ocorréncia de anel de opalescéncia e realizando-se leituras semanais em microscopia
de campo escuro, com objetiva de 40x e ocular de 15x. Cultivos com formacao do anel

de opalescéncia foram submetidos a PCRm.
4.6 — Cultivo e isolamento de Brucella spp.

Para cultivo e isolamento de Brucella spp. foram utilizados conteudo estomacal e
fragmentos de pulmao e baco de fetos e placentas de vacas abatidas em frigorifico, e
liquido folicular dos ovarios dessas fémeas. O meio de cultivo utilizado foi o Bacto
Brucella Agar* acrescido de 5% de soro de coelho e 20 pug/mL de vancomicina e 10
ug/mL de acido nalidixico. O cultivo foi realizado a temperatura de 37°C em atmosfera
com 5% de CO,, observando-se o crescimento diariamente até o dia 10 apds o inicio da
incubacédo. Cultivos suspeitos de isolamento foram submetidos a PCRm.

% Difco laboratories
® Hoffman — Roche
* Difco laboratories 0964-17-5
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4.7 — Reacao em cadeia da polimerase multiplex

A técnica de PCRm foi realizada no laboratério de Doencas Bacterianas da
Reprodugéao no Instituto Biologico de Sao Paulo.

4.7.1 - Preparo das amostras para a PCR

Aproximadamente dois gramas de cada amostra clinica (rim, figado, bacgo,
pulmdo, e placenta) foram macerados conjuntamente no homogeneizador (Stomacher
80), de forma a obter-se um “pool”, e este foi ressuspendido em tampao TE (10% p/v)
(Anexo) e armazenado a temperatura de -20°C até o momento da extracdo do DNA. As
amostras de conteudo estomacal, liquido folicular, o6citos em PBS e meio de cultivo
com crescimento bacteriano foram armazenadas a temperatura de -20 °C até o
momento da extracdo do DNA

4.7.2 - Protocolo de extracao do DNA
4.7.2.1 - Extracao de DNA por DNAzol

As amostras de rim, figado, baco, pulmao, placenta e conteudo estomacal foram
submetidas a extragdo de DNA com o reagente comercial DNAzol (Invitrogen®),
adaptado de CHOMCZYNSKI (1993), como descrito no protocolo abaixo:

o Centrifugar um mililitro de cada amostra a 2.000 x g por 10 minutos para
precipitar debris celulares
o Adicionar 100 pL da amostra a 1 mL do reagente DNAzol (Gibco BRL)

o Homogeneizar por inversao

o Centrifugar a 10.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente

o Descartar o sobrenadante e ao “pellet” adicionar 500 uL de etanol absoluto

o Deixar a temperatura ambiente por um a trés minutos para precipitar o DNA do
lisado

o Centrifugar a 4.000 x g por dois minutos e descartar o sobrenadante
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o Proceder a duas lavagens do “pellet” de DNA com 850 pL de etanol absoluto,

aguardando-se 1 minuto para sua precipitagao

o Centrifugar a 4.000 x g por dois minutos
o Retirar todo o etanol com a pipeta e aguardar aproximadamente 20 segundos
o Dissolver o DNA em 100 puL de NaOH (8 mM) bem vagarosamente, passando o

“pellet” através da ponteira de uma pipeta
o Adicionar 40 pL de solugao Hepes 0,1 M para ajustar a solucao de DNA para pH
neutro

o Estocar a temperatura de —20°C, ou utilizar imediatamente para amplificagao.

4.7.2.2 - Extracao de DNA por fervura: fenol

As amostras de liquido folicular, o6citos em PBS e meio de cultivo com
crescimento bacteriano foram submetidas a extragdo de DNA por fervura com fenol,
adaptado de RICHTZENHAIN et al. (2002), como descrito no protocolo abaixo:

o Adicionar 200 puL da amostra a 400 uL de TE

o Agitar os tubos e centrifugar a 13.000 x g por 30 minutos

o Desprezar o sobrenadante dos tubos

o Ressuspender o sedimento em 300 puL de TE

o Ferver em banho-maria seco a temperatura de 99°C por 15 minutos
o Adicionar 150 uL de fenol tamponado

o Agitar e centrifugar a 13.000 x g por cinco minutos

o Transferir 300 puL da fase aquosa para novo microtubo

o Adicionar 100 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)

o Agitar e centrifugar a 13.000 x g por cinco minutos

o Transferir 200 pL da fase aquosa para novo microtubo

o Adicionar 40 uL de acetato de sédio 2 M (1/5 do volume)
o Adicionar 480 pL de etanol puro (duas vezes volume total)

o Homogeneizar por inversao
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o Manter a temperatura de -20°C por pelo menos 3 horas
o Centrifugar a 13.000 x g por 15 minutos

o Descartar o sobrenadante por inversao

o Adicionar 500 pL de etanol 70%

o Homogeneizar por inversao

o Centrifugar a 13.000 x g por 15 minutos

o Descartar o sobrenadante por inversao

o Secar na estufa a 45°C por 15 minutos

. Adicionar 40 uL de TE

o Incubar em banho-maria a 56°C por 15 minutos (mix 350rpm)

Estocar a temperatura de —20°C, ou utilizar imediatamente para amplificagao.

4.7.3 — Oligonucleotideos iniciadores (“primers”)

Para amplificacgo de DNA de Leptospira spp. foram escolhidos os
oligonucleotideos iniciadores género-especificos Lep 1 e Lep 2 (331pb), descritos por
MERIEM et al. (1993), e para Brucella spp., os oligonucleotideos iniciadores género-
especificos B4 e B5 (223 pb), descritos por BAILY et al. (1992).

“PRIMERS” SEQUENCIA
Lep 1 5 GGC GGC GCG TCTTAAACATG 3’
Lep 2 3’ TTA GAA CGA GTT ACC CCC CTT5’
B4 5 TGG CTC GGT TGC CAATATCAA 3’
B5 3’ CGC GCTTGC CTTTCAAGG TCTG 5’

4.7.4 — Amplificacao do DNA bacteriano

A amplificagdo das amostras de DNA foi realizada em microtubos de 500uL, com
volume final de 50uL, de acordo com o protocolo de RICHTZENHAIN et al. (2002), descrito

a seguir, uma vez que por essa técnica podem-se detectar ao mesmo tempo dois dos
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mais importantes microrganismos da esfera reprodutiva, Leptospira spp. € Brucella
spp.:
e Adicionar 15 pL de 4gua ultrapura (Milli Q)
e Adicionar 5,0 puL de tampao 50 mM 10 X (500 mM de KCI)
e Adicionar 1,5 uL MgCl,. 100 mM de TRIS-HCI, pH 9,0
e Adicionar 8,0 uL da mistura de dNTPs (200uM de cada nucleotideo [dCTP, dATP,
dGTP, dTTP])
e Adicionar 2,5 uL de Lep 1 (10 pmol/uL)
e Adicionar 2,5 uL de Lep 2 (10 pmol/uL)
e Adicionar 2,5 uL de B4 (10 pmol/uL)
e Adicionar 2,5 puL de B5 (10 pmol/uL)
e Adicionar 0,5 pL de Taqg DNA-polimerase (cinco unidades por uL)
e Adicionar 10 pL da amostra de DNA extraido
O ciclo empregado foi aquele preconizado por RICHTZENHAIN et al. (2002).
Inicialmente foi realizada a desnaturagao da fita, utilizando a temperatura de 94°C por 3
minutos. Foram empregados 35 ciclos, divididos em quatro fases, como descrito abaixo:
e Desnaturacao do DNA: 94°C/60seg
e Anelamento dos “primers”: 60°C/60seg
e Polimerizagdo do DNA: 72°C/90seg

e Extensao final: 72°C/10min

4.7.5 — Analise do produto amplificado

A analise do produto amplificado (331 pb para o 16S RNAr do gene de
Leptospira spp. € 223 pb para o gene de Brucella spp.) foi realizada por eletroforese em
gel de agarose a 2,0% (p/v), utilizando-se tampao de corrida TBE 0,5 X (0,045M tris-
borato e 1mM de EDTA, pH 8,0), segundo SAMBROOK et al. (1989), como segue.

Em cada uma das cavidades do gel foram colocados 10uL de uma mistura

contendo 8uL de produto amplificado e 2uL de corante (azul de bromofenol 0,25%,
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glicerol 30%). O gel foi submetido a uma voltagem constante de 6-7V por centimetro de
distancia entre os eletrodos em cuba horizontal, contendo tampao de corrida TBE 0,5%.

A revelacdo das bandas foi realizada por meio da imersdo do gel em uma
solucdo de brometo de etidio a 0,5ug por mL durante 20 minutos, e posterior
observagao em transluminador ultravioleta (300-320 nm). O gel foi fotografado pelo
sistema de foto-documentacao (Camera Kodak Digital DC/120 Zoom) e analisado com
o software 1D Image Analysis (Kodak Digital Science).

Como controle da extragdo foram contaminadas experimentalmente amostras de
orgaos com 100 uL de cultura pura de Leptospira sorovar Hardjo estirpe Hardjoprajitino
a 10% e com 10uL de cultura escala 8 Mc Farland ( 2,3X10°bact/mL) de Brucella abortus
ATCC 544.

Como controle positivo para a leptospirose foi utilizado o sorovar Hardjo estirpe
Hardjoprajitino

Como controle positivo da reacao para brucelose foi empregada uma suspensao
bacteriana (2,8 x 10° UFC/ml) em cultura da estirpe padrédo de Brucella abortus 1119/3,
que é utilizada na producao de antigeno de brucelose realizada no Instituto Biol4gico.

Como controle negativo da PCR foi utilizada a mistura da reacdo da PCR sem DNA,

contendo 10uL de agua ultrapura.
4.8 — Obtencao dos odcitos

Os ovérios foram transportados do abatedouro até o laboratério em caixas térmicas,
procurando-se ndo exceder ao periodo de 6 horas entre o abate e o inicio das aspiragdes.
Apobs os resultados da sorologia, os ovarios foram separados em trés grupos de acordo
com a condicdo dos animais: vacas apenas com leptospirose, vacas com brucelose
acompanhada ou ndo de leptospirose e vacas negativas para as duas enfermidades.
(Fluxogramas 1 e 2).

As pungdes dos foliculos ovarianos ocorreram manualmente, empregando-se
seringa de 10 mL e agulha calibre 18G1)2 (1,20x40mm), ambas descartaveis. Todo liquido
aspirado foi transferido para tubos de poliestireno estéreis de 50 mL com tampa
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rosqueavel, separados de acordo com 0s grupos acima mencionados, e esse material foi

homogeneizado e deixado em descanso por 15 a 20 minutos a temperatura ambiente. O

sedimento foi examinado em placas de poliestireno de 60mm de diametro.

Aliquotas do liquido folicular de cada grupo foram incubadas em meios de cultivo
proprios para Leptospira spp.e Brucella spp., e outras aliquotas foram mantidas a
temperatura de —20°C para posterior avaliagdo da presenca de material genético pela
prova de PCRm.

Em seguida os oécitos que se apresentavam total ou parcialmente revestidos pelas
células do “cumulus oopharus” foram selecionados e agrupados em meios de maturacao
de acordo com o propésito do trabalho (Fluxogramas 1 e 2):

1. Odcitos oriundos dos ovarios de fémeas positivas para leptospirose foram observados
em microscopia de campo escuro e maturados em meio estéril, com e sem antibiético,
por 24 horas em estufa de CO, a 5% e a temperatura de 38,5°C, sendo entdo
submetidos a PCRm e novamente a visualizagdo em microscopia de campo escuro e
as técnicas de Levaditi e imunoistoquimica para detec¢cdo e identificacdo da
localizacao das leptospiras nos oécitos.

2. Odcitos dos ovarios provenientes de fémeas negativas, para leptospirose e brucelose,
foram submetidos ao mesmo procedimento do grupo acima, porém maturados em
meio contaminado com Leptospira interrogans sorovar Pomona (estirpe LPF).

3. Odcitos provenientes de vacas sorologicamente positivas para Brucella spp. foram

maturados em meio esterilizado sem antibiéticos adicionais.
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Fluxograma 1. Protocolo de investigacdo da presenca de leptospiras em odécitos bovinos
oriundos de fémeas reagentes e nao reagentes na prova de soroaglutinagéo
microscépica, e maturados, respectivamente, em meio estéril e em meio
experimentalmente contaminado com Leptospira interrogans sorovar
Pomona. Jaboticabal, 2006.
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Fluxograma 2. Protocolo de investigacdo da presenca de brucela em odécitos bovinos
oriundos de fémeas reagentes na prova do antigeno acidificado tamponado,
e maturados em meio de maturacdo sem antibiéticos adicionais. Jaboticabal,
2006.
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4.9 — Selecao e maturacao dos odcitos

Os odcitos, observados em lupa, que se apresentavam total ou parcialmente
revestidos com complexo "cumulus oopharus" compacto foram passados quatro vezes em
meio de lavagem (TCM 199 A® suplementado com 10% de Soro fetal Bovino ° (SFB), 0,2

mM de piruvato de sédio’ e 75ug de gentamicina®’mL), para entdo serem transferidos para

5 Gibico cod. 12340-030
® Gibico cod. 10270-106
7 Sigma
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microgotas de meio TCM 199 B ® suplementado com 10% SFB, 0,2mM de piruvato de
sodio®, 75ug de gentamicina/mL, 0,5ug de FSH¥%mL, 50ug de LH'YmL e 1ug de 17p
estradiol’mL, e mantidos durante 24 horas na atmosfera de 5% de CO, em ar, umidade
relativa de 100% e a temperatura de 38,5°C. Aos grupos com antibioético foram

adicionadas estreptomicina® (50uL/mL) e penicilina® (70uL/mL)°.
4.10 — Contaminacao do meio de maturacao

A contaminacdo do meio de maturagdo foi realizada com L. interrogans sorovar
Pomona estirpe Leptospira from (LPF), na concentracdo de 5,0 x 10° leptospiras por
mililitro (RODRIGUES et al., 2003)

4.11 — Preparacao dos odcitos para as técnicas de coloracao

Os od6citos foram removidos do meio de maturacao e transferidos para gotas de
100uL de pronase 0,5% (Anexo) por duas vezes (meio de desnudacdo para retirada
das células do “cumulus oopharus”), sendo em seguida lavados em gotas de 100uL de
meio de lavagem®, por cinco vezes. Os odcitos destinados 8 PCRm foram lavados mais
duas vezes em PBS e depositados em microtubos de 0,5 mL com PBS. Tratamento
semelhante ao recebido pelos odécitos desnudos destinados a PCRm foi dado as células
do "cumulus oopharus" que se desprenderam durante a passagem nas gotas de
pronase 0,5% .

Os oécitos que se destinavam a coloracao nao passaram pelo PBS puro e foram
fixados em gotas de 100uL de uma solucao de paraformaldeido (4% em PBS, pH 7,4),

e passados para gotas de lavagem de PBS/PVP (polivinilpirolidona)(1mg/ml), sendo a

8 Gibico c6d. 11150-059 (ja acrescido de bicarbonato de sédio — NaHCOs3)

? Foltropin

1 Loutropin

® Manual de procedimentos para produgio in vitro de embrides bovinos - Departamento de Reprodugdo Animal,
FCAV - Unesp, Campus de Jaboticabal.

* idem item 4.9
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seguir transferidos para laminas previamente revestidas em uma solugao 1/10 de pili-1-
lisina'" e deixados & temperatura ambiente por 24 horas para secagem (LOPES et al.,
2002). Em seguida, as laminas, com os o6citos, foram submergidas em alcool 95% para
melhor fixagdo do material e secadas em estufa, apds esse processo os odcitios foram
submetidos as técnicas da reagdo de imunoistoquimica® e Levaditi (MC MANUS &
MOWRY, 1965) para pesquisa de antigenos do sorovar Pomona.

Algumas laminas foram preparadas com os odcitos desnudos e outras foram
preparadas apenas com as células do complexo “cumulus oopharus”, assim foram
formados dez grupos para a pesquisa da presenca de Leptospira spp. e/ou Brucella
spp. nos odcitos, conforme apresentado no quadro 5:

Quadro 5. Grupos formados para pesquisa de Leptospira spp. e Brucella spp. em
oocitos apds a maturacao e desnudacao.

Condicao do A -
r e Pr nci Matur
Grupo 06aito ocedéncia aturacao
G1 Desnudo Vacas reagentes para L. Meio estéril, com ATB adicionais
G2 Desnudo Vacas reagentes para L. Meio estéril, sem ATB adicionais
G3 Desnudo Vacas reagentes para B Meio estéril, sem ATB adicionais
. Meio contaminado*, com ATB
G4 Desnudo Vacas negativas para L. e B. adicionais
. Meio contaminado*, sem ATB
G5 Desnudo Vacas negativas para L. e B. adicionais
G6 CO Vacas reagentes para L. Meio estéril, com ATB adicionais
G7 CO Vacas reagentes para L. Meio estéril, sem ATB adicionais
G8 CO Vacas reagentes para B. Meio estéril, sem ATB adicionais
G9 CcO Vacas negativas para L. e B. Meio contam_lr}ado_ , com ATB
adicionais
G10 CcO Vacas negativas para L.e B. Msio contam.lr}ado.  sem ATB
adicionais

CO: “cumulus oopharus” L: leptospirose B: brucelose ATB: antibi6ticos
* com Leptospira interrogans sorovar Pomona

' Sigma cod. P8920
* Curso Erviegas
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4. 12 — Reacao de Imunoistoquimica

Para a reacdo de imunoistoquimica, apds a fixagcdao do oécito na lamina, foram
seguidos 0s seguintes passos:
e Bloqueio da peroxidase enddégena por uma solugdo composta por 95 mL de metanol
e 5 mL de agua oxigenada durante 15 minutos em temperatura ambiente, protegido de
luz;
e Trés lavagens em tampao fosfato-salina (PBS) 0,01 M pH 7,4 por cinco minutos;
¢ Incubacao com antissoro especifico de coelho antileptospira com titulo de 1/12.800,
por 12 horas a 4°C (gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Silvio Arruda Vasconcellos —
FMVZ — USP, Sao Paulo);
e Trés lavagens em tampao fosfato-salina (PBS) 0,01 M pH 7,4 por cinco minutos;
¢ Incubacao com anticorpo secundario (IgG de coelho antimunoglobulinas de coelho),
por 45 minutos a temperatura ambiente;
e Trés lavagens em tampéo fosfato-salina (PBS) 0,01 M pH 7,4, por cinco minutos;
¢ Incubacao com complexo avidina-biotina (Kit Easypath — Super ABC) por 45 minutos

a temperatura ambiente;

e Trés lavagens em tampéo fosfato-salina (PBS) 0,01 M pH 7,4 por cinco minutos, em
dois banhos a temperatura ambiente;

e Revelacao com solucao-substrato recém-preparada, contendo tetra-hidrocloreto de
diaminobenzidina (DAB), durante 5 a 8 minutos em recipiente de paredes escuras e em
sala escura (DAB reagent set KPL — C4d. 54-10-00);

e |Lavagem em agua destilada por cinco minutos;

e Contracoloracdao com hematoxilina de Harris, por um minuto e lavagem em agua
corrente;

e Desidratagcao em série de alcoois em concentracdes crescentes (50%, 80%, 95% | e
I, absoluto I, Il e 1ll) e em xilol |, 1l e lll;

e Montagem em balsamo do Canada (Synth).
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A leitura das laminas foi realizada em microscopio de luz 6ptica (Carl Zeiss) com
ocular 10X e objetivas 40X e 100X (imerséo), com condensador de campo claro.

4.13 — Técnica de Levaditi

Apoés a fixagdo do odcito na lamina seguiu-se a técnica de Levaditi. Essa técnica
foi executada conforme o procedimento descrito por MC MANUS & MOWRY (1965):
e |Lavagem em alcool 96° por 24 horas;
e Lavagem em alcool - 70° por 24 horas;
e Retirada do alcool e imersao em agua;
e Revelagdo em solucdo de nitrato de prata'?, por 72 horas a temperatura de 37 °C,
no escuro (Anexo);
e Bloqueio da reagdo em solugéo redutora, por 24 a 72 horas a temperatura de 37°C,
no escuro (Anexo);
e Lavagem em 4gua destilada;
e Desidratagdo em série de alcoois em concentragcoes crescentes (70%, 95%,
absolutos I, Il e 1ll) e em xilol.

A leitura das laminas foi realizada em microscépio de luz optica (Carl Zeiss) com

ocular 10X e objetivas 40X e 100X (imerséo), com condensador de campo claro.
4.14 — Analise estatistica
A frequéncia de alteragbes observadas em fetos de fémeas reagentes a

leptospira foi comparada com a freqiéncia observada em fetos de vacas nao
reagentes, por meio de teste de qui-quadrado (BERQUO et al., 1980).

12 Nuclear 2850



5 - RESULTADOS

32

Das 512 vacas analisadas (entre gestantes e ndo gestantes) foram observadas

234 (45,70%) vacas sororreagentes para leptospirose na prova de SAM a pelo menos

um dos 24 sorovares de Leptospira spp. utilizados, sendo o sorovar Hardjo (67,09%) o
predominante; e os titulos variaram de 50 (24,2%) a 1.600 (1,9%) (Tabela 1).

Tabela 1. Titulo de aglutininas de 234 vacas sororreagentes para leptospirose pela

prova de soroaglutinagdo microscépica, para um ou mais dos sorovares

Wolffi,

Hardjo,

Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa, Canicola,

Tarassovi e Autumnalis, entre 512 vacas, abatidas em frigorifico, avaliadas no
periodo de marco de 2005 a novembro de 2006, Jaboticabal, 2006.

TITULOS TOTAL
SOROVAR 50 100 200 400 800 1.600

Ne % N° % N° % N° % N % Ne % Ne % %
Hardjo 28 6,10 49 1067 41 893 19 414 13 283 07 152 157 30,66 67,09
Wolffi 27 583 48 1046 25 545 22 479 14 305 02 043 138 26,95 59,00
Icterohaemorrhagiae 34 741 27 58 09 19 03 065 00 00 00 00 73 14,26 31,20
Tarassovi 10 218 17 370 12 261 09 19 05 1,09 00 00 53 10,35 22,65
Grippotyphosa 05 109 09 19% 06 13 01 022 00 00 00 00 21 4,10 8,97
Canicola 04 o087 04 08 02 043 00 00 00 00 00 00 10 1,95 4,27
Pomona 02 043 01 022 00 00 03 065 00 00 00 00 06 1,17 2,56
Autumnalis 01 022 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0,19 0,43
TOTAL 111 242 155 338 95 207 57 124 32 69 09 19 459 89,63 196,17

a: em relagéo ao total de animais examinados (512)

b: em relagao ao total de animais sororreagentes (234)
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Considerando-se apenas o sorovar de maior titulo para cada vaca sororreagente

na SAM, o sorovar Hardjo permaneceu como o predominante, seguido dos sorovares

Wolffi, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi, Grippotyphosa, Canicola e Pomona, e os titulos

variaram de 50 a 1.600 (Tabela 2). Com essa comparagao, procurou-se evitar os casos

de coaglutinagéo.

Tabela 2. Prevaléncia dos sorovares Hardjo, Wolffi, Icterohaemorrhagiae, Tarassovi,

Grippotyphosa, Canicola e Pomona, analisando-se apenas o sorovar de

maior titulo de aglutininas e desconsiderando os animais que obtiveram

titulos iguais para dois ou mais sorovares, entre 512 vacas, abatidas em

frigorifico, avaliadas no periodo de margco de 2005 a novembro de 2006,

Jaboticabal, 2006.

TITULOS TOTAL
SOROVAR 50 100 200 400 800 1.600

N2 % N2 % N2 % N2 % N2 % N2 % N2 %° %?
Hardjo 07 376 14 752 27 145 08 430 10 537 07 376 73 14,2 39,2
Wolffi 02 107 10 537 09 484 15 806 08 430 02 1,07 46 8,98 24,7
Icterohaemorrhagiae 05 269 13 700 03 161 03 161 00 00 00 00 24 4,69 12,9
Tarassovi 00 o0 07 376 07 376 06 322 03 161 00 00 23 4,49 12,4
Gripotyphosa 02 107 04 215 02 107 00 00 00 00 00 00 08 1,56 4,30
Canicola 02 107 02 107 03 161 00 00 00 00 00 00 07 1,36 3,76
Pomona 02 107 00 ©00 00 00 03 00 00 00 00 00 05 0,98 2,69
TOTAL 20 107 50 269 51 274 35 188 21 11,3 09 484 186 36,33 100

a: em relagéo ao total de animais examinados (512)
b: em relagao ao total de animais sororreagentes (186)
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Entre as 212 amostras de soro sangliineo das vacas prenhas avaliadas no
periodo de margo a junho de 2005, 95 (44,81%) foram reagentes a pelo menos um dos
24 sorovares de Leptospira spp. utilizados na SAM, com titulos que variaram de 50
(24,58%) a 1.600 (0,58%), sendo o sorovar Hardjo (84,21% das 95 vacas reagentes) o
mais freqlientemente observado (Tabela 3).

Tabela 3. Titulo de aglutininas de 95 vacas sororreagentes para leptospirose pela prova
de soroaglutinagdo microscépica, para um ou mais dos sorovares Wolffi,
Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona e Grippotyphosa, entre 212 vacas
prenhas, abatidas em frigorifico, avaliadas no periodo de margo a junho de
2005, Jaboticabal, 2006.

TITULOS
SOROVAR 50 100 200 400 800 1.600
Ne % N % N2 % Ne % N % Ne % Ne % %

TOTAL

Hardjo 17 95 25 139 22 1283 10 56 05 28 01 06 80 37,73 84,21
Wolffi 13 73 15 84 09 50 10 56 04 22 00 00 51 24,06 53,68

Icterohaemorrhagiae 12 67 19 106 07 39 03 17 00 00 00 0,0 41 19,34 43,16

Pomona 0 00 01 06 00 00 03 17 00 00 00 00 04 189 421
Grippotyphosa 02 141 00 00 01 06 00 00 00 00 00 00 03 141 3,16
TOTAL 44 246 60 335 39 21,8 26 145 09 50 01 06 179 8443 18842

a: em relagéo ao total de animais examinados (212)
b: em relagédo ao total de animais sororreagentes (95)

Cinquenta (9,76%) vacas das 512 avaliadas foram sororreagentes a Brucella
spp. na prova AAT, sendo 34 (6,64%) confirmadas pela prova do mercaptoetanol.
Das 212 vacas prenhas, vinte e duas (10,38%) foram reagentes a Brucella spp.

na prova AAT, sendo 14 (6,60%) confirmadas pela prova do mercaptoetanol (Tabela 4).
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Tabela 4. Titulo de aglutininas da prova do mercaptoetanol em 22 vacas sororreagentes
no teste do antigeno acidificado tamponado, entre 212 vacas prenhas,
abatidas em frigorifico, avaliadas no periodo de marco a junho de 2005,
Jaboticabal, 2006.

Prova confirmatoria

DATA* Numero Interpretacao
2-ME SAL

15/03/05 01 25 25 P
06 /04 /05 02 400 400 P
06 /04 /05 03 200 400 P
06 /04 /05 04 N N N
12/04 /05 05 200 400 P
12/04 /05 06 50 50 P
12/04/05 07 50 100 P
12/04/05 08 200 400 P
12/04/05 09 200 400 P
13/04/05 10 200 400 P
13/04/05 11 N N N
05/05/05 12 25 50 P
05/05/05 13 N N N
10/05/05 14 N 25 N
10/05/05 15 100 200 P
10/05/05 16 N 25 N
12/05/05 17 N N N
12/05/05 18 N N N
12/05 /05 19 50 50 P
12/05/05 20 N 25 N
08/06/05 21 50 50 P
08/06 /05 22 25 50 P

TOTAL 22 - - 14

%3 10,38 6,60

*: data da colheita no frigorifico
P: positivo  N: negativo
% em relagé@o ao total de animais examinados (212)
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Nenhum dos 213 fetos avaliados no periodo de marco a junho de 2005 (com
idade gestacional de quatro a sete meses) apresentou reacdo nas provas sorologicas
para Leptospira spp. ou Brucella spp., porém os resultados dos cultivos de leptospira
em meio Fletcher e os resultados da avaliagdo macroscopica de alteragdes patolégicas
nos 6rgaos dos fetos (rim, figado, pulmao e baco: ictericia, hemorragia e/ou friavel;
conteudo estomacal: coloracdo amarelo-ouro e/ou pastoso), apresentados na Tabela 5,
sugerem que fetos de maes reagentes ja estavam afetados por esses agentes, embora

nao apresentassem anticorpos.

Tabela 5. Resultados dos cultivos de rim, figado, bago, pulméo, conteudo estomacal
dos fetos e dos cotilédones das fémeas abatidas e as alteracdes patoldgicas

encontradas nesses 6rgéos.

CULTIVO® CULTIVO® ALTERACOES

ORGAO ) PATOLOGICAS
Leptospira  Brucella N2 fetos TIPO

RIM 02 - 3 AB
FIGADO 01 - 30 AB,G
BACO _ - 0 5 B
PULMAO - 0 4 B
CONTEUDO ESTOMACAL 0 0 70 H,I
PLACENTA 0 0 33 B,C,D,E,F
TOTAL de 6rgaos afetados 03 0 145 -
TOTAL de animais afetados 03 0 88 -

a. cultivo em meio Fletcher

b. cultivo em meio Brucela-agar

-: ndo avaliado

A: ictericia, B: hemorragia, C: palidez, D: disformidade, E: formagdes fibrosas, F: granulomatose, G: friavel, H:
coloragéo amarelo-ouro, |: pastoso
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O numero de fetos (88), oriundos de fémeas soropositivas para leptospirose, com
alguma alteragédo patoldgica foi superior ao daqueles oriundos de maes soronegativas
(19) (p<0,01). Nao houve diferenga significativa entre fetos com alteragdes patoldgicas
em rim, oriundos de vacas positivas e de vacas negativas (p>0,05). Em relagdo a
freqliéncia de observacdes de patologias nos pulmdes e bagos entre fetos oriundos de
maes positivas e negativas, houve diferengas significativas, com 95% de significancia
(p<0,05). As diferencas foram significativas (p<0,01) para a comparacao de alteragdes
nos figados e contedudos estomacais entre fetos de vacas positivas e negativas e nas
placentas entre as mesmas fémeas (Tabela 6). Devido a pequena amostragem de fetos
oriundos de vacas soropositivas apenas para brucelose, nao foi possivel fazer a mesma
comparacgao de alteragbes patolégicas entre fetos oriundos de fémeas soropositivas e

soronegativas para Brucella spp..

Tabela 6. Qui-quadrado (x°) e significancia estatistica (P) observados conforme as
alteragdes morfolégicas nos 6rgaos de fetos provenientes de vacas
soropositivas e soronegativas e da placenta dessas fémeas, na reacao de

soroaglutinacao microscépica para Leptospira spp..

Alteracoes Alteracoes
X 2 Patoldgicas Vacas Patoldgicas Vacas
ORGAO X P Soropositivas (95) Soronegativas (117)
N¢ TIPO N® TIPO
Rim 003,77 >0,05 03 A,B 00 -
Figado 028,38 <0,01 30 AB,G 05 B,G
Baco 006,31 <0,05 05 B 00 B
Pulmao 005,03 <0,05 04 B 00 B
Conteudo Estomacal 107,13 <0,01 70 H,l 06 H,I
Placenta 013,08 <0,01 33 B,C,D,E,F 16 B,D
Total de érgaos afetados - - 145 - 27 -
Total de animais afetados 122,39 <0,01 88 - 19 -

-1 ndo avaliado
A: ictericia, B: hemorragia, C: palidez, D: disformidade, E: formagdes fibrosas, F: granulomatose, G: friavel, H:
coloragéo amarelo-ouro, |: pastoso
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Dos 95 fetos de vacas reagentes na SAM, 43 apresentaram resultados com
crescimento sugestivo de isolamento de Leptospira spp. em meio Fletcher, e dos 14
fetos de vacas reagentes para Brucella spp. seis apresentaram col6nias bacterianas
com caracteristicas similares ao de cultivo em meio Brucella-agar. Para confirmagéo do
isolamento optou-se pela PCRm para Leptospira spp. € Brucella spp. (RICHTZENHAIN et
al., 2002). Em trés cultivos de Leptospira spp., foi possivel confirmar o isolamento por
meio da PCRm, sendo dois a partir de rim e um de figado de diferentes fetos; nenhum
cultivo de Brucella spp. foi confirmado (Figura 1). Pela mesma técnica de PCRm nao foi
verificada a presenca de DNA de Leptospira spp. ou Brucella spp. em nenhum dos
orgaos dos fetos avaliados.

As placentas das fémeas foram negativas na PCRm, e os dois cultivos em meio
Fletcher, com formacéao de anel de opalescéncia, sugestivo de isolamento de leptospira,

nao foram confirmados.

2 3 4 5 6 7 8

1
331 pb
223 pb
i

Figura 1- Resultados por eletroforese da amplificagdao por Multiplex - PCR para detecg¢do simultanea de

Leptospira spp e Brucella spp: 1- Marcador de peso molecular (100 pb), 2- meio de cultivo
Fletcher (cultivo de rim), 3- meio de cultivo Fletcher (cultivo de rim), 4- meio de cultivo Fletcher
(cultivo de figado), 5- érgao contaminado experimentalmente com Brucella abortus (ATCC
544), 6- 6rgdo contaminado experimentalmente com Leptospira interrogans sorovar Hardjo
estirpe Hardjoprajitino, 7- Controle positivo: Leptospira interrogans sorovar Hardjo + Brucella
abortus (ATCC 544), 8- Controle negativo.
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Para a pesquisa de Leptospira spp. e Brucella spp. nos oécitos de vacas, foram

realizadas 10 colheitas de agosto de 2005 a novembro de 2006 com um total de 300

vacas, das quais 139 (46,33%) foram reagentes na SAM a pelo menos um dos 24

sorovares utilizados, com titulos que variaram de 50 (23,9%) a 1.600 (2,8%), e o

sorovar predominante foi o Wolffi (62,59% das 139 vacas sororeagentes)(Tabela 7), e

29 (9,67%) foram reagentes na prova do AAT, sendo 21 (7%) confirmadas na prova do

mercaptoetanol, conforme Tabela 8.

Tabela 7. Titulo de aglutininas de 139 vacas sororreagentes para leptospirose pela prova

de soroaglutinagdo microscépica, para um ou mais dos sorovares Wolffi,

Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa, Canicola, Tarassovi e

Autumnalis, entre 300 vacas, abatidas em frigorifico, avaliadas no periodo de
agosto de 2005 a novembro de 2006, Jaboticabal, 2006.

TITULOS

SOROVAR 50 100 200 400 800 1.600 TOTAL

N % N2 % N2 % N2 % N2 % N2 % N2 % %"
Wolffi 14 500 33 11,78 16 571 12 428 10 357 02 071 87 29,00 62,59
Hardjo 11 393 24 857 19 678 09 321 08 28 06 214 77 25,67 55,39
Tarassovi 10 357 17 607 12 428 09 321 05 178 00 00 53 17,67 38,13
Icterohaemorrhagiae 22 786 08 28 02 071 00 00 00 ©00 00 00 32 10,67 23,02
Grippotyphosa 03 107 09 321 05 178 01 03 00 00 00 00 18 6,00 12,95
Canicola 04 1,43 04 143 02 071 00 00 00 00 00 00 10 3,33 7,19
Pomona 02 071 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 02 0,67 1,44
Autumnalis 01 036 00 00 00 00 00 00 00 00 00 00 01 0,33 0,72
TOTAL 67 239 128 457 56 200 31 11,1 23 82 08 28 280 93,34 201,43

a: em relagéo ao total de animais examinados (300)
b: em relagdo ao total de animais sororreagentes (139)



40

Tabela 8. Titulo de aglutininas da prova do mercaptoetanol em 28 vacas sororreagentes
no teste do antigeno acidificado tamponado, entre 300 vacas, abatidas em
frigorifico, avaliadas no periodo de agosto de 2005 a novembro de 2006,
Jaboticabal, 2006.

Prova confirmatodria

DATA Numero 2-ME SAL Interpretacao
16/08/05 01 N 25 N
16/08/05 02 100 200 P
16/08/05 03 25 50 P
16/08/05 04 N 25 N
16/08/05 05 25 25 P
24 /08 /05 06 400 800 P
24 /08 /05 07 25 25 P
24 /08 /05 08 25 50 P
24 /08 /05 09 N 25 N
24 /08 /05 10 800 800 P
26/10/05 11 N N N
26/10/05 12 1.600i 1.600i P
26/10/05 13 N 25 N
19/09/06 14 400i 400 P
19/09/06 15 400 400 P
19/09/06 16 50 50 P
26 /09 /06 17 200 200 P
26 /09 /06 18 800i 800i P
26/09/06 19 50 50 P
26/09/06 20 N 100i Inconclusivo
26 /09 /06 21 1.600i 1.600i P
17/10/06 22 200 200 P
17/10/06 23 200 400i P
24/10/06 24 N 50 N
24/10/06 25 100 200i P
24/10/06 26 N 25 N
08/11/06 27 100 200i P
08/11/06 28 200 200 P
08/11/06 29 25 100 P

TOTAL 29 - - 21

%" 9,67 7,00

*: data da colheita no frigorifico
P: positivo  N: negativo
a: em relagéo ao total de animais examinados (300)
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Foram obtidos indicios de isolamento de Leptospira spp. (formagéo de anel de
opalescéncia) em todos os tubos com meio de cultivo Fletcher contendo “pools” de
liquido folicular. Em nenhum cultivo em meio brucella-agar houve formacao de colbnias
bacterianas com caracteristicas de crescimento de Brucella spp.

Em cinco cultivos em meio Fletcher foi possivel detectar DNA de Leptospira spp.
e também DNA de Brucella spp. (Figura 2). O DNA de Brucella spp. foi detectado em
sete “pools” de liquido folicular (LF), e o DNA de Leptospira foi detectado em quatro
“pools” de liquido folicular, pela técnica de PCRm (Tabela 8).

i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

331 pb
223 pb

Figura 2- Resultados por eletroforese da amplificagcdo por Multiplex - PCR para deteccao simultanea de
Leptospira spp e Brucella spp: 1- Marcador de peso molecular (100 pb), 2- LF (“pool” B
16/08/05), 3- LF (“pool” B+L 26/10/05), 4- LF (“pool” L 26/10/05), 5- CO (vacas L+B sem ATB
26/09/06), 6- Odcito (vacas N, meio contaminado sem ATB 08/11/06), 7- Meio Fletcher com LF
(19/09/06), 8- Meio Fletcher com LF (26/09/06), 9- Meio Fletcher com LF (17/10/06), 10- Meio
Fletcher com LF (24/10/06), 11- Meio Fletcher com LF (08/11/06), 12- Controle positivo:
Leptospira interrogans sorovar Canicola + Brucella abortus (ATCC 544), 13- Controle negativo.

LF= liqlido folicular ~ CO="cumulus oopharus” ATB= antibiético

L= vacas sororreagentes para leptospirose B= vacas sororreagentes para brucelose N= negativas

Para a pesquisa da presenca de Leptospira spp. e/ou Brucella spp. nos o0citos,
detectou-se DNA de Leptospira spp. em um grupo com odcitos desnudos, provenientes
de vacas soronegativas para leptospirose, maturados em meio contaminado e sem

antibiético e em um outro grupo de células do “cumulus oopharus” proveniente de vacas
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sororreagentes para brucelose e leptospirose foram detectados DNA de Leptospira spp.
e Brucella spp. (Tabela 9) (Figura 2).

Tabela 9. Relagcéo dos testes positivos, pela técnica de PCRm, para liquido folicular,
odcitos e células do “cumulus oopharus”, oriundos de ovarios colhidos de
vacas no momento do abate, separadas em grupos de acordo com o0s

resultados das sorologias para leptospirose e brucelose. Jaboticabal, 2006.

Material Data Vaca Maturacao PCRm
LF 16/08/05  B+L - Brucella
LF 31/08/05 N - Brucella e Leptospira
LF 26/10/05  B+L - Brucella e Leptospira
LF 26/10/05 L - Brucella e Leptospira
LF 26/10/05 N - Brucella
LE 10/11/05 N - Brucella
LF 24/10/06 L - Brucella e Leptospira
CO 29/09/06 B+L Meio estéril, sem ATB Brucella e Leptospira
Odbcito  08/11/06 N Meio contaminado*, sem ATB Leptospira

LF: liquido folicular CO: “cumulus oopharus” ATB: antibiotico -: ndo maturado
*: com Leptospira interrogans sorovar Pomona

B: grupo de vacas sororreagentes para brucelose

L: grupo de vacas sororreagentes para leptospirose

N: grupo de vacas negativas

Pelas técnicas de Levaditi e imunoistoquimica nao foram observadas leptospiras
em nenhum dos grupos de o6citos desnudos ou de células do “cumulus oopharus”.

Observou-se que, embora nao existissem leptospiras aderidas aos odcitos na
visualizacdo em microscopia de campo escuro, € nas técnicas de coloracdo, a
mobilidade das leptospiras cai em torno de 50% com a utilizagdo de gentamicina e em
torno de 80 a 90% com a utilizagéo de penicilina e de estreptomicina.
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6 — DISCUSSAO

A maior parte das pesquisas com fetos relacionadas a leptospirose e brucelose
refere-se aqueles que foram abortados naturalmente, ou seja, nos casos em que a
infeccdo na mae nao permitiu a continuacdo da prenhez. Este estudo é inovador no
sentido de ter avaliado fetos que poderiam chegar a termo, em vacas com titulos até
1.600 para Leptospira spp. € na prova do mercaptoetanol para Brucella spp., em
diferentes estagios da gestacdo, fetos de quatro a sete meses de desenvolvimento
intra-uterino.

Das 512 vacas avaliadas, 234 (45,70%) apresentaram reacao soroldgica a um ou
mais dos 24 sorovares de leptospira utilizados. O sorovar predominante foi o Hardjo,
presente em 157 animais, ocorrendo em 30,66% das vacas avaliadas e em 67,09% das
vacas sororreagentes. Os sorovares Wolffi (26,95%), Icterohaemorrhagiae (14,26%),
Tarassovi (10,35%), Grippotyphosa (4,10%), Canicola (1,95%), Pomona (1,17%) e
Autumnalis (0,19%) também foram constatados.

A predominancia dos sorovares Hardjo e Wolffi concorda com MOREIRA et al.
(1993), que pesquisaram rebanhos no Estado de Minas Gerais, VASCONCELLOS et al.
(1997), que estudaram rebanhos das regides Sul e Sudeste do Brasil, FAVERO et al.
(2001), que avaliaram rebanhos de 21 estados brasileiros, e ARAUJO et al. (2005), que
em 39.012 amostras de soro sanglineo de bovinos do Estado de Minas Gerais
encontraram o sorovar Hardjo em 57,2% das amostras e o sorovar Wolffi em 13,2%;
mas discorda de ATXAERANDIO et al. (2005), que afirmam que na regido norte da
Espanha o principal sorovar encontrado é o Bratislava (25,4%), seguido do Hardjo
(8,2%). Na comparacao entre esses trabalhos pode-se observar a variagdo que ha de
uma regido para outra do planeta quanto a predominancia de sorovares. ELDER et al.
(1985) e GiRrIO et al. (1990) observaram uma superioridade na freqiéncia de anticorpos
contra os sorovares Wolffi e Pomona sobre o sorovar Hardjo, no entanto esses
trabalhos foram realizados ha mais de 16 anos, e a freqliéncia de um ou outro sorovar

pode variar com o decorrer do tempo.
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Nenhum dos soros sanguineos dos fetos analisados foi reagente a SAM, mesmo
em diluicdes consideradas baixas, como 1/10 até 1/200. Este dado difere dos
encontrados por ELLIS et al. (1982), KIRKBRIDE et al. (1989) e MOORE et al. (2003), que
obtiveram, respectivamente, 41,6%, 6,73% € 5,2% de soros fetais reagentes. Ressalta-
se que esses estudos foram realizados com fetos abortados naturalmente. Nao houve
no presente trabalho a possibilidade de comprovar se as reac¢des soroldgicas nas vacas
em questdo foram causadas por vacinagdo, porém reacgbes sorolégicas devidas a
vacinacao geralmente induzem titulos baixos, de até 200 (ARDUINO et al., 2004); no
entanto, 20,1% dos titulos obtidos nos soros das vacas prenhas foram iguais ou
superiores a 400.

Em relagdo a presenga de leptospiras no rim, no figado ou no contetdo
estomacal dos fetos, os resultados dos testes utilizados foram contraditorios, pois
nenhuma amostra foi positiva na PCRm, mas foram confirmados trés isolamentos de
leptospira pela mesma técnica, dois em rim e um em figado de diferentes fetos.

Embora teoricamente a técnica de PCR possa detectar até uma unica bactéria
(MERIEN et al., 1993), a quantidade de material processado € muito pequena, e corre-se
o0 risco de nao conter nenhuma leptospira; no entanto, apods o cultivo (quando se utiliza
uma quantidade maior do material que se pretende avaliar), a concentracdo de
leptospiras aumenta, o que eleva a possibilidade de existir pelo menos uma leptospira,
que sera amplificada na reacao de PCR.

O fato de fetos nado sororreagentes pela técnica de SAM apresentarem
Leptospira spp. em algum 6rgao também foi observado por KIRKBRIDE et al. (1989).
Foram encontradas alteragdes patolégicas macroscopicas nos rins de trés fetos, no
figado de 30 e no conteudo estomacal de 70 fetos de vacas soropositivas (95 animais),
enquanto nos fetos de vacas soronegativas (118 animais) ndo foram observadas
alteracdo nos rins; apenas cinco fetos apresentaram figados hemorragicos e fridveis e
seis apresentavam alguma anomalia de conteddo estomacal. Além dos 6rgaos fetais,
as placentas de vacas sororreagentes apresentaram mais patologias (32) que as de
vacas soronegativas (16). Essas alteragdes também foram encontradas por ELLIS et al.
(1986), KIRKBRIDE et al. (1989), SMYTH et al. (1999), MOORE et al. (2003) e ATXAERANDIO
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et al. (2005). Os dados obtidos levam a acreditar que em muitos casos, mesmo com a
mae sororreagente, o feto pode nao desenvolver anticorpos, mas albergar as
leptospiras em seus érgaos.

A avaliacdo das placentas nao indicou a presenca de leptospira pelo cultivo e
nem pela PCR, e dos 95 animais sororreagentes apenas 32 apresentaram placentas
disformes ou hemorragicas, resultado sugestivo de que em alguns casos, mesmo em
um animal com titulo 1.600, a placenta pode nédo estar comprometida.

Para brucelose foram encontradas 50 fémeas sororreagentes na prova do AAT
(9,76%), e 34 (6,64%) foram comprovadas pela técnica do mercaptoetanol com titulos
até 1.600, resultados que se apresentam superiores a média mundial de 5% (DEL
CAMPO et al., 1987; EAGLESOME & GARCIA, 1997), e a média nacional de 4,79%, mas
compativeis com a média de 7,5% da regidao Sudeste do Brasil em pesquisa realizada
h& mais de 30 anos (ANSELMO & PAVEz, 1977).

No Estado de Sao Paulo, na década de 70, foi registrado que 6,73% dos animais
eram sororeagentes, e que 22,7% dos rebanhos estavam afetados; outros estudos
mostram que para os dias atuais 6,60% de animais sororreagentes para brucelose é
considerado um coeficiente alto. POMPEI et al. (2002) encontraram uma prevaléncia de
1,11% no Estado de Sao Paulo, e MURAKAMI (2003), estudando animais da regido
Nordeste do Estado, encontrou uma taxa de 2,12% de animais soropositivos.

Mesmo com um pequeno percentual de animais analisados e impossibilidade de
confirmacéo de reacao vacinal, o resultado é preocupante do ponto de vista de saude
publica, uma vez que as lesdes causadas por brucelas nos bovinos sdo quase sempre
inaparentes na inspec¢ao e muitos funcionarios de frigorificos ndo utilizam as protegdes
adequadas, expondo-se ao risco de contagio, levantando-se a questao da necessidade
de incluir no Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) a obrigatoriedade de os frigorificos receberem, para o abate rotineiro,
animais com o atestado negativo no teste soroldgico para diagnéstico de brucelose, e
um comprometimento dos mesmos oferecerem o trabalho de abate sanitario dos
animais sororeagentes. Sem isso, aumenta o risco de proprietarios e veterinarios

enviarem, para o abate normal, animais sabidamente reagentes, o que ja pode estar
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acontecendo, tendo em vista a elevada porcentagem de vacas soropositivas
encontradas neste estudo em relagao a média encontrada nos estudos.

Nenhum dos soros fetais apresentou reacdo ao teste de triagem (AAT), e a
avaliacao do estado morfologico dos 6rgaos ficou prejudicada pelo pequeno niumero de
fetos provenientes de vacas soropositivas para Brucella spp. e soronegativas para
Leptospira spp.; das 14 vacas brucélicas prenhas apenas seis foram negativas para
leptospirose. A presenga de Brucella spp. ndo foi verificada em nenhuma das amostras
clinicas avaliadas (pulmao, baco e conteudo estomacal dos fetos e placenta das
fémeas) pelas técnicas de cultivo ou PCR. Os 13 cultivos de Brucella spp. com suspeita
de isolamento ndo foram confirmados pela mPCR LepBru (técnica adotada para
verificacao).

Embora seja de conhecimento global que as técnicas de reproducao
monitoradas melhoraram a qualidade e a produtividade de rebanhos em todo mundo e
que essas técnicas (FIV, PIV, TE) vem sendo cada vez mais utilizadas, as pesquisas
analisando qualidade sanitaria dos rebanhos e a condicao de odcitos e embrides ainda
Sa0 escassas, principalmente no Brasil.

Em relacdo aos agentes infecciosos que poderiam aderir a ZP, STRINGFELLOW et
al. (1991) encontraram o herpesvirus-4 bovino (BHV-4), o virus da rinotraqueite
infecciosa bovina (IBRV), o virus da peste bovina (RPV), o virus da estomatite vesicular
(VSV), o Haemophilus sommus, o Mycoplasma bovis, o M. bovigenitalium, o
Mycobacterium paratuberculosis e o Ureaplasma diversum. No mesmo estudo eles
afirmam que a Brucella abortus nao teria capacidade de aderir a ZP, no entanto, no
presente trabalho foi encontrado, por meio da prova de PCRm, DNA de Brucella spp.
em células do “cumulus oopharus” provenientes de vacas sororreagentes para
brucelose. Também foi encontrado DNA de Brucella spp. em sete “pools” de liquidos
foliculares provenientes de cinco colheitas, e em meio de crescimento Fletcher
contendo “pools” de liquido folicular de cinco colheitas. O fato de um meio proprio para
o crescimento de Leptospira apresentar DNA de Brucella spp. pode ser justificado pelo
fato do meio em questao (Fletcher) ser muito rico, propiciando o crescimento de outros
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microorganismos além da Leptospira spp. e pelo fato de muitos animais serem
reagentes para as duas enfermidades em questao.

A presenca de Leptospira spp. aderida a zona pelucida ainda € questionavel,
mas alguns trabalhos, como os desenvolvidos por Bielanski et al. (1998) e Bielanski &
Surujballi (1998), indicaram a possibilidade da transmissao de leptospira por meio das
técnicas de TE ou PIV, sao eles a deteccao de DNA de Leptospira em o6cito recolhido
de vaca experimentalmente infectada e de embribes em estagio de morula e
blastocisto, a visualizacdo, por meio de microscopia de varredura, de leptospiras
aderidas a superficie e aos poros de embrides em estagio de mérula, e a visualizagao,
por meio da microscopia eletrdnica de transmissdo, de leptospiras na matriz e nos
canais da ZP. Esses resultados concordam com os encontrados na presente pesquisa.
Foi possivel detectar DNA de Leptospira em quatro “pools” de liquido folicular e em
cinco das 10 amostras de cultivo em meio Fletcher contendo “pools” de liquido folicular.
Além da presenca de leptospiras no liquido folicular foi possivel detectar DNA de
leptospiras em uma amostra de células do “cumulus oopharus” lavados cinco vezes e
provenientes de vacas sororreagentes a leptospirose e em outra amostra, de odcitos
desnudos maturados em meio contaminado com Leptospira interrogans sorovar
Pomona e sem estreptomicina e penicilina, mas com gentamicina e lavados cinco
vezes.

Embora ndo existissem leptospiras aderidas aos odcitos, a mobilidade das
mesmas caiu em torno de 50% com a utilizacdo de gentamicina e em torno de 80 a
90% com a utilizagdo da penicilina e da estreptomicina.

Esses resultados sugerem a possibilidade da transmissdo de leptospirose e
brucelose por meio das técnicas de producao de embrides “in vitro”, caso nao sejam
tomadas medidas sanitarias adequadas e os devidos cuidados durante a manipulagéao
dos odcitos e dos embrides.

Brandespim et al. (2004) consideraram a técnica de Levaditi mais eficaz no
diagnostico de Leptospira que a técnica de imunoistoquimica, porém no presente
estudo nao foi possivel detectar leptospiras nos o6citos por nenhuma das duas técnicas

de coloragédo empregadas.
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7 — CONCLUSAO

Os resultados obtidos e analisados, nas condicbes em que foi realizado o

presente estudo, segundo a metodologia empregada, possibilitaram as seguintes

conclusoes:

1.

N&o se conseguiu obter isolamento de Brucella spp. por meio de cultivo em meio
brucela-agar a partir de conteudo estomacal, pulméo e bago de fetos e placenta
de vacas sororreagentes abatidas em frigorifico.

Foi realizado o isolamento de Leptospira spp. por meio do cultivo em meio
Fletcher a partir de dois rins e um figado de fetos distintos.

Nao foi possivel verificar a presenca de Leptospira spp. em placentas de vacas
sororreagentes.

Foi possivel detectar a presengca de Leptospira ssp. e Brucella spp. em liquido
folicular pelas técnicas de PCRm e cultivo.

Nao foi possivel localizar as leptospiras nos odcitos, utilizando-se as técnicas de
observacao direta em microscopia de campo escuro, Levaditi e imunoistoquimica.
Odcitos maturados em meio contaminado com estirpe virulenta de Leptospira
interrogans sorovar Pomona sem a adi¢cdo de estreptomicina e penicilina tém
maior risco de apresentar leptospiras aderidas.

A mobilidade das leptospiras caiu em torno de 50% com a utilizacdo de
gentamicina e em torno de 80 a 90% com a utilizagdo da penicilina e da
estreptomicina, dificultando a aderéncia das bactérias com a adicdo dos
antibiéticos.

Foi detectado DNA de Leptospira em uma amostra de células do “cumulus
oopharus” lavados cinco vezes e proveniente de vacas sororreagentes para
leptospirose e em outra amostra, de odcitos desnudos maturados em meio
contaminado com Leptospira interrogans sorovar Pomona e sem estreptomicina e

penicilina, mas com gentamicina e lavados cinco vezes.
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9. Foi detectado DNA de Brucella em uma amostra de células do “cumulus
oopharus” lavados cinco vezes e provenientes de vacas sororreagentes para

brucelose.
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ANEXO

Solugbes, meios de cultura, diluidores e tampdes utilizados no trabalho.

1. Preparo da solucao-substrato com DAB

Solucdo A: Perdxido de hidrogénio (H202)......c..cocvuveeeerennene. 50 uL
Lo TR 31 o PP T PRSP 6.000 puL
DAB : SOIUGAO A ..o 200 uL
DAB e 100 pL
Tampao fosfato-salina (PBS) ........ccoeoenenenee. 1.700 pL

2. Solucao corante hematoxilina de Harris

HematoxXilina Cristais..........coouuieeiiiiiieee e 59
AICOOI @DSOIULO. .....eveveeeeceeee e 50 mL
Sulfato de alumen potassio ou de amonio............cccueeeeennee 100 g
Agua destilada ...........covveeveeeeeeeeeeee e 1000 mL
Oxido vermelno de MErCUrio .......ooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn 259

3. Solucao de nitrato de prata
Nitrato de Prata ... 29
Agua bidestilada ...........c.coovoveereeeieeeeeeeeen, g.s.p.100 mL

4. Solucao redutora

ACIAO PIFOGANICO .....vvveeeeeeeeee e 49
FOIMOI PUIO ... 5mL
Agua destilada..........cc.oooveveeeeeeeeeeeeeeee e, g.s.p.100mL

5. Solucao tamponada da Sérensen pH 7,5
Fosfato dissOdico anidro..........ceeeeeeeeeiiieieiiiiee e 8,33¢g
Fosfato monopotasSiCO........uevvviiiieiiiiiieee e 1,099
Agua destilada. .........o.ovoveveceeeeeeeee e 1.000mL
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6. EMJH (Difco — 0987-01)

Saodico fosfato dibAsiCo.........cooviiiiiiiiiii 19
Potassio fosfato monobasico............ccevevueeeeeiiiiiiieinnnnnn. 0,39
Cloreto de SOI0......cccoiiuiiiieeiiie e 19
Cloreto de amoOnia.........ceeeeeeiiieieiiiiiee e 0,25¢g
B I E=T0 1L = 0,005¢g
Agua destilada. .........o.ocoveveueerereeeee e 900mL
S0Oro de COEINO...coiiiie e 10%

7. Fletcher (Difco — 0987-01)

Bacto-peptona........ceeeeiiiiiiiiee e 0,39

Bacto-extrato de carne........ccccoeevvveeeieeeiiieeeeeeeeeeee. 0,29

Cloreto de SOAI0........covieeueiiiieieeeeeee e e 0,5¢

BacCtO-Agar.......ccuvueeie e 1,59

Agua destilada. .........o.ovvoveeeeereeeeeeee e 900mL

S0ro de COEINO......uviiiiiiiee e 10%
8. TEpH7,4

Tris HCI 10mM
EDTA 1mM (Ethylenediaminetetracetic acid — sal)

9. TNE 5x pH 8,0
Tris 50mM
NaCl 500mM
EDTA 125mM

10.Solucao tampao de eluicao (TE)
Tris HCI pH 7,5 10mM
EDTA 1mM
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11. Tampao de corrida TBE ph 8,0
Tris acetato 0,004M
EDTA 0,001M

12.Gel de agarose 2,0%
Tampao TBE (0,5 X)..uuuvueeiiiiiiieeeee e 100mL

AQAIOSE....eeiiii ettt 2,09

13.Solucao PBS (Tampao fosfato salina)

NPT 8,0gr
O T 0,2gr
NPT | © T 1,15gr
N P @ 0,2gr
(7= 10 P 0,1gr
MQCI2.6H20 ... 0,1gr
Piruvato de SOio.......cuuuniiiieeiiieiee e 0,036gr
([T ToT 011 T 1,0mL
B A e 4,0mL
(G T=T=10 01 e} 15 F= VO 3,5mL
HoO Q.S.P: ceeeiiiiiiie e 1L

14.Solucao de pronase 0,5%
Pronase (Sigma®)........cccocuiieeeiiiiieeeereee e e 0,05¢r
PVA (alcool polivinil - SIgma®)..........ccceeeeriierereeiiiienn. 0,01gr
PBS - Ca Free.. e 10mL
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Resultados da pesquisa de aglutininas anti-leptospira e anti-brucella de todas as vacas

avaliadas por dia de colheita. Obs: legenda apenas na primeira tabela.
1. Colheita dia 01/03/05 (fetos) = TODOS OS 10 ANIMAIS NEGATIVOS

2. Colheita dia 15/03/05 (fetos)

pd
[}

AAT SAL* ME* B L w

H* |* P* G* C* T* A*

01

02 P

100

03

04 P 25 25 N

05 P

50

06

07

08

09

10

AAT: antigeno acido tamponado
SAL: soroaglutinacdo lenta em tubo
ME: prova do 2 mercaptoetanol
B: resultado para bruceose

L: resultado para leptospirose

@ ou N: negativo

P: positivo

*: resultado em titulo

W: sorovar Wolffi

H: sorovar Hardjo

I: sorovar Icterohaemorrhagiae
P: sorovar Pomona

G: sorovar Grippotyphosa

C: sorovar Canicola

T: sorovar Tarassovi

A: sorovar Autumnalis



3. Colheita dia 06/04/05 (fetos)

65

pd
[}

AAT ME SAL B L W H

01

02

03 P 100

04

05

06 P 400 400 P P 50 50

07 P 200 400 P

08

09

10

11

12 P N N N P 100

13

14

15




4. Colheita dia 07/04/05 (fetos)

Z
10

AAT SAL ME

W H I

P

01

a°)

200 800 200

02

200 200

03

04

05

06

07

08

09

200

10

11

12

13

14

400 50

15

16

17

n°)

800

18

100 50




5. Colheita dia 12/04/05 (fetos)

pd
[}

AAT SAL ME

01

P

200 400

o

02

P

50 50

03

04

200

50

05

06

U

800 800

07

50 100

100 200

08

09

10

200

50

11

12

13

14

15

100

16

17

18

19

20

21

P

200 400

P

U

100

22

P

200 400

P

200

23

24

400 400

25

26

27

28

50




6. Colheita dia 13/04/05 (fetos)

N¢e AAT SAL ME B L W H I
01 P 100 100 50
02 P 100 50

03 P 50 100

04 P 50 50

05

06 P 50 50 100
07 P 50

08 P 50

09

10 P 200 100

11 P 200 400 P P 50 200

12

13 P 100
14

15 P 50

16 P 400 200 50
17

18 P 100 100

19

20 P 100 400 100
21

22 P 50

23 P 400 200

24

25 P N N N P 200

26

27 P 50

28 P 200




7. Colheita dia 05/05/05 (fetos)

N AAT SAL ME B | L W H | P G
01 P 100 200 100

02 P 400

03

04 P 50 50 100

05 P 100 100 400

06 P 200 400 100

07 P 25 59 P | P 200 200 50

8 P N N NP 50 100

09 P 50 200

10 P 100 50

11 P 50 200 50 100
12 P 400 200

13 P 100 50

14 P 50 200

15

16 P 50 800 200 200
17 P 100

18 P 50 200 50
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8. Colheita dia 10/05/05 (fetos)

N AAT SAL ME B[ L W H | P G C T A
01

02 P 100

03 P N o5 N

04 P 400 800

05

06 P 400 400

07 P 400 400 50
08 P 100 200 P

09 P 200 200

10 P 100

11 P 100 400

12

13

14

15 P 100
16 P 200 200 50
17

18 P 400 200 100
19 P 400 100 100
20

21 P 100 100

22 P 800 400 100
23 P 100 50
24 P N o5 N

25 P 50

26




9. Colheita dia 12/05/05 (fetos)

N® AAT SAL ME B L W H I
01

02 P 100 200 50
03 P 50 100 100
04

05 P 100 100 200
06

07 P 50 100 400
08 P 50

09 P 100
10 P N N N

11 P N N N P 100
12 P 100 100
13 P 400 400

14 P 100 100
15

16 P 50 50 P P 50

17

18 P 800 400

19

20 P 100

21

22

23 P 100
24

25 P N 25 N P 200




10. Colheita dia 08/06/05 (fetos)

72

pd
[}
-

AAT SAL ME B W H

01 P 200 1.600

02

03 P 200

04

05

06

07

08

09 P 100

10 P

400

11 P 50 50 P

12

13

14

15

16

17

18 P 100

19

20

21 P 25 50 P

22

23

100 400

24 200

e linclinc)

25 100 800

26

27

28

29 P 100

30 P 200

400

31

32

33

34

35




11. Colheita dia 16/08/05 (ovarios)

N AAT SAL ME B [ L W H |l P G C T
01 P 100

02

03 P 50 400
04 P 100 100
5 P N 25 N

06

07

08 P 100 200 P

09

10 P 800

11 P 50 1.600 400
12 P 100 50

13 P 50

14

15 P 50 800
16 P 25 5 P | P 50 100 200
17 P 100 50
18 P 800 800 200
19 P 100

20

21 P 800 100 200
22 P N 25 N | P 800 1.600

23 P 50 200
24 P 200

25 P 25 25 P

26 P 100

27 P 50 50
28 P 800 1.600 50

29

30




12. Colheita dia 24/08/05 (ovarios)
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N¢® AAT SAL ME B L W H I G C T A
01 P 100 100
02 P 800
03

04 P 100

05 P 400 800 P P 50 50 200
06 P 25 25 N

07

08 P 100

09 P 25 50 P

10 P 400 400
11 P N 25 N

12 P 100 100 200
13 P 200
14 P 100
15 P 100 100 100
16 P 800 800 P P 400 50 400
17

18 P 200 400
19 P 50 100
20

21 P 100 50 400
22 P 50 400 800

23 P 200 100
24

25 P 200 100 50
26 P 400 100
27

28 P 400 200 100
29

30




13. Colheita dia 31/08/05 (ovarios)

75

pd
(=}

AAT SAL ME

W

H

01

02

U

200

400

03

50

04

05

06

07

08

09

10

11

n°)

400

100

12

400

200

13

14

n°)

50

200

15

50

16

17

50

18

19

20

21

100

50

50

22

200

100

23

100

200

24

T UV TV U

100

50

25

26

27

28

29

30




14. Colheita dia 26/10/05 (ovarios)

76

Z
(=}

AAT SAL

ME

01

02

03

04

05

06

07

50

08

09

10

11

12

o

100

100

13

400

14

15

o

100

200

16

200

800

17

18

19

o

100

100

20

200

400

21

22

23

24

200

400

25

P

1.600 1.600

P

26

P

N

25

N

27

28

29

30




15. Colheita dia 10/11/05 (ovarios)

77

Z
(=}

AAT SAL ME

01

02

03

04

05

06

07

100

08

09

10

11

100

12

13

14

200

15

16

17

18

100

100

19

20

50

50

21

22

23

24

25

26

U

800

1.600

50

27

400

800

28

29

30




16. Colheita dia 19/09/06 (ovarios)

78

N AAT SAL ME B | L W H | G C T A
01

02 P 1600 100 100

03

04

05

06 P 50 50
07 P 1600 400 50
08 P 400 4001 P

09

10 P 50

11 P 800 100 50

12 P 100
13 P 200 50 50
14

15 P 800 100 200
16 P 100 800
17 P 100 100
18 P 50 200

19

20 P 100
21 P 400 400 P

22

23 P 50 400
24 P 200 100 50

25 P 400 1.600 800
26

27 P 50 50 P | P 200 100 50 50
28 P 100
29 P 800 800 50
30 P 200 800 50 50




17. Colheita dia 26/09/06 (ovarios)

79

Z
(=}

AAT SAL ME

-

G

C

T

01

100

50

100

100

02

03

04

U

100

05

06

400

100 200

100

07

200

400 50

200

08 P 200 200

200

200

100

50

09

200

10

U U U U U

100

200

11

12 P 8001 800l

P

13 50 50

o

P

n°)

50

14 P 100 N

50

400

15

16

U

100

100

17

18

800

50 100

19

200

100

200

20

200

100

21

T UV TV T

100

400

22

23

200

24

200

100

200

25

200

200

26 P 1.600 1.600

P

U UV UV U

100

50

27

28

29

100

30

I: Inconclusivo



18. Colheita dia 17/10/06 (ovarios)

80

pd
(=}

AAT SAL ME

-

01

100 200

02

03

04

05

06

07

100

08

09

400 100 50

10

11

12

400 200

13

14

15

50

16

17

n°)

50

18

P

200

200

P

100 100

19

20

P

400i

200

P

21

22

100

23

24

25

26

50 50

27

28

29

30

800 50




19. Colheita dia 24/10/06 (ovarios)

81

pd
(=}

AAT SAL ME

-

01

02

100

200

03

P

50

N

N

100

04

P

200i

100

P

400

800

05

200

100

06

50

07

100

200

08

W UV U U U U U

50

09

10

n°)

100

400

11

12

n°)

200

800

13

100

14

15

a°)

200

200

16

25

100

200

17

18

19

50

100

20

21

22

23

24

25

400

1.600

26

27

28

29

100

100

50

30




20. Colheita dia 08/11/06 (ovarios)

82

Z
(=}

AAT SAL ME

01

02

P 200i

100

P

03

U

50

400

04

50

05

06

50

50

07

08

09

10

11

12

13

100

14

200

15

100

200

16

T UV TV U

100

100

17

18

19

20

P 200 200

P

100

100

21

P 100

25

P

100

200

22

100

100

23

T UV TV U

100

100

24

25

26

27

28

100

200

29

30




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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