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GRECA, H. Infeccdo por Leptospira spp e Neospora caninum em rebanho
bovino leiteiro: avaliagdo dos aspectos produtivos e reprodutivos. Botucatu,
2010. 69p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO
A producado leiteira nacional representa um dos mais expressivos

sistemas agro-industriais, devido sua importancia social e econémica, gerando
mais de trés milhdes de empregos e agregando mais de seis bilhdes de reais a
producdo agropecuaria do pais. Neste experimento foi realizado o diagndstico
sorolégico de Neospora caninum e Leptospira spp, que sdo agentes
responsaveis por grandes perdas produtivas e reprodutivas, e foi avaliado o
impacto econdmico causado na producdo. Inicialmente, foram coletadas
amostras de sangue para a realizacdo de exame sorologico para as duas
doencas, e apés, o estabelecimento de diferentes grupos de animais em
funcdo dos resultados obtidos e objetivos do estudo. Os animais foram
acompanhados por periodo de seis meses, com realizacdo de exames
mensalmente durante o periodo de estudo. Prop6s-se a formacédo de quatro
grupos: Grupo 1 — animais sorologicamente negativos para leptospirose e
neosporose; Grupo 2 — animais reagentes para um ou mais sorovares de
Leptospira, e sorologicamente negativos para neosporose; Grupo 3 — animais
sorologicamente negativos para leptospirose, e sorologicamente positivos para
neosporose; Grupo 4 — animais sorologicamente positivos para leptospirose e
para neosporose. Cada um dos grupos seria avaliado para as variaveis nivel
produtivo (producdo mensal das vacas, em litros) e verificacdo da associacao
entre as duas infeccfes e indices reprodutivos das vacas, entretanto, detectou-
se somente um animal sorologicamente positivo para neosporose que foi
descartado pelo proprietario. Desta forma, apesar da tentativa de se encontrar
animais positivos nas demais coletas, os resultados foram sempre negativos
para tal infeccdo. Os resultados encontrados indicam que a infeccdo por
Leptospira spp apresenta impacto negativo sobre a produtividade da

propriedade e afeta alguns dos indices reprodutivos avaliados.

Palavras-chave: neosporose, leptospirose, producdo, reproducdo e bovinos

leiteiros.
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GRECA, H. Infection for Leptospira spp and Neospora caninum in a dairy cattle
flock: evaluation of the productive and reproductive aspects. Botucatu, 2010.
69p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT
The national dairy production is one of the most expressives agro-

industrial systems due to its social and echonomic importance, generating more
than three milion employments and adding more than six billions of reais to the
Brazilian livestock and agriculture business. In this assay were run the
sorological diagnosis for Neospora caninum and Leptospira spp, both agents
responsible for major productive and reproductive losses, and evaluated its
impact to this specific flock. Initially, blood samples were colected for the
serological diagnosis for both diseases, and after, the picking of the different
experimental groups following the achieved results and the goals of the study.
The animals were monitored during a six months period, with sampling for the
tests every month during this study period. At first, the formation of four different
groups was proposed: Group 1 — animals serologically negative for neosporosis
and leptospirosis; Group 2 — animals reagents to one or more sorovars of
Leptospira spp, and serologically negatives for neosporosis; Group -3 animals
serologically negatives for leptospirosis and positive for neosporosis; Group 4 —
animals serologically positive for both neosporosis and leptospirosis. Each of
the groups would be evaluated for the variables level of production (monthly
production of the cows in litters) and verification of the association between both
infections and reproductive levels of the cows, however, only one cow
serologically positive for neosporosis was detected and slaughtered by the
farmer. Thus trying to detect positive animals in the following sample
collections, only negative results were detected. The results found indicates that
the infection by Leptospira spp causes a negative impact on the produtivity of

the farm and in some of the reprodutction parameters evaluated.

Keywords: neosporosis, leptospirosis, productive, reproductive, dairy cattle.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A producéo leiteira no Brasil se encontra distribuida ao longo do extenso
territorio e € influenciada pela diversidade de sistemas de producdo, pelas
caracteristicas ambientais e por aspectos geograficos inerentes a cada regiao,
e vem obtendo ganhos de produtividade nas ultimas duas décadas. Pode-se
citar o aumento da producéo brasileira desde 1990 a 2007. Em 1990, o Brasil
produziu 14,9 bilhdes de litros de leite. Em 1998, produziu 18,7 bilhdes de litros
de leite e importou 384 mil toneladas de produtos lacteos para atender a toda
sua demanda interna. Ja em 2004, o pais produziu 23,5 bilhées de litros e
exportou 22 mil toneladas de produtos lacteos. O Brasil passou da posicao de
um dos maiores importadores mundiais de lacteos a exportador, em apenas
sete anos, gracas aos ganhos de produtividade logrados no periodo. O Brasil
se encontra no sexto lugar entre os maiores produtores de leite do mundo
(BRASIL, 2009).

A eficiéncia reprodutiva de bovinos leiteiros e de corte pode ser medida
por diferentes métodos e parametros. Os indices recomendados requerem
observacao acurada, principalmente na deteccdo de cio, sistemas de registros
apurados e facilmente compreendidos e sistema de andlise de dados rapido e
eficiente, que ajudam a apontar as areas de inadequacéo para que o produtor e
o veterinario a explorar melhor as causas dos problemas para soluciona-los
(RADOSTITS et al., 2001; JAINDEEN e HAFEZ, 2004).

Del Fava et al. (2007) assinalam que as causas infecciosas representam
30% das mortes embrionarias em rebanhos bovinos, destacando o papel de
doencas virais, como rinotraqueite bovina (IBR) e diarréia viral bovina (BVD),
bacterianas  (leptospirose, brucelose, listeriose,  campilobacteriose,
tricomonose, estafilococose, colibacilose, dentre outras) além da neosporose
como protozoose. Em regibes endémicas, € dificil demonstrar o impacto das
infeccbes nos indices reprodutivos dos rebanhos, pois existe um equilibrio
biol6gico entre hospedeiro e agente infeccioso, sendo que este equilibrio pode
ser quebrado por diversos outros fatores, ambientais e zootécnicos.

A leptospirose bovina € uma doenca bacteriana de grande importancia

para a producéo leiteira, tanto do ponto de vista produtivo, pela baixa fertilidade



e reducdo na producéo de leite, como do ponto de vista de saude publica, por
ser uma zoonose de alta prevaléncia (LANGONI, 1999). Outra doenca que vem
causando grande prejuizo na producdo leiteira mundial € a neosporose, cujo
agente etiolégico é o Neospora caninum, um protozoario de alta prevaléncia e
considerado um dos principais causadores de aborto no mundo (QUEVEDO et
al., 2003).

Descrita pela primeira vez por Adolf Weil em 1886, a leptospirose € uma
doenca infecciosa aguda de carater zoondtico, causada por espiroquetas do
género Leptospira, que classicamente compreendia duas espécies: Leptospira
interrogans e Leptospira biflexa, sendo a primeira patogénica e a segunda
saprofita. Estudos mais recentes do DNA estabelecem algumas mudancas
taxondmicas em relacdo a sua classificacdo, de modo que o género Leptospira
compreende trés espécies nao-patogénicas, a Leptospira biflexa, Leptospira
meyerii, Leptospira wolbachii e sete espécies patogénicas, a Leptospira
borgpetersenii, Leptospira inadai, Leptospira interrogans, Leptospira kirschneri,
Leptospira noguchii, Leptospira santarosai e Leptospira weili, distribuidas em
24 sorogrupos e 237 sorovares. Enquanto as espécies saprofitas sao
contaminantes de aguas superficiais, as patogénicas tém como habitat primario
os tubulos contornados distais dos rins de roedores, principais reservatorios,
bem como em outras espécies animais. As espécies patogénicas encontradas
na urina dos animais portadores contaminam o ambiente, podendo causar
infeccdo no homem e animais (SEGHAL, 2006; ZUNINO e PIZARRO, 2007).

A leptospirose tem distribuicdo mundial e afeta mais de 160 espécies de
animais domeésticos e silvestres, com maior prevaléncia em locais de clima
guente. A sobrevida das leptospiras é favorecida nos ambientes quentes,
umidos e com pH neutro a levemente alcalino (ZUNINO e PIZARRO, 2007).
Podem ser cultivadas em meios artificiais, sendo os mais utilizados os meios
de Fletcher, Stuart, e Ellighausen-MacCullough-Jonhson-Harris (EMJH)
(BRASIL, 1995).

A infeccdo em bovinos tem sido classificada em dois grupos principais: o
primeiro consistindo de cepas adaptadas aos bovinos, como Hardjo,

independente da regidao e pluviometria; e o segundo que consiste em infecgao



acidental, por cepas introduzidas por outros animais domeésticos e animais
silvestres de vida livre. Tem-se sugerido que o segundo grupo é mais
importante em regifes tropicais. Praticas de manutencdo inadequadas talvez
afetem a soroprevaléncia da doenca e distribuicdo dos sorovares (LILENBAUM
e SOUZA, 2003).

A transmissao se da por contato direto com a urina, sangue ou tecidos
de animais infectados, ou de forma indireta pela agua e/ou alimentos
contaminados. Animais em lactacdo podem eliminar espiroquetas pelo leite
durante a fase aguda da doenca. As portas de entrada no homem e animais
séo a pele lesada, mucosas orais, nasais, oculares e genitais (nos animais). O
periodo de incubacdo € em média de dois a cinco dias, e as leptospiras sao
eliminadas na urina de animais infectados logo apds a bacteremia, o que
ocorre, teoricamente, da segunda a quinta semana da doenca. Os animais

portadores ou reservatérios podem elimina-las durante meses (BRASIL, 1995)

A importancia da leptospirose é consideravel, pois, além de ser uma
zoonose que pode afetar trabalhadores associados a producéo leiteira, causa
elevadas perdas econdmicas no rebanho bovino devido a abortos, retencéao de
placenta, nascimentos prematuros, morte, infertilidade, decréscimo na
producdo de leite, problemas com mastite, custos relacionados a assisténcia
veterinaria, medicamentos, vacinas e testes laboratoriais para o diagndstico
(ARDUINO et al., 2004).

A infeccdo por Leptospira spp pode se apresentar de forma aguda,
subaguda ou assintomatica. O quadro agudo manifesta-se com febre que dura
de quatro a cinco dias, anorexia, conjuntivite, e diarréia. A leptospiremia
desaparece com a formacdo de anticorpos, e as leptospiras desaparecem
completamente da circulagdo sanguinea devido a imunidade humoral. As
leptospiras remanescentes se abrigam nos tubulos renais, iniciando assim a
fase cronica da infeccéo. Pela leptospiruria grandes quantidades do agente séo
eliminadas no ambiente, especialmente nos primeiros meses da infeccao,
sendo a tendéncia a diminuir ou cessar completamente. A leptospiruria
causada pelo sorovar Hardjo é mais prolongada que a causada pelo pomona. A

infeccdo pelo sorovar Hardjo, sorogurpo Serjoe, é caracterizada por duas



sindromes, a primeira delas € a “sindrome da queda do leite”, e a outra &
caracterizada por abortamentos ou nascimento de bezerros fracos que morrem
logo apdés o nascimento. O sorovar Hardjo também foi encontrado em trato
genital (Utero e tubas uterinas) de fémeas vazias e prenhes. A presenca do
agente no trato genito urinario sugere a possibilidade de transmissao horizontal
sexual da infeccéo (SZYFRES e ACHA, 2006).

Sabe-se que muitos outros sorovares, como Canicola, Grippotyphosa,
Icterohaemorrhagiae, Pomona e Wolffi, podem infectar bovinos. Este fato
ocorre devido a proximidade da convivéncia entre animais silvestres e
domeésticos (LANGONI et al., 2000; FARIA et al., 2008).

Sabidamente, diversos fatores podem interferir na produtividade de um
rebanho leiteiro, desde mudancas na rotina das vacas, passando por
problemas nutricionais e metabdlicos e a leptospirose € considerada um destes
fatores.O sorovar Hardjo é importante causador de enfermidade em bovinos,
sendo estes animais também reservatérios importantes (ARKER, et al., 1996).
VASCONCELLOS et al. (1997), mostraram a participacdo de varios sorovares
na infeccdo bovina, sendo o sorovar Hardjo o mais frequente e o principal
causador da “sindrome da queda na producéo leiteira”, normalmente associado
a abortamentos no rebanho. Inicialmente apresenta-se como um quadro de
mastite com queda na secrecédo de leite nos quatro quartos mamarios. O Ubere
se torna flacido e a condicdo se resolve dentro de sete a 14 dias. O quadro
normalmente fica restrito a alguns animais, caso contrario a infec¢cdo pode
atingir mais de 50% do rebanho dentro de dois ou trés meses. Os quadros
causados por sorovares diferentes do Hardjo geralmente sédo de carater agudo
ou subagudo, também podendo causar queda na producdo de leite, além de
representar risco a saude dos profissionais envolvidos na ordenha dos animais
(ANDREWS et al., 2004).

O diagnéstico da leptospirose deve se basear fundamentalmente nos
achados clinicos, sorologico, e na deteccdo e isolamento do agente. Em
bovinos, a doenca aguda néo é frequente, entretanto quadros de hemdlise com
hemoglobinaria, diminuicdo dos movimentos ruminais, anorexia, febre,
principalmente nos animais jovens, sdo os sintomas mais frequentes. Outro

sinal clinico sugestivo é a mastite, que se caracteriza por aparecimento subito,



com presenca de grumos amarelados ou sangue, com o Ubere flacido a
palpacdo, com consideravel queda na producdo leiteira. O diagndstico
microbiolégico é possivel com o isolamento do agente a partir de secrec¢des
como urina e de fetos abortados, e ainda por técnicas de imunofluorescéncia
(LANGONI, 1999).

Podem ser utilizados outros métodos como coloracdo pela prata e
microscopia de campo escuro para demonstrar as leptospiras em tecidos. Além
de meios especiais para este fim, pode-se utilizar hamsters (Mesocricetus
auratus), considerado como melhor modelo biolégico para o isolamento. O
teste sorolégico pela prova de soroaglutinagdo microscépica é o procedimento
laboratorial mais difundido no diagndstico da leptospirose. Possui utilizagéo
limitada em quadros agudos da doenca, uma vez que na primeira semana da
doenca nao é possivel a deteccéo de anticorpos (LANGONI, 1999). Dentre as
provas sorolégicas, ainda séo utilizados os testes de ELISA, e o Dot-ELISA que
detecta IgM, imunoglobulina geralmente encontrada nas fases iniciais de
infeccdo, contra os varios sorovares, desenvolvido por Silva et al. (2007).

As técnicas de biologia molecular possuem maior sensibilidade e
praticidade que as outras provas diagnosticas utilizadas na pesquisa de
leptospiras. O DNA, por ser uma molécula bastante estavel, pode ser
facilmente detectada mesmo em amostras autolisadas ou com contaminantes,
viabilizando o diagndstico rapido e sensivel em muitos casos que outras provas
seriam inviaveis (LANGONI, 1999).

A profilaxia e controle da leptospirose dependem da identificacdo do
sorovar predominante na propriedade, o que indica quais mecanismos de
transmissao estdo presentes. No caso de infec¢des incidentais, determinadas
por sorovares que ndo sdo mantidos pelos bovinos, como Pomona,
Icterohaemorrhagiae ou Bataviae, entre outros, deve-se identificar de que
forma
o rebanho est4 sendo exposto ao contato com 0s reservatorios naturais destas
variedades, como ratos e animais silvestres. Somente desta forma se podera,
pela ado¢céo de medidas de higiene e de tecnificagdo da criagdo como um todo,
controlar a leptospirose no rebanho. No entanto, quando a infeccdo €
determinada pelo sorovar hardjo, cuja principal forma de transmissdo é de

bovino a bovino, trés medidas devem ser praticadas simultaneamente: proibir a



introdugcdo de novos animais no rebanho, salvo quando negativos ao
sorodiagndstico ou previamente tratados com dihidroestreptomicina; tratar os
animais sororeagentes do rebanho com dihidroestreptomicina 25 mg/kg PV, em
dose unica; fortalecimento da imunidade utilizando uma vacina que contenha
as principais variedades presentes na regido, incluindo, se possivel, amostras
locais. O processo de controle deve ser monitorado pelo sorodiagnéstico anual
(LILENBAUM, 1996).

A neosporose é uma enfermidade causada pelo protozoario Neospora
caninum, sendo causa de abortos em bovinos em todos 0s continentes
(ANDERSON et al., 2000; DUBEY, 2003; VALENZUELA, 2005) e portanto gera
perdas econbmicas diretas, como também custos indiretos associados a
consultorias veterinarias para o diagndstico, repeticdo de inseminacéo artificial
ou monta, aumento do intervalo entre partos, perdas na producao leiteira e
custos com a reposicdo dos animais descartados (BARR et al., 1995). A
identificacdo das causas de abortos é necessaria para um rapido controle e
evitar maiores perdas econdmicas, a qual gera um desafio permanente ao
veterinario e ao produtor (DUBEY et al., 2002)

O ciclo de vida de N. caninum é dividido em trés estagios infectantes:
taquizoitos, bradizoitos, e oocistos. Os estagios de taquizoitos e cistos
teciduais sao intracelulares, e encontrados nos hospedeiros intermediarios. Os
bradizoitos sdo as formas encontradas em tecidos de bovinos e caes
naturalmente infectados, mas n&o foram descritos em cdaes infectados
experimentalmente (DITTRICH, 2002).

Até 2004 o cdo doméstico era o Unico hospedeiro definitivo conhecido,
guando Gondim et al. (2004) conseguiu incriminar o coiote (Canis latrans)
também como hospedeiro definitivo para o N. caninum, e a presenca destes
animais em fazendas onde séo criados bovinos tem sido considerada um fator
de risco importante para a infeccdo e aborto por N. caninum em diferentes
paises (AGUIAR et al., 2006). Os oocistos de N. caninum esporulam fora de
seu hospedeiro, e sdo morfologicamente semelhantes aos do Toxoplasma
gondii e Hammondia hammondi presentes nas fezes de gatos e aos oocistos

de Hammondia heydonmi em fezes de caes. Os hospedeiros intermediarios de



N. caninum s&o os bovinos, equinos, caprinos, ovinos e cervos, camundongos,

ratos, caes, raposas, caprinos, gatos, ovinos, coiotes, suinos, gerbils e coelhos.

Em bovinos, os dois mecanismos de transmissdo conhecidos sao a
transmissao vertical ou congénita (transferéncia do parasito da mae para o
feto), e transmissédo horizontal ou infeccdo poés-natal (ingestdo de oocistos
eliminados com as fezes de cées). O papel do oocisto na epidemiologia natural
de N. caninum ainda € incerto, pois a infeccdo se mantém no rebanho por

varias geracgdes, por meio da transmissao vertical (DITTRICH, 2002).

Os sinais clinicos s@o abortos, infertilidade, nascimento de bezerros
natimortos ou doentes. Os abortos podem ocorrer em qualquer estacdo do ano,
tanto em novilhas quanto em vacas. O periodo de gestacdo em que pode
ocorrer o aborto € variavel, podendo ocorrer do terceiro més até o final da
gestacdo, mas principalmente na metade da gestacdo (ANDERSON et al.,
2000, DITTRICH, 2002).

O aborto associado a neosporose segue dois modelos: o epidémico e o
endémico. Os abortos epidémicos sdo menos comuns e caracterizam-se por
varias ocorréncias em um periodo de tempo curto (um a trés meses), e
geralmente 80% ou mais das vacas que abortam sdo sorologicamente positivas
(WREN, 1999; ANDERSON et al.,, 2000). O modelo endémico ocorre na
maioria dos rebanhos com vacas infectadas congenitamente, caracterizado por
uma taxa elevada de abortos, que persiste durante anos. Em alguns rebanhos
podem ocorrer os dois modelos, onde em periodos mais curtos ocorrem varios
abortos, e em outros periodos os casos de abortos sdo mais esporadicos
(DITTRICH 2002).

As vacas infectadas congenitamente pelo N. caninum, apresentam maior
namero de abortos na primeira gestacdo, do que as nao infectadas, e com
repeticdo dos abortos nas geracfes subsequentes (DITTRICH, 2002). As
infeccbes congénitas e os abortos podem ocorrer em bovinos leiteiros ou de
corte, com maior prevaléncia em rebanhos leiteiros (ANDERSON et al., 2000,
DITTRICH, 2002). As vacas leiteiras infectadas possuem uma produtividade
menor e sdo descartadas precocemente, diminuindo a vida produtiva
(DITTRICH,2002).



A patogénese do aborto ndo € bem compreendida, existindo vacas
soropositivas que nado abortam. Segundo Hemphill et al. (2000) h& alguns
fatores que influenciam no resultado da infecgdo por N. caninum como a
capacidade de infec¢céao do feto, 0 momento da parasitemia durante a gestacao,
a intensidade e duracdo da parasitemia e a eficiéncia da resposta imune

materna.

Alguns autores verificaram que no caso de vacas infectadas sete
semanas antes da inseminacao, os bezerros nasceram vivos e nédo infectados,
sugerindo que a ocorréncia ou ndo de aborto esta relacionada ao momento da
infeccdo, ou da reativacdo de uma infeccdo prévia (WILLIAMS et al., 1993).
Quando a infeccdo ocorre no inicio da gestacdo, geralmente ocorre a morte
fetal (DITTRICH, 2002).

A exposicao primaria de animais adultos ao N. caninum provavelmente
ndo causa infeccdo permanente, ou a infeccdo primaria de vacas nao
gestantes resulta numa resposta imune efetiva que previne a transmissao
congénita em uma gestacao futura. Existe uma diferenca, entre as vacas
infectadas pdés-natal, e aquelas infectadas congenitamente, que geralmente
transmitem o parasito a sua progénie (WILLIANS et al., 2000 e McCALLISTER,
2001).

Durante a gestacdo as alteracfes do sistema imune materno tornam o
animal mais vulneravel a neosporose. O interferon gama (IFNy) aumenta nas
vacas infectadas com N. caninum, e inibe de maneira efetiva a multiplicacéo
dos taquizoitos. Porém, a citocina IL-10, produzida por células trofoblasticas
fetais, diminui a producéo de IFNy e pode influenciar na recrudescéncia de uma
infeccdo cronica, causando a liberacdo dos bradizoitos dos cistos teciduais e
parasitemia. Segundo Williams (1993) e Hemphill (2000), a neosporose é de
causa multifatorial que resulta de um desequilibrio entre a multiplicacdo do

agente e a resposta imune materna e fetal.

A gestacao pode ser um fator de reativagdo do agente que se encontra
latente no cérebro de animais clinicamente normais, mas que ja tiveram

histérico de abortos. Dessa forma, os taquizoitos invadem a circulacdo
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sanguinea, ocasionando infecgcdo fetal. Esse mecanismo ainda ndo é
conhecido precisamente (SAWADA et al., 2000).

A chance de sobrevivéncia do feto depende de sua idade gestacional no
momento da infeccdo e da carga parasitaria infectante. Animais que adquirem
a infeccdo durante a gestacdo e que conseguem sobreviver, nascem na
maioria das vezes normais, com neosporose subclinica. A manutencdo da
infeccdo no rebanho ocorre em elevada porcentagem, 80% a 90%, de bezerros
gue nascem de maes soropositivas e que foram infectados congenitamente
(DITTRICH, 2002).

O nascimento de bezerros com neosporose clinica, com varios tipos de
anormalidades no sistema nervoso, € uma manifestacdo menos comum da
infeccdo fetal. Os sinais neurolégicos mais comuns sdo deformacdes dos
membros, como flexdo ou hiper extensdo dos membros, ataxia, diminuicdo dos
reflexos patelares, perda de consciéncia proprioceptiva dos membros, paralisia,
opistétono e incoordenacao, exoftalmia ou aparéncia assimétrica dos olhos,
deformacfes associadas com lesbes das células nervosas embrionérias. Os
bezerros podem apresentar peso baixo ao nascer, diminuicdo da massa
muscular, fragqueza, dispnéia, e incapacidade de se levantar. Os sinais clinicos,
em bezerros nascidos vivos e infectados por via congénita, aparecem
geralmente dentro de trés a cinco dias, ou até mesmo duas semanas apos o
nascimento. A principal lesdo na neosporose clinica é a encefalomielite. As
lesbes podem regredir, permanecer estaticas ou progredirem (DITTRICH,
2002).

A infeccéo por N. caninum induz a producéo de anticorpos. Porém, ainda
ndo é possivel determinar o inicio da infeccdo com base no exame sorolégico,
e pesquisas com testes sorologicos sdo importantes para os estudos da
epidemiologia da infeccdo (ATKINSON et al., 2000). Os testes soroldgicos mais
utilizados em bovinos sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
teste imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Estes
necessitam de conjugado, um anticorpo espécie-especifico, para detectar os

anticorpos contra o agente (HEMPHILL et al., 2000).
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A reacdo de imunofluorescéncia indireta € a metodologia de referéncia
para a pesquisa de anticorpos anti-N. caninum, considerada como padrao ouro.
Para este método, o antigeno utilizado sdo os taquizoitos fixados inteiros nas
laminas, obtidos em cultivo in vitro. Os antigenos podem ser obtidos de cepas
de N. caninum isoladas de caes e bovinos, ndo existindo indicios de que
pequenas variacbes antigénicas entre os isolados afetem a eficicia dos testes
(BJERKAS et al., 1994).

Peregrine et al. (2006) sugeriram uma associagao entre neosporose e
leptospirose pela exposicdo dos bovinos a agua contaminada, ingestdo de
oocistos de N. caninum, e contato com sorovares de Leptospira. Os resultados
deste estudo em Ontario, no Canada, indicaram que as duas infec¢cdes séo
eventos independentes, mas sugere que a infeccdo pelos dois agentes,
aumente o risco de abortos por N. caninum. A infec¢do por N. caninum induz a
producédo de anticorpos. Porém, ainda ndo é possivel determinar o inicio da
infeccdo com base no exame sorologico, e pesquisas com testes soroldgicos
sdo importantes para os estudos da epidemiologia da infeccdo (ATKINSON et
al., 2000).

Os testes sorologicos mais utilizados em bovinos sdo a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-
linked Immunosorbent Assay). Os testes de RIFI e ELISA necessitam de
conjugado, um anticorpo espécie-especifico, para detectar os anticorpos contra
N. caninum (HEMPHILL et al., 2000).

A reacdo de imunofluorescéncia indireta é a metodologia de referéncia
para a pesquisa de anticorpos de N. caninum, considerada como padrao ouro.
No método de RIFI, o antigeno utilizado sé@o os taquizoitos fixados inteiros nas
laminas, obtidos em cultivo in vitro. Os antigenos podem ser obtidos de cepas
de N. caninum isoladas de cades e bovinos, ndo existindo indicios de que
peguenas variacdes antigénicas entre os isolados afetem a eficacia dos testes
(BJERKAS et al., 1994).

Como descrito anteriormente, o Neospora caninum pode ser

eficientemente transmitido verticalmente, por inUmeras geracdes. Portanto, a
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Unica maneira de evitar a transmissdo da mae para o feto é o abate dos
animais parasitados (DUBEY, 2003).

A transmissdo poés-natal pode acontecer em propriedades onde ndo ha
ocorréncia de surtos de abortos, pela presenca de caes. Deve-se restringir o
acesso dos caes as pastagens, ou instalagdes onde sao criados os bovinos. Os
cdes ndo devem ter acesso a material de abortamento, membranas
placentarias ou bezerros mortos para evitar infeccéo ou reinfeccdo pois ainda
nao se sabe se eles podem se reinfectar e eliminar oocistos no ambiente mais
de uma vez. Ainda n&o se tem conhecimento de drogas que evitem a
transmissao vertical da doenca, mas inUmeras pesquisas estdo sendo

desenvolvidas nessa area (DUBEY, 2003).

N&o existe vacina com eficiéncia comprovada contra neosporose
disponivel no mercado, no entanto, existem resultados de pesquisas
promissoras com camundongos inoculados com taquizoitos de Neospora
caninum inativados que tiveram a transmissao transplacentaria blogueada

guando desafiados durante a gestacéo (DUBEY, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAIS

Observar a presenca de anticorpos contra 16 sorovares de Leptospira
spp, de importancia para herbivoros e contra Neospora caninum, em um
rebanho de bovinos leiteiros, durante o periodo de seis meses, além de avaliar
avaliar os niveis produtivos e reprodutivos do rebanho, com énfase no impacto
na producao da propriedade. Acompanhar a evolucdo da infeccdo nos animais
sorologicamente positivos e negativos, na medida em que sdo submetidos as
mesmas condi¢cdes de manejo, e mantidos nas mesmas condi¢des ambientais.
Os resultados foram avaliados comparando-se as variaveis estudadas em dois

grupos de animais.

2.2. ESPECIFICOS
Verificar o efeito das infeccbes por N. caninum e Leptospira spp, do ponto

de vista reprodutivo e produtivo, com base nas seguintes variaveis:

e Avaliar os indices produtivos (média de producdo mensal das
vacas em litros de leite) comparando os valores entre 0s grupos
experimentais e verificando se existe associacdo entre os indices
e as infeccOes por Leptospira spp e Neospora caninum;

e Avaliar os indices reprodutivos das vacas integrantes dos
diferentes grupos, como intervalo entre o parto até a concepcao,
taxa de concepcao no primeiro servico, taxa de concepcdo em
todos 0s servicos, servicos por concepcdo, idade ao primeiro
parto, nimero de lactacoes;

e Avaliar o indice de mortalidade do rebanho em todas as faixas
etarias;

e Verificar a associacao entre as duas infecgoes.
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3. MATERIAL E METODOS
Os exames foram realizados no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em
Zoonoses (NUPEZO) do Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica
da Faculdade de Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de Botucatu — SP.

3.1. PROPRIEDADE

A propriedade escolhida, com o consentimento do proprietario, tem 840
hectares de éarea total, se localiza na rodovia SP 191, quilometro (km) 205,
proxima ao municipio de Sao Pedro/SP. Tem 650 bovinos de corte, 750
bovinos leiteiros, com aproximadamente 300 vacas em lactagdo, em media. O
sistema produtivo €& completamente informatizado, e foram realizadas
mensalmente, colheita de dados para posterior avaliagdo dos indices
produtivos e reprodutivos individuais e do rebanho, que abastecem o banco de
dados da propriedade. O sistema de ordenha € canalizado. O controle de

roedores é realizado por gatos.

3.2.  ANIMAIS

Foram utilizados bovinos da raca holandesa, puros de origem (P.O.),
fémeas, em lactacdo mantidas em sistema de semi-confinamento e
ordenhadas trés vezes ao dia. Os animais eram vacinados contra as seguintes
doencas de carater reprodutivo: IBR, BVD e brucelose. Foram anotados os
dados referentes a idade, parto e numero de novas inseminacbes de cada
animal. Na propriedade utiliza-se a sincronizacdo do cio dos animais com a
aplicacdo de produtos a base de prostaglandina, que induz a regressdo mais
rapida do corpo Iuteo, sendo um método bastante eficaz para animais que
possuem ciclos estrais regulares. Em caso de abortamento, a conduta utilizada
na propriedade € o encaminhamento dos fetos e outros materiais para
diagndstico diferencial das enfermidades infecciosas e descarte de causas

fisiol6gicas ou patolégicas ndo infecciosas.
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3.2.1. GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram agrupados em dois grupos, ap0s a realizacdo
dos testes soroldgicos, a saber:

e Grupo 1: 30 animais sorologicamente negativos para leptospirose
€ neosporose.
e Grupo 2: 30 animais reagentes para um ou mais sorovares de
Leptospira spp e negativos para neosporose.
Cada grupo foi analisado quanto as variaveis indicadas nos objetivos

especificos.

3.2.2. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Devido a imprevisibilidade no descarte dos animais, foram colhidas
amostras de sangue total por puncdo da veia mamaria de todas as vacas em
lactacdo para a realizacdo dos exames sorologicos e posterior formacdo dos
grupos experimentais. Foram utilizados tubos de ensaio do tipo Wassermann
sem anticoagulante, identificados com o numero de cada animal do lote e
momento de coleta. As amostras foram encaminhadas ao laboratorio do
NUPEZO, onde foram registradas, e centrifugadas durante 10 minutos a 3000
rotacdes por minuto (rpm) para a separacdo do soro, que foi aliquotado em
microtubos etiquetados, de acordo com o protocolo da pesquisa e congelados

de - 4°C a - 8°C até a realiza¢éo da sorologia.

3.3. SOROAGLUTINACAO MICROSCOPICA (SAM) PARA
DIAGNOSTICO DE LEPTOSPIROSE

Para o diagnostico da leptospirose utilizou-se a técnica de

soroaglutinacdo microscopica, de acordo com as normas do Ministério da

Saude (BRASIL, 1995). Foram utilizados antigenos vivos de 16 sorovares de

leptospiras patogénicas de acordo com a Tabela 1.
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Tabela 1. Genomespécie, sorogrupo e sorovares, utilizados na prova de

soroaglutinacdo microscopica (SAM), para o diagnostico da infec¢cdo por

Leptospiral spp, em amostras de soro bovino no laboratério do Servigo de

Diagnéstico em Zoonoses (SDZ) — Botucatu — SP.

GENOMESPECIE SOROGRUPO SOROVAR CcODIGO
L. interrogans Australis Bratislava 1B
L. interrogans Canicola Canicola 5
L. interrogans Djasiman Djasiman 8A
L. interrogans Icterohaemorraghiae Icterohaemorrhagiae 11B
L. interrogans Icterohaemorraghiae Copenhageni 11A
L. interrogans Pomona Pomona 14A
L. interrogans Pyrogenes Pyrogenes 15
L. interrogans Sejroe Hardjo (Prajitno) PRA
L. interrogans Sejroe Wolffi 16B

L. borgpetersenii Mini Mini (CTG) CTG
L. borgpetersenii Sejroe Hardjo (Bovis) BOV
L. borgpetersenii Ballum Castellonis 3
L. kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa 9
L. borgpetersenii Mini Mini MIN
L. borgpetersenii Sejroe Hardjo 16A
L. noguchii Shermani Tarassovi 18
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Os antigenos foram mantidos por repiques semanais em meio de
Ellinghausen-MacCullough-Jonhson-Harris (EMJH), em estufa de 28 a 31°C,
sendo utilizadas culturas de 4 a 14 dias, que nao apresentavam contaminantes
nem auto-aglutinacdo. A bateria de antigenos empregada na SAM incluiu
representantes de sorogrupos dos sorovares importantes para os herbivoros.
No momento da prova, os antigenos foram diluidos em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) pH 7.6 na diluicdo 1:2, calculando-se o volume

de cada antigeno de acordo com a quantidade necesséria para a prova.

A primeira etapa foi de triagem, onde os soros foram diluidos a 1:50,
colocando-se 100uL deste em 4,9 ml de PBS pH 7.6 em tubo tipo
Wassermann, identificados com o numero da amostra testada. Em microplaca
devidamente identificada, foram pipetados 50uL de soro diluido nas respectivas
perfuracdes, formando-se uma fileira. O niamero de pocos preenchidos foi de
acordo com o numero de sorovares testados. O mesmo foi realizado para o
controle, pipetando-se PBS pH 7.6. A seguir foram adicionados nos respectivos
pocos, inclusive nos controles, 50uL das suspensfes antigénicas
correspondentes, procedendo-se assim a diluicdo 1:100. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C por uma hora, e a seguir, com o auxilio de al¢ca
bacterioloégica de 2mm de diametro, colocava-se uma gota de cada poco,
dispostas em fileiras sobre uma lamina microscopica, examinando-se sem a
utilizacdo de laminula, em microscépio de campo escuro, com 6leo de imersao
colocado entre a lamina e o condensador, utilizando-se objetiva e ocular de
10x. Foram consideradas reagentes, as amostras com 50% ou mais de

leptospiras aglutinadas, tendo como referéncia os respectivos controles.

Apés a etapa de triagem foi realizada a titulacdo das amostras. A partir
da diluicdo 1:50, foram preparadas mais seis diluicdes do soro consecutivas e
ao dobro (titulos 100 a 3200), em microplacas com fileiras com seis pocos
correspondendo a titulacdo de um determinado sorovar. Foi utilizado também
um pogo como controle de cada antigeno testado. Foram pipetados 100uL do
soro diluido no primeiro pogo de reacdo do sorovar em teste, e 50uL de PBS
pH 7.6 nos demais. Para a obtencdo da diluicdo desejada, foram pipetados
50uL da primeira diluicdo, e ap6s homogeneizacédo, para a proxima, agindo-se

assim sucessivamente, desprezando-se 50uL da ultima diluicdo. Ao final, todos
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0s pogos continham as diluigées 1:50, 1:100, 1:200 ou maiores, em cada fileira,
correspondendo aos titulos 50, 100, 200, assim por diante.

A seguir pipetava-se 50uL de antigeno, ou seja, do sorovar
correspondente a cada po¢go bem como no controle. Nesta etapa as diluicbes
do soro foram equivalentes a 1:100 até 1:3200, de acordo com o protocolo
estabelecido. As placas foram incubadas a 37°C por 60 minutos, e a leitura
procedida como na prova de triagem. Foram considerados como titulos a maior
diluicdo do soro capaz de ainda aglutinar 50% ou mais das leptospiras em
relacdo ao controle, estabelecendo-se como ponto de corte ou reagente, a
partir do titulo 100.

3.4. REACAO DE IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA (RIFI) PARA
DIAGNOSTICO DE NEOSPOROSE

Empregou-se a reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) para a
pesquisa de anticorpos anti N. caninum. Esta prova foi utilizada, pois €
considerada a metodologia de referéncia para a pesquisa de anticorpos anti-N.
caninum (DITTRICH, 2002).

O principio da RIFI é a deteccdo de anticorpos direcionados aos
antigenos de superficie celular dos taquizoitos de N. caninum. Como esses
antigenos sdo considerados mais especificos do que o0s componentes
intracelulares, os taquizoitos inteiros de N. caninum foram fixados nos orificios
de laminas adequadas para este fim. Os anticorpos contra N. caninum
presentes no soro, ligam-se aos taquizoitos do parasita. A seguir, utiliza-se
anti-soro especifico, conjugado ao isotiocianato de fluoresceina, para a
formacdo de um complexo imune estavel. Esta reacdo € detectada pela

fluorescéncia dos taquizoitos.

As laminas, utilizadas como antigenos, foram produzidas no laboratorio
do NUPEZO, com a cepa NC-1 de N. caninum, mantida in vitro, cedida
gentilmente pela Professora Dra. Solange Maria Gennari e pela médica
veterinéria Dra. Hilda Fatima de Jesus Pena, da Universidade de Sao Paulo —
USP — S&o Paulo. Para a manutencdo da cepa NC-1 de N. caninum in vitro

utilizou-se a cultura em células Vero, cultivadas em meio RPMI 1640,
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suplementado com soro fetal bovino a 10%. As amostras de soros foram
inicialmente triadas, considerando-se como ponto de corte o titulo 25. Em
microplacas, seguindo-se protocolo, foram diluidos 5uL de cada amostra de
soro em 120pL solucéo salina tamponada (SST) pH 7,2; incluindo-se os soros
controles positivo e negativo. Apoés diluicdo, foram pipetados 10uL de cada
amostra de soro nos pocos das laminas, que foram incubadas em camara
Uumida a 37°C durante 30 minutos. A seguir lavadas, com SST pH 7,2 em dois
banhos de 10 minutos cada. ApGs secagem, adicionou-se em cada poc¢o da
lamina, o conjugado anti-IgG bovino preparado em solucdo de azul de Evans,
previamente diluido 1:5 em SST pH 7,2.

Para a titulacdo das amostras positivas, foram testadas diluicbes ao
dobro, ou seja, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 e 1:800. Nos casos de
ocorréncia de reacao na ultima diluicao testada, as amostras foram submetidas

a novas diluicbes, para obtencé&o do titulo final.

3.5. AVALIACAO DOS INDICES PRODUTIVOS E REPRODUTIVOS
Os principais parametros utilizados para avaliar a eficiéncia reprodutiva

estdo expostos na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros de fertilidade calculados como objetivos a serem

atingidos com o estudo.

Parametros Objetivo
Intervalo entre partos (dias) 365 — 395
Intervalo entre o parto até a concepcao (dias) 85-115
Taxa de concepcao no primeiro servico (%) 50 - 60
Taxa de concepcdo em todos 0s servicos (%) 45 - 55
Servigos por concepcao 1,7-2,2
Idade ao primeiro parto (meses) 23-25
Numero de lactacdes durante a vida >3
Taxa de abortos (%) <5

(Fonte: adaptado de RADOSTITS et al., 2001)
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Os indices produtivos e reprodutivos, no que se refere a média
mensal de producéo de leite, em litros; intervalo entre o parto até a concepcao,
taxa de concepcdo no primeiro servico, taxa de concepcdo em todos 0s
servigcos, servicos por concepc¢do, idade ao primeiro parto e numero de
lactacBes, foram obtidos pelo levantamento do histérico, de cada animal,
armazenado no banco de dados da propriedade e mensalmente durante o
periodo de seis meses do experimento.

3.6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS
O estudo € do tipo observacional longitudinal, e avaliou-se a interacéo
da infeccao por Leptospira spp sobre os parametros produtivos e reprodutivos.

Para os resultados de producéo leiteira, para cada més, calculou-se o
log correspondente. Este valor foi utilizado para se calcular a area sobre a
curva (ASC) para cada animal, calculando-se a seguir a média e o desvio-
padrdo. As ASC da producéo leiteira foram comparadas entre os grupos 1 e 2

pelo teste t de Student.

Variaveis com distribuicdo livre (idade, intervalo entre partos, intervalo
entre parto e concepcdo, numero de inseminacdes artificiais e numero de

lactacdes) foram comparadas entre os grupos pelo teste de Mann-Whitney .

Variaveis dicotbmicas (perda embrionaria, retencdo de placenta e
concepcdes ao primeiro servigo) foram comparadas entre si pelos testes Exato

de Fischer ou de Qui-quadrado.

Todas as analises foram realizadas considerando-se um nivel de
significancia de 5% (TRIOLA, 2005).
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RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Na primeira coleta, todos os animais em lactacado foram testados para
ambas doencas, para a formacéo dos grupos experimentais, sendo que apenas
0s grupos 1 e 2 puderam ser formados devido a auséncia de novos animais
sorologicamente positivos para neosporose, na propriedade. Dos 320 animais
testados na primeira coleta 25,625% (82/320) foram reagentes para pelo
menos um dos oito sorovares encontrados. Nas coletas seguintes, 0s animais
dos grupos 1 e 2 foram testados para leptospirose e neosporose, e os demais
animais em lactacdo foram testados para neosporose, mesmo 0S que nao se
enquadravam no experimento, na tentativa de obtencdo de novos animais
sorologicamente positivos, entretanto, ndo se obteve soroconversao para

neosporose em nenhum animal.

4.1. SOROLOGIA

A seguir, sdo apresentados os resultados das provas soroldgicas do
Grupo 1 e Grupo 2, realizadas mensalmente, de junho a novembro de 2008
pela técnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM), para pesquisa de
anticorpos anti-Leptospira spp. Quanto a presenca de anticorpos anti-Neospora
caninum o unico animal reagente foi o animal 1656, que representava uma
frequéncia de 0,312% entre os animais 320 animais analisados na primeira

coleta.
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Tabela 3. Resultados dos exames sorolégicos para leptospirose pela técnica
de soroaglutinacdo microscopica (SAM) dos animais do Grupo 1. Botucatu,
20009.

Nome/Nimero jun/08 jul/08 ago/08 set/08 out/08 nov/08
275 NR* NR NR NR NR NR
490 NR NR NR NR NR NR
523 NR NR NR NR NR NR
575 NR BOV (100) BOV(100) NR NR NR
745 NR NR NR NR NR NR
937 NR NR NR NR NR NR
1028 NR NR NR NR NR NR
1077 NR NR NR NR NR NR
1099 NR NR NR NR NR
1123 NR NR NR NR NR 15 (100)
1124 NR NR NR NR NR NR
1127 NR NR NR NR NR NR
1144 NR NR NR NR NR NR
1146 NR NR NR NR NR NR
1170 NR NR NR NR NR NR
1209 NR NR NR NR NR NR
1237 NR NR NR CTG (200) CTG (100) CTG (100)
1238 NR NR NR NR NR NR
1240 NR NR NR NR NR NR
1280 NR NR NR NR NR NR
1312 NR NR NR NR NR NR
1316 NR NR NR NR NR NR
1327 NR NR 15 (200) NR NR NR
1331 NR NR NR NR NR NR
1339 NR NR NR NR NR NR
1345 NR NR NR NR NR NR
1355 NR NR NR NR NR NR
1371 NR NR NR NR NR NR
1380 NR NR NR NR NR NR
1396 NR NR NR NR NR NR

Legenda: NR: animais ndo-reagentes; 15: Pyrogenes; BOV: Hardjo (Bovis); CTG: Mini (CTG)
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Tabela 4. Resultados mensais dos exames sorologicos para leptospirose pela

técnica de soroaglutinacdo microscopica (SAM) dos animais do Grupo 2.

Botucatu, 2009.

Nome/Ntimero jun/08 jul/o8 ago/08 set/08 out/08 nov/08
444 PRA (200) PRA (200) PRA (100) NR NR NR
539 11A (100), BOV (100) BOV (200) BOV (200) BOV (100) BOV (200) BOV (100)
540 PRA (200) PRA (100) PRA (100) PRA (100) NR NR
658 15(100), CTG (200) CTG (200) CTG (200) CTG (100) CTG (100), MIN (100) CTG (100)
719 MIN (400), CTG (100) MIN (400) MIN (800), CTG (100) MIN (200) MIN (100) Min (200)
972 15 (100) 15 (100) NR NR NR NR
1122 CTG (100) CTG (200) CTG (100) NR NR NR
1188 15 (100) 15 (200) 15 (200) 15 (100) 15 (100) NR
1193 CTG (100) NR NR NR CTG (100), MIN (100) CTG (100)
1207 15 (100) 15 (200) 15 (100) 15 (100) CTG (100) NR NR
1212 15 (200) 15 (200) 15 (100) NR 15 (100) NR
1231 PRA (100) PRA (100) PRA (200) PRA (100) PRA (100) PRA (100)
1243 CTG (200) CTG (100) CTG (100) CTG (100) CTG (100) CTG (100)
1273 CTG (100), P (100) NR NR NR NR NR
1329 CTG (200) CTG (100) NR NR CTG (100) CTG (100)
1370 11B (100) NR NR 11B (100) 11B (200) 11B (100)
1409 PRA (400) PRA (200) PRA (200) PRA (100) NR PRA (100)
1498 PRA (100), MIN (400) PRA (100), MIN (200) MIN (200) MIN (200) MIN (100) MIN (100)
1504 16B (100), BOV (800) BOV (800) BOV (200) BOV (200) NR BOV (100)
1527 BOV (400) BOV (200) BOV (200) BOV (200) BOV (100) BOV (100)
1569 15 (200) 15 (200) NR NR 15 (100) NR
1587 CTG (400) CTG (200) CTG (200) CTG (100) CTG (100) CTG (100)
1613 16A (100), PRA (400) PRA (400) PRA (200) PRA (100) NR NR
1630 16B (100) 16B (200), BOV (100) 16B (100) NR NR NR
1638 MIN (200) MIN (200) MIN (100) MIN (200) MIN (100) NR
1651 CTG (100) NR NR NR NR NR
1674 CTG (100) CTG (100) NR NR CTG (100) CTG (100)
1693 CTG (200) CTG (100) CTG (200) CTG (100) NR NR
1703 BOV (100) NR NR NR NR NR
1720 15 (200) 15 (100) NR 15 (100) NR NR

Legenda: NR: animais ndo-reagentes; 11B: Icterohaemorrhagiae; 15: Pyrogenes; 16A: Hardjo; 16B: Wolffi; BOV:

Hardjo (Bovis); PRA: Hardjo (Prajtno); MIN: Mini; CTG: sorovar Mini (CTG)
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4.2. INDICES PRODUTIVOS E REPRODUTIVOS E ANALISE
ESTATISTICA DOS DADOS

As informagbes colhidas no banco de dados da propriedade estdo

tabuladas e cada uma delas refere-se a um indice produtivo ou reprodutivo,

seguida de sua respectiva analise estatistica. Foram considerados animais

negativos aqueles que permaneceram nao-reagentes durante os 6 meses de

experimento e positivos 0os animais do Grupo 2, e os 4 animais do Grupo 1 que

soroconverteram em algum momento do experimento.



Tabela 5. Producdo mensal de leite, em litros, durante o periodo experimental e valor total (em litros) da ultima lactagao. Botucatu, 2009.

Grupo 1 Producéo de Leite (L)

Grupo 2 Producéo de leite (L)

Animal junho julho agosto setembro outubro novembro Total Ultimalactagdo (L) | Animal junho julho agosto setembro outubro novembro total tltimalactacdo
275 1033 1123 995 1010 903 890 9753 444 543 545 540 530 539 542 6254
490 640 683 648 663 638 597 6671 539 250 244 241 245 239 238 3229
523 505 459 449 438 443 447 4301 540 555 549 558 553 548 540 5512
575 378 302 307 350 346 345 3334 658 395 392 385 390 391 388 4095
745 1112 997 1025 1036 993 989 10962 719 632 615 575 581 583 579 6319
937 689 705 694 682 687 699 6536 972 203 195 197 201 196 190 2419
1028 312 315 322 305 308 297 2962 1122 572 572 571 569 569 570 5563
1077 833 850 852 865 851 848 7756 1188 222 218 223 220 218 221 2340
1099 1402 1396 1397 1388 1350 1294 13470 1193 501 500 503 498 500 497 4912
1123 323 315 321 328 308 306 2903 1207 1452 1445 1447 1450 1440 1444 13194
1124 805 797 799 784 786 757 7694 1212 120 128 121 119 117 119 1408
1127 1503 1485 1497 1499 1495 1489 14570 1231 1301 1297 1280 1290 1292 1288 12263
1144 281 267 272 273 304 254 2405 1243 1294 1311 1302 1309 1303 1299 13407
1146 1001 1012 999 995 1003 990 10844 1273 304 300 297 301 300 298 3169
1170 530 525 529 531 527 532 5562 1329 313 312 310 317 315 311 3144
1209 667 672 657 654 640 636 7025 1370 284 288 282 283 280 285 3203
1237 702 709 704 697 690 693 6477 1409 310 315 313 312 311 315 3590
1238 198 200 197 186 188 185 2078 1498 1078 1080 1074 1068 1066 1069 11400
1240 717 723 720 718 714 715 6939 1504 680 678 673 674 680 672 7872
1280 1050 1066 1058 1056 1060 1057 9911 1527 1345 1343 1340 1339 1340 1341 14281
1312 502 494 496 488 490 486 4545 1569 598 595 601 596 598 596 6550
1316 875 888 868 885 890 883 8263 1587 274 278 279 273 270 275 3091
1327 456 471 460 470 459 466 4131 1613 998 995 997 990 984 986 10786
1331 1002 1012 1005 997 1004 1000 9124 1630 301 295 295 297 292 287 2724
1339 506 498 503 504 499 501 4723 1638 1012 999 995 998 1005 1001 9180
1345 497 490 486 488 479 481 4943 1651 1408 1394 1399 1387 1393 1390 13934
1355 402 391 387 393 390 387 3708 1674 775 770 791 784 777 765 7892
1371 975 986 981 984 988 979 8890 1693 258 265 263 255 259 253 2919
1380 1305 1293 1297 1302 1298 1300 11245 1703 712 715 712 709 703 697 6815
1396 873 880 874 870 888 871 8520 1720 385 383 375 377 371 368 4081
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Tabela 6. Mediana (Med), percentis (P25 e P75), minimos (Min) e maximos

(Max) da producéo de leite, em litros, de bovinos segundo a presenca ou nao

de anticorpos séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Negativos Positivos
Meses Med P25 P75 Min Max Med P25 P75 Min Max
Junho 761,00 505,25 1001,75 198,00 1503,00 | 549,00 301,75 942,25 120,00 1452,00
Julho 760,00 495,00 1008,25 200,00 1485,00 |547,00 296,25 938,75 128,00 1445,00
Agosto 759,50 497,75 998,00 197,00 1497,00 | 549,00 295,50 944,00 121,00 1447,00
Setembro 751,00 492,00 996,50 186,00 1499,00 | 541,50 298,00 938,50 119,00 1450,00
Outubro 750,00 492,25 991,75 188,00 1495,00 | 543,50 294,00 932,25 117,00 1440,00
Novembro 736,00 489,75 986,50 185,00 1489,00 | 541,00 289,75 930,75 119,00 1444,00

Tabela 7. Média + desvio-padrédo da area sobre a curva (AUC) do log da

producéo de leite de bovinos segundo a presenca ou ndo de anticorpos séricos

anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Grupo Média + desvio-padréo
Negativos 14,13 +1,12°
Positivos 13,54 + 1,50°

Estatistica: medianas seguidas de

letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os grupos, pelo teste t de Student.
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Figura 1. Valores minimos e maximos, mediana e percentis (P25 e P75) da

producédo de leite de vacas segundo a presenca ou nao de anticorpos séricos

anti-Leptospira spp nos diferentes meses. Botucatu, 2009.



Tabela 8. Idade dos animais, em meses, ao primeiro parto. Botucatu, 2009.

Grupo 1 Grupo 2
Animal Idade (meses) Animal Idade (meses)

275 23 444 23
490 23 539 24
523 24 540 23
575 23 658 23
745 25 719 23
937 23 972 23
1028 25 1122 23
1077 24 1188 26
1099 24 1193 25
1123 23 1207 24
1124 23 1212 24
1127 22 1231 26
1144 23 1243 25
1146 23 1273 23
1170 24 1329 23
1209 23 1370 23
1237 23 1409 23
1238 23 1498 23
1240 23 1504 23
1280 24 1527 22
1312 23 1569 24
1316 23 1587 23
1327 23 1613 23
1331 23 1630 25
1339 25 1638 25
1345 23 1651 23
1355 23 1674 23
1371 23 1693 23
1380 23 1703 24
1396 24 1720 23
Média 23,36 Média 23,6
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Tabela 9. Mediana e percentis (P25 e P75) da idade ao primeiro parto,
em meses, de fémeas bovinas segundo a presenca ou ndo de anticorpos

séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Grupo Mediana P25 P75
Negativos 23,00° 23,00 23,00
Positivos 23,00% 24,00 24,00

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os grupos, pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura2.  Mediana (traco), percentis P25 e P75 (caixa) da idade ao primeiro
parto, em meses, de fémeas bovinas segundo a presenca ou hdo de anticorpos

séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.
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Tabela 10. Intervalo entre partos, em meses, dos animais dos Grupos 1 e 2

referente ao ultimo parto.

Grupo 1 Grupo 2
Animal Intervalo entre partos (meses) |Animal Intervalo entre partos (meses)

275 12,9 444 12,9
490 16,2 539 14

523 12,2 540 11,7
575 11,7 658 12,5
745 21,5 719 149
937 11,8 972 18,1
1028 11,1 1122 13,3
1077 16,5 1188 13,5
1099 18,1 1193 11,4
1123 11 1207 14,6
1124 15,8 1212 21,2
1127 12,8 1231 16,9
1144 10,9 1243 20,5
1146 21,2 1273 12,1
1170 12,8 1329 12,6
1209 13,3 1370 16,9
1237 11 1409 17,4
1238 11,1 1498 14,9
1240 11,4 1504 11,3
1280 16,5 1527 27,1
1312 12,2 1569 13,8
1316 12,1 1587 16

1327 17,7 1613 12,5
1331 16,9 1630 13,2
1339 13,3 1638 11,9
1345 11,4 1651 14,6
1355 11,4 1674 16,7
1371 12,5 1693 15,2
1380 12,3 1703 15,6
1396 16,9 1720 12,7
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Tabela 11. Mediana e percentis (P25 e P75) do intervalo entre partos, em
meses, de fémeas bovinas segundo a presenc¢a ou ndo de anticorpos séricos

anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Grupo Mediana P25 P75
Negativos 12,00% 11,25 12,00
Positivos 14,00° 16,00 16,00

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os grupos, pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 3. Mediana (traco), percentis P25 e P75 (caixa) do intervalo entre
partos, em meses, de fémeas bovinas segundo a presenca ou ndo de

anticorpos séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.
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Tabela 12. Intervalo entre parto e concepc¢éo dos animais dos Grupos 1 e 2.
Botucatu, 2009.

Grupo 1 Grupo 2
Animal Intervalo entre parto a concepc¢éo (meses) Animal Intervalo entre parto a concepcédo (meses)

275 2 444 7
490 3 539 7
523 3 540 4
575 3 658 3
745 7 719 12
937 7 972 3
1028 5 1122 5
1077 6 1188 8
1099 3 1193 9
1123 5 1207 2
1124 3 1212 7
1127 11 1231 11
1144 7 1243 5
1146 3 1273 12
1170 3 1329 3
1209 11 1370 4
1237 3 1409 3
1238 7 1498 2
1240 6 1504 3
1280 9 1527 10
1312 7 1569 3
1316 3 1587 3
1327 2 1613 4
1331 4 1630 8
1339 4 1638 2
1345 10 1651 2
1355 4 1674 2
1371 3 1693 12
1380 7 1703 3
1396 3 1720 8
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Tabela 13. Mediana e percentis (P25 e P75) do intervalo entre parto e
concepcao, em meses, de fémeas bovinas segundo a presenga ou nao de

anticorpos séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Grupo Mediana P25 P75
Positivos 5,00% 3,00 8,00
Negativos 4,00% 3,00 7,00

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos, pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 4. Mediana (traco), percentis P25 e P75 (caixa) do intervalo entre parto
e concepcdo, em meses, de fémeas bovinas segundo a presenca ou nao de

anticorpos séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.
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Tabela 14. Numero de servicos (inseminagfes artificiais) por concepgéo.
Botucatu, 2009.

Grupo 1 Grupo 2
Animal Namero de IA Animal Numero de IA
275 2 444 1
490 4 539 5
523 1 540 1
575 1 658 2
745 6 719 8
937 1 972 2
1028 1 1122 4
1077 4 1188 2
1099 4 1193 1
1123 1 1207 1
1124 1 1212 1
1127 5 1231 9
1144 4 1243 3
1146 6 1273 3
1170 4 1329 5
1209 2 1370 5
1237 1 1409 1
1238 1 1498 3
1240 0 1504 7
1280 5 1527 9
1312 3 1569 6
1316 1 1587 1
1327 4 1613 1
1331 7 1630 2
1339 4 1638 2
1345 4 1651 5
1355 1 1674 2
1371 5 1693 1
1380 2 1703 3
1396 1 1720 2
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Tabela 15. Mediana e percentis (P25 e P75) do nimero de inseminacdes de
fémeas bovinas segundo a presenca ou ndo de anticorpos seéricos anti-

Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Grupo Mediana P25 P75
Negativos 3,50° 1,00 4,00
Positivos 2,002 1,00 5,00

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos, pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 5. Mediana (traco), percentis P25 e P75 (caixa) do numero de
inseminacdes de fémeas bovinas segundo a presenca ou nao de anticorpos

séricos anti-Leptospira spp, Botucatu, 2009.
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Tabela 16. Idade, em anos, dos animais do Grupol e Grupo 2. Botucatu, 2009.

Idade
Grupo 1 Grupo 2
Nome/Nimero Idade (anos) Nome/Numero Idade (anos)
275 10 444 5
490 9 539 9
523 9 540 9
575 8 658 11
745 10 719 10
937 9 972 9
1028 8 1122 7
1077 7 1188 7
1099 7 1193 7
1123 5 1207 7
1124 7 1212 7
1127 7 1231 6
1144 7 1243 7
1146 7 1273 8
1170 7 1329 6
1209 7 1370 6
1237 6 1409 6
1238 6 1498 5
1240 6 1504 3
1280 8 1527 5
1312 6 1569 5
1316 6 1587 4
1327 6 1613 4
1331 6 1630 4
1339 6 1638 4
1345 6 1651 4
1355 6 1674 4
1371 6 1693 4
1380 6 1703 4
1396 6 1720 4
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Tabela 17. Mediana e percentis (P25 e P75) da idade, em anos, de fémeas
bovinas segundo a presenca ou ndo de anticorpos séricos anti-Leptospira spp,
Botucatu, 20089.

Grupo Mediana P25 P75
Negativos 7,00 6,00 7,75
Positivos 6,00% 4,00 6,00

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas

significativas entre os grupos, pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 6. Mediana (traco), percentis P25 e P75 (caixa) da idade, em anos, de
fémeas bovinas segundo a presenca ou ndo de anticorpos seéricos anti-

Leptospira spp, Botucatu, 2009.



Tabela 18. Numero de lacta¢des dos animais do grupo 1 e 2. Botucatu, 2009.

Grupo 1 Grupo 2
Animal Numero de lactacfes Animal Numero de lactacdes
275 9 444 4
490 7 539 7
523 8 540 8
575 7 658 10
745 7 719 9
937 8 972 6
1028 7 1122 6
1077 4 1188 6
1099 4 1193 6
1123 4 1207 5
1124 5 1212 4
1127 6 1231 4
1144 6 1243 4
1146 4 1273 7
1170 6 1329 5
1209 6 1370 3
1237 5 1409 4
1238 5 1498 3
1240 5 1504 1
1280 6 1527 3
1312 7 1569 4
1316 5 1587 2
1327 4 1613 3
1331 4 1630 3
1339 5 1638 3
1345 5 1651 2
1355 5 1674 3
1371 5 1693 2
1380 5 1703 2
1396 4 1720 3
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Tabela 19. Mediana e percentis (P25 e P75) do numero de lactagbes de
fémeas bovinas segundo a presenca ou ndo de anticorpos seéricos anti-

Leptospira spp, Botucatu, 2009.

Grupo Mediana P25 P75
Negativos 5,00° 5,00 6,75
Positivos 4,00% 3,00 6,00

Estatistica: medianas seguidas de letras diferentes indicam diferencas
significativas entre os grupos, pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 7. Mediana (traco), percentis P25 e P75 (caixa) do numero de lactacdes
de fémeas bovinas segundo a presenca ou ndo de anticorpos séricos anti-

Leptospira spp, Botucatu, 2009.



Tabela 20. Perdas embrionérias e abortamentos durante o periodo de experimento. Botucatu, 2009.

Grupo 1 - Perda embrionaria (més de gestacao)

Grupo 2 - Perda embrionaria (més de gestagao)

Animal  junho julho agosto Setembro outubro novembro Nome/NUmero Junho julho agosto setembro outubro novembro
275 nao nao nao nao nao nao 444 nao nao nao nao nao nao
490 nao nao nao nao nao nao 539 nao nao nao nao nao nao
523 nao nao nao nao nao nao 540 nao nao nao nao nao nao
575 nao nao nao nao nao nao 658 nao nao nao nao nao nao
745 nao nao nao nao nao nao 719 nao nao nao nao nao nao
937 nao nao nao nao nao nao 972 nao nao nao nao nao nao

1028 nao nao nao nao nao nao 1122 nao nao nao nao nao nao
1077 nao nao nao nao nao nao 1188 nao nao nao nao nao nao
1099 nao nao nao nao nao nao 1193 nao nao nao nao nao nao
1123 nao nao nao nao nao nao 1207 nao nao nao nao nao nao
1124 nao nao nao nao nao nao 1212 nao nao nao nao nao nao
1127 nao nao nao nao nao nao 1231 nao nao nao nao nao nao
1144 nao nao nao nao nao nao 1243 nao nao nao nao nao nao
1146 nao nao nao nao nao nao 1273 nao nao nao nao nao nao
1170 nao nao nao nao nao nao 1329 8 meses néo nao nao nao nao
1209 nao nao nao nao nao nao 1370 nao nao nao nao nao nao
1237 nao nao nao nao nao nao 1409 nao nao nao nao nao nao
1238 nao nao nao nao nao nao 1498 nao nao nao nao nao nao
1240 nao nao nao nao nao nao 1504 nao nao nao nao nao nao
1280 nao nao nao nao nao nao 1527 nao nao nao nao nao nao
1312 nao nao nao nao nao nao 1569 nao nao nao nao nao nao
1316 nao nao nao nao nao nao 1587 nao nao nao nao nao nao
1327 nao nao nao nao nao nao 1613 nao nao nao nao nao nao
1331 nao nao nao nao nao nao 1630 nao nao nao nao nao nao
1339 nao nao nao nao nao nao 1638 nao nao nao nao nao nao
1345 nao nao nao nao nao nao 1651 nao nao nao nao nao nao
1355 nao nao nao nao nao nao 1674 nao nao nao nao nao nao
1371 nao nao nao nao nao nao 1693 nao nao nao nao nao nao
1380 nao nao nao nao nao nao 1703 nao nao nao nao nao nao
1396 nao nao nao nao nao nao 1720 nao nao nao nao nao nao

ndo = animais que ndo apresentaram perda embrionaria ou abortamentos durante o experimento
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Tabela 21. Animais que apresentaram retencdo de placenta durante o Ultimo
parto. Botucatu, 2008-2009.

Grupo 1 Grupo 2
Animal Retencdo de placenta (sim ou ndo) | Animal Retencéo de placenta (sim ou ndo)
275 Nao 444 Nao
490 Nao 539 Nao
523 Nao 540 Nao
575 Nao 658 Nao
745 Néo 719 Néo
937 Nao 972 Nao
1028 Sim 1122 Nao
1077 N&o 1188 Néo
1099 Nao 1193 Sim
1123 Nao 1207 Sim
1124 Sim 1212 Nao
1127 Nao 1231 Nao
1144 Sim 1243 Sim
1146 Nao 1273 Sim
1170 Nao 1329 Nao
1209 Sim 1370 Sim
1237 Nao 1409 Nao
1238 Nao 1498 Sim
1240 Nao 1504 Nao
1280 Sim 1527 Nao
1312 Nao 1569 Nao
1316 Nao 1587 Nao
1327 Sim 1613 Nao
1331 Nao 1630 Nao
1339 Nao 1638 Nao
1345 Nao 1651 Nao
1355 Nao 1674 Nao
1371 Nao 1693 Nao
1380 Sim 1703 Nao
1396 Nao 1720 Nao
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Tabela 22. Frequéncia absoluta (n) e relativa (%) de negativos e positivos para

a presenca ou ndo de anticorpos séricos anti-Leptospira spp, de acordo com

variaveis reprodutivas. Botucatu, 2009.

Variavel Negativos Positivos Total
Perda embrionaria N % N % N % |ValordeP
Nao 26 44,1 33 55,9 59 98,3
0,5657
Sim 0 0,0 1 100,0 1 1,7
Retencgédo de placenta
Nao 20 42,6 27 57,4 47 78,3
0,5301
Sim 6 46,2 7 53,8 13 21,7
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5. DISCUSSAO

Diversas doencas da esfera reprodutiva sao frequentes e afetam os
rebanhos leiteiros e por consequéncia a produtividade da fazenda, sendo
importante a identificacdo do agente, e compreenséo da epidemiologia destas
doencas para que medidas profildticas possam ser implementadas
(RADOSTITS et al., 2001).

Desde seu primeiro relato, até os dias de hoje, a neosporose se mostra
um grave problema nas espécies bovina e canina. No presente estudo
detectou-se apenas um animal positivo, com titulo 25 para neosporose, entre
as 320 amostras de soro testadas. O referido animal foi descartado pelo
proprietario, e ndo foram encontrados outros animais positivos nas demais
coletas realizadas. Pelo fato do titulo detectado ser baixo e impossibilidade de
realizacdo de nova coleta para sorologia pareada, nao foi possivel concluir o
resultado da infecgéo.

A auséncia de animais sorologicamente positivos na propriedade
contrasta com as altas prevaléncias de anticorpos anti-Neospora caninum, na
espécie bovina encontradas em diversos paises, variando entre 2,0% a 77,0%
(HEMPHILL et al.,, 2000; DUBEY, 2003). Acredita-se que a auséncia de
animais infectados na propriedade seja devido a excelente infra-estrutura e ao
manejo zoosanitario aplicado ao rebanho, bem como a néo presenca de cées.

O controle da neosporose é bastante complexo e ainda ndo ha profilaxia
eficiente contra a infeccdo. Seu controle baseia-se no descarte de animais
doentes, evitar que os caes se alimentem de fetos abortados e que suas fezes
contaminem agua e alimentos dos bovinos (ANDREWS et al.,, 2004). Os
resultados negativos ndo significam que o proprietario deva diminuir a atencéo
em relacdo ao manejo que aplica a sua producédo, pois a neosporose é uma
infeccdo oportunista e a presenca de titulo baixo em um animal pode significar
a iminéncia da introducéo da parasitose na propriedade (DUBEY, 2003).

Quanto a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp, 0s resultados
estdo expostos nas tabelas 3 e 4 onde pode-se observar animais reagentes
para oito sorovares, como: Icterohaemorrhagiae, Wolffi, Pyrogenes, Hardjo,
Hardjo (Bovis), Hardjo Prajtno, Mini (CTG), mini. O sorovar Hardjo €

considerado o mais importante para a espécie bovina, sendo o mais prevalente
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em diversas regides do mundo (PRESCOTT et al, 1988; RICHARDSON et al.
1995; LANGONI et al., 1999; FAVERO et al., 2001; ANDREWS et al., 2004,
LAGE et al., 2007; GUMOSSOY et al. 2009).

A soroprevaléncia para Leptospira spp é varidvel de acordo com as
caracteristicas de manejo, ambientais e climéaticas. Na Tabela 3, referente ao
grupo de animais negativos para os 16 sorovares de Leptospira spp testados,
apenas quatro animais soroconverteram no decorrer do estudo, um para o
sorovar Hardjo (Bovis), um para o sorovar Mini (CTG), e dois para o sorovar
Pyrogenes. O baixo numero de animais com soroconversao para um ou outro
sorovar, reflete também no adequado manejo zoosanitario da propriedade, pois
sendo os animais mantidos em sistema de free stall praticamente confinados
por longo periodo de tempo, as chances de transmissdo da infeccdo sao
maiores considerando-se a possibilidade do estado de portador renal,
principalmente no caso do sorovar hardjo (LANGONI et al., 2000).

De acordo com a Tabela 4, referente ao grupo de animais reagentes
para um ou mais sorovares de Leptospira spp, o mais frequente foi o Mini
(CTG) com 36,66% (11/30) animais reagentes, seguido pelos sorovares
Pyrogenes e Hardjo (Prajtno) com 23,33% cada um (7/30), os sorovares Hardjo
(Bovis) e Mini com 10% cada um (3/30) e os sorovares Icterohaemorrhagiae,
Wolffi e Hardjo com 3,33% (1/30). Esta variacdo na freqiéncia de sorovares
também foi obtida por Juliano et al. (2000), com maior frequéncia para o0s
sorovares Wolffi e Icterohaemorrhagiae. Genovez et al. (2006), por outro lado
detectaram um surto de leptospirose bovina pelo sorovar Canicola, e
Hesterberg et al. (2009), observaram uma maior prevaléncia para o sorovar
Pomona, na Africa do Sul. Estes resultados reforcam a importancia dos
estudos por meio de inquéritos soroepidemiolégicos para se conhecer a
participacéo dos diferentes sorovares, independente da espécie animal, apesar
do conceito de que ha determinados sorovares mais adaptados a determinadas
espécies (LANGONI, 1999). Caracteristicas locais como a participacdo de
outros reservatorios animais na cadeia epidemiolégica de transmissdo desta
enfermidade, pode estar também relacionada com os resultados sorolégicos.

Os titulos variaram entre 1:100 e 1:800, e alguns animais reagiram para

mais de um sorovar. Dentre 0s animais reagentes para mais de um sorovar
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observa-se que a maior frequéncia foi para o0s sorovares de um mesmo
sorogrupo, como os sorovares Hardjo, Wolffi, Hardjo (Prajtno) e Hardjo (Bovis)
gue pertencem ao sorogrupo Serjoe, e 0s sorovares Mini e Mini (CTG) que
pertencem ao sorogrupo Mini. Tal fato pode indicar resposta cruzada,
considerando-se 0 maior titulo como o sorovar responsavel pela infeccdo. Com
menor frequéncia observou-se que alguns animais apresentaram titulos de
anticorpos para sorovares pertencentes a sorogrupos diferentes e que
possivelmente estéo infectados por mais de um sorovar.

Resultados discrepantes entre as varias pesquisas podem ocorrer pela
dindmica dos sorovares que muda constantemente por influéncia de fatores
ambientais ligados ao manejo e movimentacdo dos animais, diferencas na
metodologia de estudo como ponto de corte, teste empregado e colecdo de
antigenos testados. Desta forma, enfatiza-se a importancia do estudo
sorologico face a problemas reprodutivos como nos casos de abortos, sub-
fertilidade e infertilidade, na propriedade para se conhecer qual ou quais
sorovares podem ser responsaveis pelo problema, orientando-se desta forma a
adocao de medidas de controle.

A producdo mensal de cada animal pode ser observada na Tabela 5,
com o valor absoluto (em litros) de cada animal durante os seis meses de
acompanhamento. A analise estatistica destes dados podem ser apreciados na
Tabela 6, onde verifica-se diferenca significativa entre as medianas de
producéo de leite segundo a presenca ou nao de anticorpos anti-Leptospira spp
dos dois grupos. A produtividade do grupo de animais positivos é inferior a dos
animais negativos, de acordo também com a Tabela 7 e Figura 1 pelo calculo
do desvio padrdo das medianas de producdo mensal com diferenca
significativa entre eles pelo teste t de Student. Esse achado esta de acordo
com as informacdes sobre a queda de produtividade leiteira descritas por
Andrews et al. (2004). Ressalta-se, entretanto, que a produtividade dos animais
do Grupo 2 mesmo sendo inferior a do Grupo 1, ela se encontra acima da
média de producéo nacional (EMBRAPA, 2000 e CARNEIRO et al., 2006), que
€ de aproximadamente 100 litros de leite/vaca/més.

Nos bovinos € comum existir uma relagdo equilibrada entre o agente

infeccioso e hospedeiro, que muitas vezes significa a ndo manifestacédo da
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doenca clinica, prevalecendo quadros subclinicos ou crénicos de leptospirose
(BADKE, 2001; ANDREWS et al., 2004). Deve se destacar o papel importante
dos sorovares Hardjo, Hardjo (Bovis) e Hardjo (Prajitno) como causadores de
mastites e sindrome da queda da producédo de leite (ANDREWS et al., 2004),
mesmo estes ndo sendo 0s mais frequentes no presente estudo.

A eficiéncia reprodutiva do rebanho pode ser analisada pelas referéncias
paramétricas apresentadas na Tabela 1. Destes parametros foram analisados o
intervalo entre partos, intervalo entre parto a concepc¢ao, taxa de mortalidade
geral do rebanho, servigos por concepcédo (Ultimo servigo), idade ao primeiro
parto, niumero de lactacdes e taxa de abortamentos e perdas embrionérias.
Outra variavel avaliada foi a retencdo placentaria, problema reprodutivo
relatado por alguns autores e relacionado a infeccdo por Leptospira spp
(JULIANO et al., 2000; FARIA et al., 2008).

Os dados referentes a eficiéncia reprodutiva do rebanho foram cruzados
com os resultados sorologicos para cada grupo. A idade ao primeiro parto e o
intervalo entre partos, sdo importantes medidas da eficiéncia reprodutiva de um
rebanho. Vacas boas produtoras de leite, com baixa idade ao primeiro parto e
reduzidos intervalos de partos produzem mais crias, com possibilidade de
maior producdo durante a vida, sendo mais lucrativas para os sistemas de
producdo de leite (BALL E PETERS, 2004, JAINDEEN e HAFEZ, 2004). Na
Tabela 8 pode-se observar a idade ao primeiro parto de cada animal, e a
Tabela 9 e Figura 2 indicam que a mediana nos dois grupos é de 23 meses,
ndo havendo correlacdo estatistica entre a idade ao primeiro parto e a
presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. Jaindeen e Hafez, (2004),
consideram normal uma média de 30 meses (24 a 36 meses), para esta
variavel estudada.

O intervalo entre partos pode oscilar entre as racas e linhagens de
animais, mas de forma geral os valores de referéncia normais variam de 12 e
13 meses (RADOSTITS et al., 2001). Na Tabela 10 podem ser apreciados 0s
valores do intervalo entre partos dos dois grupos, com mediana do grupo dos
animais negativos de 12 meses e do grupo de animais positivos de 14 meses,

valor superior ao do periodo considerado 6timo. Houve ainda uma diferenca
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estatistica significativa entre os dois grupos, pelo teste de Mann-Withney, de
acordo com a Tabela 11 e Figura 3.

Outro parametro utilizado para avaliar a eficiéncia reprodutiva dentro de
um rebanho é o intervalo entre parto até a concepc¢ao, que consiste no periodo
entre o Ultimo parto até o momento da proxima inseminacdo e geracdo de um
novo descendente. Esse periodo deve ser de aproximadamente 3 a 4 meses e
€ considerado como o principal determinante do intervalo entre partos (BALL e
PETERS, 2004). O valor por animal pode ser observado na Tabela 12, ndo
havendo correlacdo estatistica significativa entre esse parametro e a presenca
de anticorpos anti-Leptospira spp, de acordo com a Tabela 13 e Figura 4. A
despeito de ndo haver correlacao estatistica, nota-se um intervalo entre parto a
concepgcao menor no grupo de animais negativos em relacdo aos positivos,
estando dentro dos valores esperados para O primeiro e superior para O
segundo grupo.

A taxa de concepcao por servico, ou taxa de concepcéao por inseminacao
indica 0 numero de inseminacgdes que resultam em prenhez, e deve estar entre
1,7 e 2,2 (RADOSTITS et al., 2001). Na Tabela 14 encontram-se 0s numeros
absolutos de inseminagbes por vaca, resultando numa média de 2.8
inseminacdes/vaca no Grupo 1 e 3.2 inseminacdes/vaca no Grupo 2. Estes
valores se encontram acima dos indicados como ideais, entretanto, os valores
encontrados na propriedade sdo provavelmente melhores que média nacional
devido ao alto grau de tecnificacdo, e adequado manejo reprodutivo e sanitario
dos animais. Ao cruzar os dados de taxa de concepgao por servico com 0S
titulos para anticorpos anti-Leptospira spp ndo se observou correlacao
estatistica significativa como pode ser apreciado na Tabela 15 e Figura 5.

A idade dos animais (Tabela 16) variou de seis a dez anos no Grupo 1, e
de quatro a onze anos no Grupo 2. A Tabela 17 e a Figura 6 mostram a
diferenca significativa com relacdo a idade dos dois grupos e a presenca de
anticorpos anti-Leptospira spp, sendo o grupo dos animais positivos, mais
jovem (6 anos de idade) em relagdo ao grupo das vacas negativas (7 anos de
idade). Tal fato pode ser devido a menor produtividade dos animais
soropositivos que sdo repostos com uma maior frequéncia que o0s animais

negativos, que provavelmente tem maior producdo em periodos menores de
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tempo, pois os animais foram submetidos as mesmas condi¢bes ambientais e
de manejo. Outro dado que mostra correlacdo positiva, e que esta diretamente
ligado a idade dos animais € o numero de lactacbes (Tabela 18, Tabela 19 e
Figura 7). As vacas do Grupo 1 apresentaram uma mediana referente ao
namero de lactagcdes maior pois o grupo tem idade média maior.

Com relacao as perdas embrionéarias e abortamentos, apenas um animal
do grupo 2, o animal numero 1329 (Tabela 20), reagente para o sorovar mini
(CTG) abortou no oitavo més de gestacdo. Os abortamentos por Leptospira
spp podem acontecer em qualquer periodo da gestacdo, sendo mais comum
entre o terceiro e nono més. Na Tabela 22 observa-se a frequéncia absoluta e
relativa de animais que abortaram durante analisado e n&o se observou
correlagéo significativa com a presenca de anticorpos anti-Leptospira spp pelo
valor de P>0.05 (P=0.5657). O sorovar mais implicado na causa de
abortamentos é o sorovar hardjo (ANDREWS et al., 2004), porém o papel do
sorovar mini (CTG), como causador de abortamentos ndo € conhecido. A
necropsia do referido feto teria sido importante para a elucidacdo do
diagndstico, que pode ser concluido por meio de técnicas moleculares, exame
histopatolégico com coloracdo por sais de prata como Gomori e Levaditi, ou
ainda por imunoistoquimica. Contudo, isso nédo foi possivel por ndo terem
enviado o feto para a realizacdo do diagnostico etiolégico..

A ocorréncia desta afeccdo é estimada em 3,5 % em vacas primiparas e
24,4% ao nono parto. Cerca de 72% dos casos de retencdo ocorrem em
fémeas com 5 a 7 anos de idade. Os resultados referentes a retencao
placentaria podem ser apreciados na Tabela 21. Na Tabela 22 pode-se
observar uma frequéncia relativa de 46,2% para 0s animais negativos e 53,6%
para 0s animais sorologicamente positivos para leptospirose. Apesar da
freqiéncia de retencdo placentéria ser maior no grupo dos animais positivos,
ndo se verificou correlacdo estatistica significativa entre os dois grupos.
Peligrino et al. (2008), relatam que a retencdo de membranas fetais apds o
parto resulta da insuficiéncia das contracdes uterinas, que pode ocorrer devido
alguns fatores como estresse, falhas de manejo, doengas bacterianas, doencas
metabdlicas como hipocalcemia, cetose, deficiéncia de vitaminas A e E,

minerais como iodo e selénio, distensdo uterina excessiva, intoxicacoes,
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distarbios hormonais, hereditariedade, sexo do feto, brucelose, leptospirose,
rinotraqueite infecciosa bovina. A expulsdo placentéaria deve ocorrer até 12
horas pos parto ou abortamento, podendo tornar-se um problema econémico,
pois além de ser um fator predisponente para infec¢des uterinas, causa um
aumento do intervalo entre partos e concepc¢do, ocasionando prejuizo
significativo em funcéo das perdas produtivas e reprodutivas.

A taxa de mortalidade geral do rebanho € de 1.0% ao ano, o que esta de
acordo com Radostits et al. (2001), que preconizam que a taxa de mortalidade
de um rebanho n&o deve ultrapassar 5.0% ao ano. Esse parametro reforca a
exceléncia do rebanho em relacdo a realidade nacional, pois grande

contingente de propriedades rurais apresentam altas taxas de mortalidade.
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6. CONCLUSOES

Encontrou-se somente um animal sorologicamente positivo para
neosporose, fato que impossibilitou a formagcéo de dois, dos quatro grupos
experimentais previstos para se avaliar a provavel correlagdo entre as duas
enfermidades. Tal fato mostra a importancia do monitoramento dos animais da
propriedade, como agao de vigilancia, pois ha a iminéncia da soroconversao de
outros animais.

Os resultados sorolégicos para a infeccdo por Leptospira spp
demonstram a resposta a oito diferentes sorovares na propriedade. A baixa
taxa de soroconversao no grupo de animais sorologicamente negativos sugere
gue O manejo zooosanitario instituido é eficiente na prevencdo da
disseminacao da infeccéo

A infecgcé@o por Leptospira spp no rebanho causa diminuigdo nos niveis
de producéo no entanto esta ainda se encontra acima da média nacional.

Quanto ao impacto reprodutivo da einfeccdo nos animais, nota-se que
alguns dos parametros avaliados, como intervalo entre partos, idade dos
animais e numero de lactacdes estdo correlacionados estatisticamente com a
presenca de anticorpos anti-Leptospira spp. Quanto ao intervalo entre partos e
concepcao, idade ao primeiro parto, niamero de inseminacdes, perdas
embrionarias, abortamentos e retencdo de placenta apesar de ndo ocorrer
significancia estatistica entre os dois grupos, observa-se desempenho inferior
no grupo de animais positivos.

Pode-se concluir ainda, que de maneira geral, o impacto da leptospirose
nesse rebanho ndo € tdo expressivo, e a infeccdo se mantém de forma
assintomatica. O grande risco nesse caso é o aspecto de saude publica da
leptospirose para os trabalhadores que estdo em contato direto com o0s

animais.
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