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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo avaliar a prevaléncia de aglutininas anti-Leptospira e de
anticorpos anti-Neospora caninum em vacas lactantes, situadas em propriedades da
microrregido de Sete Lagoas, Minas Gerais no ano de 2010. De dezembro de 2009 a julho de
2010, foram coletadas 2.915 amostras de soros provenientes de 151 propriedades leiteiras
localizadas nos municipios de Aracai, Caetanopolis, Cachoeira da Prata, Cordisburgo, Fortuna
de Minas, Funilandia, Inhaima. Jequitiba, Prudente de Morais, Paraopeba e Sete Lagoas. A
técnica de soroaglutinagcdo microscopica foi utilizada para o exame de Leptospirose e um Kit
ELISA comercial para detecgdo de anticorpos anti-Neospora caninum. Todos os exames foram
realizados no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais. Foi encontrada uma prevaléncia de 20,7% (IC95% =
17,1 — 24,3%) nos animais e de 80,8% (IC 95% = 73,8 — 87,7%) em rebanho para aglutininas
anti-Leptospira. As sorovariedades mais prevalentes foram hardjo amostra Hardjoprajiitino,
19,4%, lagoa, 19,3%, bolivia 18,8% e hardjobovis 17,4%. As prevaléncias de anticorpos anti-
Neospora caninum, foram 21,9% (IC 95% = 18,9 — 24,9%) em nivel animal e de 98,5% (IC 95%
= 97,0 — 99,9%) em nivel de rebanho. As aglutininas anti-Leptospira e anticorpos anti-N.
caninum estao amplamente distribuidos nas propriedades da microrregido de Sete Lagoas,
Minas Gerais.

Palavras-chave: Bovino leiteiro, Leptospira, Neospora caninum, prevaléncia, Sete Lagoas.
ABSTRACT

This study had as objective to evaluate the prevalence of anti-Leptospira agglutinins and anti-
Neospora caninum antibodies in dairy cows, located in properties in the microregion of Sete
Lagoas, Minas Gerais, in the year 2010. From December 2009 to July 2010, we collected 2915
serum samples from 151 dairy farms in the municipalities of Aracai, Caetanopolis, Cachoeira da
Prata, Cordisburgo, Fortuna de Minas, Funilandia, Inhauma, Jequitiba, Prudente de Morais,
Paraopeba and Sete Lagoas. The technique used was the microscopic agglutination test for
leptospirosis and a commercial ELISA kit for anti-Neospora caninum antibodies detection. All
examines were performed at the Department of Preventive Veterinary Medicine, linked to the
School of Veterinary Medicine, at the Federal University of Minas Gerais. As a result, 20.7% (Cl
95% = 17.1 — 24.3%) at single animal level and 80.8% (Cl 95% = 73.8 — 87.7%) in herd level
were positive to anti-Leptospira agglutinins. The serum varieties most prevalent were hardjo
Hardjopraijiitino, 19.4%, lagoa, 19.3%, bolivia, 18.8% and hardjobovis 17.4%. The prevalence of
anti-Neospora caninum antibodies were 21.9% (Cl 95% = 18.9 — 24.9%,) at single animal level
and 98.5% (IC 95% = 97.0 — 99.9%) at herd level. The agglutinins anti-Leptospira antibodies
and anti-N. caninum are widely distributed in the properties of the microregion of Sete Lagoas,
Minas Gerais.

Keywords: Dairy cow, Leptospira, Neospora caninum, prevalence, Sete Lagoas.



1 - INTRODUGAO

A eficiéncia reprodutiva € uma das principais
contribuicbes para a viabilidade econémica
da cadeia produtiva leiteira (Wolf, 2003).
Fatores que afetam a reproducdo tém um
impacto importante para que propriedades
tenham condigdes de produzir animais
saudaveis, utilizando-os, como fonte de
renda ou de reposicdo de animais
descartados. A baixa eficiéncia reprodutiva
pode ocorrer por diversas causas, desde
simples erros de manejo nutricional ou
reprodutivo, até problemas sanitarios mais
graves.

Um estudo de prevaléncia é uma estratégia
de estudo epidemiolégico que se caracteriza
pela observagdo direta de determinada
quantidade de individuos em uma Unica
oportunidade. A prevaléncia de anticorpos
especificos pode ser muito importante para
avaliar a necessidade de promover
campanhas ou outras estratégias de
imunizacao em populagées.

A importancia da pecuaria de leite no
desempenho econbémico e na geragdo de
empregos no pais € incontestavel. Pode-se
citar o aumento da producdo brasileira
desde 1990 a 2009. 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
bilhdes de litros e exportou 22 mil toneladas
de produtos lacteos. A produgédo total de
leite no Brasil em 2009 foi de 29.112 bilhdes
de litros de leite, com mais de 21.900
milhdes de animais ordenhados. O valor real
bruto da producdo de leite em 2005 foi de
R$ 3,8 bilhdes, segundo o IBGE. As
exportagbes de lacteos em Minas Gerais
também vém crescendo. Em 2006 houve
US$ 66,4 milhdes em exportagdo, com
incremento de 74% em relacdo ao ano
anterior (Anuério Pecuéria Leiteira, 2007). O
estado de Minas Gerais se destaca como o
maior estado produtor de leite do Brasil,
com uma producdo superior a sete bilhdes
de litros, representando 26% da producao

brasileira. A microrregidao de Sete Lagoas,
composta por 20 municipios, é responsavel
pela producdo de mais de 73 milhdes de
litros de leite e mais de 36 mil vacas
ordenhadas, com uma produtividade
superior a 2.240 litros de leite por vaca ano,
situando-se entre uma das maiores
produtividades encontradas no Brasil
(Anuério Pecudria Leiteira, 2006).

Del Fava et al. (2007) assinalam que as
causas infecciosas representam 30% das
mortes embrionarias em rebanhos bovinos,
destacando-se o papel de doengas virais,
como rinotraqueite bovina (IBR) e diarreia

viral bovina (BVD), bacterianas
(leptospirose, brucelose, listeriose,
campilobacteriose, tricomonose,

estafilococose, colibacilose, dentre outras)
além da neosporose como protozoose. Em
regides endémicas, é dificil demonstrar o
impacto das infecgdes nos indices
reprodutivos dos rebanhos, pois existe um
equilibrio  biolégico entre hospedeiro e
agente infeccioso, sendo que este equilibrio
pode ser quebrado por diversos outros
fatores, ambientais e zootécnicos.

O sucesso no combate as doencas dos
animais esta estreitamente associado a
diferentes fatores, entre o0s quais se
destacam o conhecimento da epidemiologia
do agente etioldgico, sua distribuicao
espacial e temporal e sua frequéncia de
ocorréncia. A estratégia para tal acéo
depende do instrumental que se dispde para
a identificagdo dos individuos ou dos
rebanhos doentes. No caso de doengas
como a leptospirose e a neosporose, a
descoberta das fontes de infeccdo e,
consequentemente, dos rebanhos doentes
resulta numa operacao dispendiosa e dificil.

Em todo o Mundo, a Leptospira spp. € a
Neospora caninum sao dois agentes
associadas com perdas reprodutivas
(Moreira et al., 1979; Anderson et al., 2000;
Haddad et al., 2005; Grooms, 2006; Dubey
et al, 2007) e, devido a algumas
similaridades como a importancia destas
duas enfermidades na baixa eficiéncia
reprodutiva, a alta disseminagéo e causa de



substantivas perdas econOmicas, foi
realizado um estudo epidemiolégico das
duas doencas, concomitantemente, em
rebanhos leiteiros em uma microrregido de
Minas Gerais.

Este trabalho tem como objetivo, avaliar a
prevaléncia de aglutininas anti-Leptospira e
de anticorpos anti-Neospora caninum em
fémeas lactantes provenientes de rebanhos
leiteiros da microrregido de Sete Lagoas,
Minas Gerais — 2010.

2 - REVISAO DE LITERATURA
2.1 — Leptospirose

A salde animal é entendida como um
conjunto de condigbes que determinam as
caracteristicas produtivas dos rebanhos
inseridos em seu contexto histérico e
geografico. Varios sdo os problemas de
sanidade que interferem na produc¢édo e na
produtividade da pecuaria brasileira,
destacando-se o complexo da infec¢do por
Leptospiras (Moreira, 1994).

A leptospirose € uma zoonose bacteriana de
grande importancia econdmica para a
pecudria leiteira, causando em bovinos
abortamentos, natimortalidade, infertilidade
e queda da produgao leiteira. A doenga
ocorre em todo o mundo e é causada pela
infecdo de espiroquetas do género
Leptospira sp.. As leptospiras patogénicas
eram anteriormente classificadas como
membros da espécie Leptospira interrogans,
o género foi recentemente reorganizado e
as leptospiras sdo identificadas em 22
genomoespécies com cerca de mais de 200
sorovariedades de leptospira identificadas
em todo o mundo com base em antigenos
de superficie e testes genOmicos destes
microrganismos (Levett, 2001; Bolin, 2003).

Sua ocorréncia esta estreitamente vinculada
aos fatores ambientais, sendo
particularmente prevalentes em paises de
clima tropical e subtropical, se agravando
em periodos de altos indices pluviométricos,
entre novembro e marco no Brasil, devido a
grande capacidade de sobrevivéncia das
leptospiras em ambientes umidos.
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Temperatura, pH do solo, presenca de
animais silvestres, terrenos alagadicos e
condicdo dos animais sdo outros fatores
determinantes no  aparecimento  da
enfermidade (Faine et al., 2000).

Em bovinos a sorovariedade mais
comumente relatada como causadora de
infeccdo, em grande parte do mundo, é a
Hardjo.  Dois tipos  sorologicamente
indistinguiveis, mas geneticamente distintos
da sorovariedade Hardjo foram
identificados: Leptospira interrogans sorovar
Hardjo amostra Hardjoprajitno e L.
borgpetersenii sorovar Hardjo amostra
hardjo-bovis (Faine et al., 2000; Bolin,
2003).

A persisténcia do agente na natureza e o
elevado potencial de infecgdo séo
assegurados pela diversidade de
identidades sorolédgicas, pela multiplicidade
de espécies hospedeiras e pelo relativo
grau de sobrevivéncia das Leptospiras
patogénicas no ambiente. (Faine et al.,
2000)

A transmissdo da Leptospirose se da por
contato direto com a urina, sangue ou
tecidos de animais infectados e de modo
indireto pela &gua e/ou alimentos
contaminados. Animais em lactagdo podem
eliminar Leptospiras no leite na fase aguda
da doenca. As vias de penetracdo no
homem e animais sdo a pele lesada,
mucosas oral, nasal, ocular e genital
(Manual de controle da Leptospirose, 1989).

A infeccdo por Leptospira sp. 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 formagao
de anticorpos, e as leptospiras
desaparecem completamente da circulagédo
sanguinea devido a imunidade humoral. As
leptospiras remanescentes se abrigam nos
tibulos renais, iniciando assim a fase
cronica da infeccdo. Pela leptospirdria
grandes quantidades do agente séao
eliminadas no ambiente, especialmente nos
primeiros meses da infec¢cdo, sendo a
tendéncia a  diminuir  ou cessar



completamente. A leptospiruria causada
pelo sorovar Hardjo é mais prolongada que
as causadas por outras sorovariedades. A
infeccdo pela sorovariedade Hardjo,
sorogrupo Serjoe, é caracterizada por duas
sindromes, a primeira delas € a “sindrome
da queda do leite”, e a outra é caracterizada
por abortamentos ou nascimento de
bezerros fracos que morrem logo apds o
nascimento. A  sorovariedade Hardjo
também foi encontrada em trato genital
(Gtero e tubas uterinas) de fémeas vazias e
prenhes. A presenca do agente no trato
genito urinario sugere a possibilidade de
transmissao horizontal sexual da infeccéao
(Faine et al., 2000; Levett et al., 2001).

Nos animais de producdo, a leptospirose
esta principalmente relacionada aos
problemas reprodutivos, com queda da
produtividade dos rebanhos acometidos,
nascimento de animais  debilitados,
natimortos, além de custos com despesa de
assitencia veterinaria, vacinas e testes
diagnésticos (Vasconcellos et al., 1997;
Faine et al., 2000; Salles e Lilenbaum,
2006)

A protegdo especifica dos animais
susceptiveis € obtida com o uso de vacinas
inativadas que contenham as
sorovariedades de Leptospiras presentes na
regido, tendo em vista que a imunidade é
tipicamente  humoral e  diretamente
relacionada a sorovariedade (Salles e
Lilenbaum, 2006). Devido ao tempo e as
despesas envolvidas, a  vacinagao
obviamente é o método de controle de
escolha (Manual de Leptospiroses, 1995).
Moreira (1979) relatou que a vacinacao de
vacas gestantes assegura a transferéncia
de imunidade colostral para as crias que,
por sua vez, estardo imunes até os trés
meses de idade. Faine (1982) sugeriu que a
imunizacao deveria ser feita durante os dois
ultimos tercos da gestacdo e aconselhou a
vacinagdo um més antes da paricio,
principalmente em areas onde a infecgéo é
endémica. Novilhas de maes vacinadas
tardiamente ganham imunidade por alguns
meses, porém devem ser imunizadas com
trés a cinco meses de idade, visando
assegurar maior protecdo contra a doenca
(Faine et al., 2000).

2.2 — A Leptospirose no Brasil

No Brasil, o primeiro isolamento de
Leptospiras em bovinos foi efetuado por
Freitas et al. (1957), sendo classificado
como a sorovariedade pomona. Em 1961,
Santa Rosa et al., isolaram uma estirpe do
sorovar Icterohaemorragiae. Moreira (1994),
investigando um surto de Leptospirose em
bovinos leiteiros no estado de Minas Gerais,
isolou duas estirpes de Leptospiras cuja
identificagdo final foi para os sorovares
Hardjo (Hardjoprajitno) e Mini.

Alguns trabalhos produzidos no Brasil,
estudaram varios estados, como o trabalho
de Vasconcellos et al (1997) que
examinaram 2449 soros bovinos, de aptidao
leiteira e de corte, provenientes de 56
propriedades, distribuidas em seis estados
brasileiros: Parand, Mato Grosso do Sul, Rio
de Janeiro, Sdo Paulo, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul. Foram reagentes 1480
(60,4%) animais para pelo menos uma das
24 sorovariedades testadas de Leptospiras.
As sorovariedades predominantes foram:
hardjo (76,7%) e wolffi (5,3%).

Qutro trabalho que abrangeu varios estados
brasileiros foi o de Favero et al. (2001) que
avaliaram no periodo de 1984 a 1997,
31.325 soros de bovinos provenientes de
1.920 propriedades distribuidas em 540
municipios de 21 estados do Brasil. Os
resultados encontrados no estado de Minas
Gerais foram: 98% dos municipios positivos,
87,3% de propriedades positivas e 41,3%
(1.855/4.487) de animais reagentes, sendo
a sorovariedade hardjo a mais prevalente.

Jad na regido sudeste do Brasil, varios
trabalhos demonstraram a presengca da
infeccdo da Leptospirose em rebanhos
leiteiros, entre os quais podemos destacar:

Moreira et al. (1979) examinaram 3.727
bovinos do estado de Minas Gerais em
experimento delineado com amostragem
aleatéria e planejada para determinagédo da
prevaléncia de aglutininas anti-Leptospira e,
observaram 27,3% de animais positivos e
80% das propriedades positivas, 12,10% de
animais foram positivos para a variante
wolffi; 11,1% para a variante hardjo; 5,8%
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para a variante grippotyphosa; 5,1% para a
variante icterohaemorrhagiae e 2,2% para a
variante canicola.

Araujo et al. (2005) analisaram, através do
teste de microaglutinacao rapida, 39.012
soros sanguineos de bovinos provenientes
de 398 (47%) municipios de Minas Gerais
entre os anos de 1980 a 2002. As
sorovariedades mais frequentes foram:
hardjo (Norma), 23,7%, hardjo (OMS),
19,7%, hardjo (Hardjobovis), 13,8% e wolffi,
13,2%. Os resultados demonstraram a
relevancia da sorovariedade hardjo como
problema prioritario na Leptospirose em
bovinos em Minas Gerais.

Langoni et al. (2000) avaliaram 2761
amostras de soros sanglineos de bovinos
com aptidao para corte e para leite, com
idades entre seis meses e 10 anos,
oriundos de sete municipios do estado de
Sédo Paulo. As maiores freqUéncias
encontradas foram 32,1% para wolffi, 30,7%
para hardjo, 12,7% para pyrogenes e
11,81% para canicola. A prevaléncia animal
para aglutininas anti-Leptospira foi de 45,6%
(1258/2761).

Castro et al. (2008) determinaram a
soroprevaléncia da Leptospirose bovina em
fémeas de idade reprodutiva no estado de
S&o Paulo. Foram coletados soros de
fémeas com idade superior a 24 meses,
chegando a um total de 8.216 amostras
provenientes de 1.021  propriedades
distribuidas por todo o estado. De acordo
com os resultados, a soroprevaléncia foi de
49,4% entre os animais e 71,3% nas
propriedades. O sorovar hardjo (46%) e sua
associacdo com o sorovar wolffi (21%)
foram os mais prevalentes entre o total de
animais  reagentes, seguidos  pelos
sorovares shermani (8,9%), autumnalis
(4,4%) e grippotyphosa (3,9%).

Lilenbaum e Souza (2003) realizaram no
estado do Rio de Janeiro, trabalho com 379
soros bovinos, provenientes de 13 rebanhos
leiteiros de diferentes partes do estado,
encontrando reacdo de aglutinacdo em
46,9% dos animais, sendo novamente a
sorovariedade hardjo a sorovariedade mais
comumente relatada.
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Na regido nordeste do Brasil, podemos
destacar os seguintes trabalhos:

Tenério et al. (2005) no estado de
Pernambuco, realizaram pesquisa em 16
rebanhos leiteiros do estado, a fim de
conhecer a soroprevaléncia de Brucelose e
Leptospirose. Foram detectados 57,7% de
amostras positivas para o teste de SAM
(Soro Aglutinacdo Microscépica) entre os
animais e todos os rebanhos possuiam ao
menos um  animal  positivo  para
Leptospirose. A  sorovariedade  hardjo
esteve presente em 18,1% das amostras.

Em um trabalho de 2007, realizado na
microrregido da Parnaiba Piau, foram
analisados os soros de 1.975 animais
provenientes de 16 rebanhos de aptidao
leiteira, encontrando uma prevaléncia de
52,9%, sendo que todos os rebanhos
possuiam pelo menos um animal infectado.
As sorovariedades mais relatadas foram
hardjo e wolffi (Mineiro et al., 2007).

Lage et al. (2007) conduziram trabalho para
a identificagdo da prevaléncia de
Leptospirose bovina no estado da Paraiba.
O estado foi dividido em trés ecorregides,
sendo coletadas amostras de seis
municipios de cada ecorregido. As amostras
foram coletadas aleatoriamente, chegando a
um total de 2.343 soros bovinos com
prevaléncia animal de 32%, sendo as
sorovariedades hardjo e hardjobovis as mais
prevalentes.

Em um estudo realizado no estado da
Bahia, no ano de 2010, com 10.823 soros
de fémeas bovinas com idade igual ou
superior a 24 meses, provenientes de 1.414
propriedades, sorteadas dentro do estado,
chegou a prevaléncia animal de 45,2% e de
rebanho de 77,9%. As sorovariedades mais
predominantes na regido foi a hardjo,
seguida da wolffi (Oliveira et al., 2010).

Viana et al. (2010) realizaram trabalho na
Bacia leiteira do Caparad, estado da Babhia.
Foram escolhidas 55 propriedades de forma
aleatdria, entre marco de 2007 e marco de
2008. A partir do calculo de amostragem,
foram coletadas 330 amostras de soros
bovinos, analisadas através da técnica de



Soro aglutinagdo Microscopica (SAM). Foi
encontrada reacdo em 12,4% dos animais.
Os exames foram realizados no Laboratério
de Leptospirose da UFMG (Universidade
Federal de Minas Gerais). As
sorovariedades hardjobovis, bolivia, lagoa,
hardjo Norma e hardjo OMS foram as mais
soroprevalentes, respectivamente.

Dos trabalhos que abrangem a regiao Norte
e Nordeste, podemos destacar:

Aguiar et al. (2006) avaliaram em Rondonia
no ano de 2001, a prevaléncia de anticorpos
anti-Leptospira spp. em 2.109 vacas
provenientes de 86 rebanhos do municipio
de Monte Negro, estado de Rondénia,
Brasil. As amostras de soro sanguineo
foram avaliadas pelo Teste de Aglutinagao
Microscopica frente a 24 sorovares de
Leptospira. Titulos iguais a 1/100 para um
ou mais sorovares foram detectados em
1.114 vacas (52,8%) de 82 (95,3%)
rebanhos. A prevaléncia ajustada para o
municipio de Monte Negro foi de 53,9%
(.C.: 95% = 49-57%). Em rebanhos
leiteiros, foi encontrada uma prevaléncia
animal de 49,6%. As sorovariedades mais
prevalentes foram hardjo (14,5%), wolffi
(12,3%), shermani (10,8%), patoc (7,9%) e
hebdomadis (6,1%).

Em um trabalho realizado no ano de 2010
no estado de Goias utilizou-se 4.571
amostras de bovinos colhidas em 715
amostras de 231 dos 246 municipios. Foram
detectadas 62,2% de amostras positivas
para ao menos uma sorovariedades e uma
prevaléncia em rebanhos de 96%. Os
sorovares mais frequentes no trabalho
foram wolffi (14,5%) e hardjo (12,7%),
concluindo que a infecgcdo por Leptospira
spp. € endémica no estado de Goias
(Marques, 2010).

2.3 — Neosporose

Desde o relato inicial em 1984, em
cachorros na Noruega (Bjerkas et al., 1984)
e do isolamento e descrigdo de um novo
género e espécie denominada Neospora
caninum (Dubey et al., 1988), a Neosporose
tem emergido como uma das principais
doencas em rebanhos bovinos em todo o

mundo (Dubey et al., 2006; Haddad et al.,
2005).

O N. caninum é um protozodrio classificado
como um coccidio Apicomplexa da classe
Sporozoa, pertencente a familia
Sarcocystidae, com uma ampla gama de
hospedeiros. (Dubey et al, 1988; Dubey et
al, 2007). E uma doenga que acomete
principalmente c@es e bovinos, porém
ocasionalmente sdo relatados casos
envolvendo caprinos, ovinos, cavalos,
rinocerontes lhamas e alpacas (Dubey et al.,
2006). Sua ocorréncia é relatada em todo o
mundo (Wouda et al., 1998; Gondin et al.,
1999; Anderson, 2000; Melo et al., 2001;
Haddad et al., 2005; Minervino et al., 2008).

O protozodrio tem um ciclo de vida
heteroxeno. Caes (Canis familiaris) e
coiotes (Canis latrans) sao o0s Unicos
hospedeiros definitivos reconhecidos
(Mccallister et al, 1998; Gondin et al, 2004).
Os bovinos, e uma grande variedade de
animais, podem agir como hospedeiros
intermediarios. Existem trés estagios
infectantes do  parasito:  taquizoitos,
brasozoitos e esporozoitos. Taquizoitos e
bradizoitos ocorrem em tecidos de
hospedeiros, tanto intermediario quanto
definitivo, infectados, enquanto que os
esporozoitos estdo presentes em oocistos
que sao excretados pelas fezes dos
hospedeiros definitivos. O N. Caninum pode
infectar varios tipos celulares, incluindo,
neutréfilos, fibroblastos, neurénios, células
endoteliais, miofibras  esqueléticas e
miocardicas (Dubey et al., 2006; Dubey et
al., 2007).

O hospedeiro definitivo pode adquirir a
infecg@o pela ingestdo de tecidos contendo
os cistos. Esse hospedeiro ira excretar
oocistos na forma nao esporulada em suas
fezes, quando entdo ocorre a esporulagao,
e cada oocisto ird conter dois esporocistos,
cada um contendo quatro esporozoitos
(Haddad et al, 2005; Dubey et al., 2006)

A Neosporose € transmitida para bovinos
pelas vias horizontal e vertical e estas
desempenham um papel importante na
infecgdo e sdo vitais para a sobrevivéncia
do parasita. A ftransmissdo vertical ¢é
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responsavel pela disseminacao da infeccdo
de uma forma persistente, ocorrendo
durante a prenhez com uma transmissao
transplacentaria, sendo responsavel por até
95% das infecgdes. A transmissao
horizontal ocorre pela ingestao de oocistos
presentes na vida livre, geralmente através
do pasto e leite contaminados. Transmissao
pés-natal e transmissdo congénita sao
termos alternativos usados na literatura para
as vias de infeccao horizontal e vertical,
respectivamente (Dubey et al, 2006;
Haddad et al., 2005).

O abortamento é o Unico sintoma
apresentado pelas vacas, cuja infeccéo
esteja sendo expressa, o qual pode ser
observado em qualquer época da gestacao,
porém com mais frequéncia entre o quarto e
o sétimo més. Os fetos podem morrer no
utero, serem reabsorvidos, mumificados,

autolisados, ocorrer nascimento  de
natimortos ou nascerem animais
clinicamente saudaveis, porém

cronicamente infectados. Este quadro leva
as fémeas a permanecer infectadas por toda
a vida e podendo transmitir a infecgéo para
sua progénie em varias gestagoes
consecutivas ou intermitentemente, fazendo
com que a infecgdo por N. caninum se
espalhe pelo rebanho em um grande
namero de animais (Dubey e Lindsay,
1996).

Ainda segundo Dubey e Lindsay (1996), os
bezerros infectados podem ter sinais
neuroldgicos, baixo peso ao nascer e serem
incapazes de se levantar. Em alguns casos,
0s animais podem nascer sem nenhum sinal
clinico aparente sugestivo de Neosporose.

Mas, para o diagnéstico, varios fatores
devem ser levados em conta: faixa
gestacional compativel, condicdo de
autdlise do feto, presenca de lesdes
inflamatorias disseminadas, parasitas
detectados na técnica de imunohistoquimica
no feto, evidéncia soroldgica da infecgéo e a
auséncia de outras possiveis causas de
aborto, pois a presenca de Neospora pode
ser incidental (Anderson, 2000).

No diagnostico sorologico sao utilizadas as
técnicas de Imunofluorescéncia indireta
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(RIFI), ELISA e teste de aglutinagéo direta.
Geralmente  sdo  utilizados  isolados
cultivados “in vitro” para a preparagao dos
antigenos. O sorodiagnéstico serve para a
avaliacdo da exposicdo e do risco de
infecgéo do rebanho, e ndo para determinar
se uma vaca abortou por neosporose. Pode
ser utilizado, por exemplo, para comparagao
entre os titulos de vacas com histérico de
aborto com os das que nao abortaram, para
determinar se existe associagéo significativa
entre os titulos anti-Neospora caninum e o
aborto. O ponto de corte utilizado na RIFI
para o soro de bovinos adultos varia entre
os autores, sendo que titulos entre 1:200 e
1:640 sao indicativos de infeccdo por
Neospora caninum. Em soros fetais, a
titulacdo de 1:25 é considerada especifica
no diagnostico de neosporose. Portanto, a
presenca de anticorpos anti-Neospora
caninum em soros bovinos ndo confirma o
diagnéstico de neosporose, mas pode
auxiliar no esclarecimento da causa de
abortos em animais sorologicamente
negativos para outras enfermidades
abortivas como brucelose e leptospirose.
(Dubey et al., 2006; Dubey et al., 2007)

Dubey et al. (2007) citam alguns fatores que
aumentam o risco de Neosporose no
rebanho, tais como, idade dos animais,
presenca de canideos nas fazendas,
tamanho e densidade do rebanho e,
principalmente, praticas de biosseguranca
incorretas.

Medidas de controle para a Neosporose sao
feitas em duas condicbes. Em fazendas
livres da doenca, praticas rigidas de
biosseguranca devem ser tomadas, afim de
nao permitir a entrada de animais positivos
no rebanho. Ja em rebanhos positivos,
programas de controle sdo baseados na
diminui¢do da transmisséo vertical, retirando
do plantel animais soropositivos e,
diminuicdo da transmissdo horizontal,
realizando um controle dos animais a
procura de oocistos em fezes (Haddad et
al., 2005; Dubey et al., 2007).

2.4 — Neosporose no Brasil

Os primeiros relatos de infecgdo por N.
caninum no Brasil foram feitos em 1996, em



bovinos de corte e leite, com histérico de
aborto. (Brautigan et al.,, 1996; Gondin e
Sartor, 1997; Pituco et al., 1998).

Trabalho de 2003 realizou um grande
estudo em seis estados brasileiros. Para
determinar a ocorréncia de anticorpos anti-
N. caninum 802 amostras coletadas de
1996 a 2000, foram selecionadas
aleatoriamente de um banco de soros de
fémeas bovinas procedentes de rebanhos
de corte e de leite de seis estados
brasileiros: Mato Grosso do Sul (110), Minas
Gerais (162), Parana (90), Rio de Janeiro
(150), Rio Grande do Sul (140) e Sao Paulo
(150). A ocorréncia de animais soropositivos
nos seis estados foi de 23,6%, com
aumento nos bovinos acima de 24 meses.
Entretanto, parece nao haver diferengas
entre a idade média e a proporgéo de soros
reagentes. Dentre os estados, o Rio de
Janeiro apresentou a menor (14,7%) e
Minas Gerais a maior (29,0%) porcentagem
de soro reagentes (Ragozo et al., 2003).

Na regido sudeste do Brasil, varios
trabalhos foram desenvolvidos a fim de se
avaliar a infecgao por Neospora caninum na
regiao, entre os quais podemos destacar:

Pituco et al. (2001), no estado de Minas
Gerais, realizaram estudo de frequéncia de
anticorpos anti-Neospora caninum em 107
bovinos provenientes de fazendas de
aptiddo leiteira e de corte. A técnica
diagnoéstica utilizada foi o ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) e a
frequéncia a nivel animal reportada foi de
45%. E importante observar que foram
utilizados animais com histérico de
problemas reprodutivos, como aborto.

Em estudo realizado no estado de Minas
Gerais foram analisadas pela técnica de
ELISA 584 amostras bovinas de fémeas
lactantes, provenientes de 18 rebanhos
leiteiros em 14 diferentes municipios do
estado. Foi encontrada uma prevaléncia de
18,6% dos animais, sendo que 27 das 28
propriedades possuiam ao menos um
animal positivo no rebanho (Melo et al,
2001).

Sartor et al. (2003) realizaram no municipio
de Avaré, SP, estudo de deteccdo de
anticorpos anti-Neospora caninum em 521
soros bovinos de rebanhos leiteiros. Foram
utilizadas duas técnicas diagnésticas, RIFI e
ELISA. O resultado para o RIFI foi de 16%,
ja para ELISA encontrou-se 30% de animais
reagentes. Os autores citam que o ELISA é
mais especifico e sensivel do que o RIFI,
além de ser de mais facil realizagéo.

Sartor et al. (2005), realizaram levantamento
de anticorpos anti-N. caninum na regido de
Presidente Prudente-SP, testando soro de
408 bovinos de propriedades leiteiras da
regido. Foi relatada uma prevaléncia de
35% nos animais. Todas as fazendas
testadas possuiam ao menos um animal
doente.

Santos et al. (2009), conduziram estudo na
regido de Lavras-MG, coletando um total de
534 amostras de  soros  bovinos
provenientes de 18 propriedades leiteiras da
regido. A prevaléncia animal encontrada foi
47% e todos os 18 rebanhos possuiam ao
menos um animal positivo.

A regido Sul do Brasil possui uma
expressiva pecuaria leiteira, e dentre os
trabalhos que estudaram a prevaléncia de
N. caninum na regido, podemos destacar:

Em 2002, um estudo em rebanhos leiteiros
do Rio Grande do Sul utilizou amostras de
223 animais, provenientes de cinco
rebanhos leiteiros onde a Neosporose ainda
ndo tinha sido diagnosticada. Foi
encontrada uma prevaléncia de 11,2% dos
animais através da técnica de RIFI
(Imunofluorescéncia Indireta), sendo que em
todas as cinco propriedades foram
encontradas animais positivos (Corbellini et
al., 2002).

Guimaraes et al. (2004) coletaram amostras
de 623 fémeas de bovinos, provenientes de
23 rebanhos leiteiros do estado do Parana.
Através de exames pela técnica de RIFI, foi
encontrada uma prevaléncia de 14,3%, em
nivel animal, e 21 das 23 fazendas
possuiam ao menos um animal positivo.
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Corbelline et al. (2006), realizaram estudo
no estado do Rio Grande do Sul para avaliar
a prevaléncia de Neospora caninum e seus
fatores de risco. Foram coletadas 1549
amostras provenientes de 60 rebanhos
leiteiros. A prevaléncia encontrada foi de
17,8% entre os animais e de 93,3% nos
rebanhos. A técnica diagnoéstica utilizada foi
a RIFI.

Dentre os trabalhos realizados nas regides
Norte, Nordeste, podem destacar:

Gondim et al. (1999) realizaram o primeiro
estudo de soroprevaléncia no Brasil. O
estudo foi realizado no estado da Bahia, e
foram coletadas amostras de 447 animais
provenientes de 14 rebanhos leiteiros. Por
volta de 80% das amostras coletadas eram
provenientes de vacas em lactagdo e
selecionadas aleatoriamente dentro das
fazendas. Como resultado, chegou-se a
prevaléncia de 14,1% dos animais e, 13 das
14 propriedades possuiam ao menos um
animal positivo no rebanho.

Aguiar et al. (2006), realizaram estudo de
prevaléncia da Neosporose no estado do
Amazonas. Foram  coletadas 2.109
amostras provenientes de 86 rebanhos
bovinos de corte e de leite. A técnica
utilizada foi a RIFI, e a prevaléncia animal
encontrada foi de 10,7% e de rebanho foi de
72%.

Trabalho de Teixeira et al. (2010),
pesquisaram a frequéncia de anticorpos
anti-Neospora caninum em soros de bovinos
leiteiros provenientes de sete municipios do
estado do Maranh&o. Foi utilizada a técnica
de RIFI para diagnéstico de animais
positivos. Foram coletadas 812 amostras de
soros bovinos, chegando a uma frequéncia
de 50,74% animais positivos.

A regido Centro Oeste do Brasil possui uma
expressiva pecuaria bovina, e dentre os
trabalhos que estudaram a N. caninum
podemos citar:

Melo et al. (2006), estudaram a prevaléncia

de anticorpos anti-Neospora caninum em
bovinos provenientes de 21 fazendas das
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microrregides de Anapolis e Goiania-GO,
sendo 11 rebanhos leiteiros, nove de corte e
um  misto. Anticorpos  anti-Neospora
caninum foram detectados em 30% dos
soros, € em todas as fazendas foram
encontradas pelo menos um animal
infectado.

Oshiro et al. (2007), realizaram trabalho
para estimar a prevaléncia de Neosporose
no estado de Mato Grosso do Sul. Foram
analisados soros bovinos de fémeas de
idade superior a 24 meses através da
técnica de RIFI. Um total de 2.488 amostras
bovinas foi coletado em 205 rebanhos. A
prevaléncia encontrada foi de 15% em nivel
animal e de 70% de rebanhos.

Minervino et al. (2008), em estudo para
deteccdo de anticorpos contra Neospora
caninum, no estado do Para, coletaram
soros provenientes de 160 animais de 16
fazendas de corte e de leite. Foi encontrada
uma prevaléncia animal de 18,7% e em
nivel de rebanho de 80%

Benetti et al. (2009), realizaram trabalho no
estado do Mato Grosso, sendo coletadas
932 amostras de soros  bovinos
provenientes de 24 propriedades. Foi
relatada uma frequéncia de 53% de animais
positivos e todas as 24 fazendas
apresentaram ao menos um animal positivo.

Sartor et al. (1999), ao utilizarem técnicas
diferentes nas mesmas amostras de soros,
observaram em 521 fémeas bovinas do
estado de Sao Paulo, valores de 16,3%
quando analisadas pela Reagdo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e de
30,1% pelo Ensaio Imuno Enzimatico
(ELISA). Também em amostras de soro
bovino, Guimaraes Junior (2003) comparou
a RIFl e o ELISA, encontrando valores de
prevaléncia de 215% e  54,5%
respectivamente, para bovinos leiteiros do
estado do Parana. Estes estudos
demonstram a grande diferenca entre as
Sensibilidades e Especificidades
encontradas nas técnicas de RIFI e ELISA.



3 — MATERIAL E METODOS

3.1 — Area de estudo e definicio da
amostra

Para a definicdo do tamanho amostral foram
utilizadas 1.446 propriedades produtoras de
leite presentes em onze municipios da
Microrregido de Sete Lagoas (Minas Gerais)
como universo amostral. O numero de
propriedades por municipio variou de 26 em
Cachoeira da Prata a 287 em Cordisburgo
(Tabela 1). Como prevaléncia esperada nos
rebanhos, utilizamos o valor de 70%, ja que

tratamos de duas enfermidades muito
difundidas, ndo s6 no Brasil como em todo o
mundo (Haddad et al, 2005). O erro
maximo esperado foi de 10%, ou seja,
valores esperados para a prevaléncia foram
de 77% a 63%. O nivel de confianca
definido para o estudo foi de 95%.
Utilizando o médulo StatCalc do Epilnfo
6.04d (Dean et al, 1994), foi calculado o
namero minimo de rebanhos necessarios
para a estimativa de prevaléncia, sendo o
namero minimo de 148 rebanhos, tendo
sido amostrados, realmente, 151
propriedades.

Tabela 1 — Municipios da Microrregido de Sete Lagoas, utilizados no estudo, com nimero de
rebanhos leiteiros, vacas ordenhadas, producéo de leite e produtividade — IBGE 2006.

Municipios Numero de Vacas I__eite (mil Prpdutividade
Rebanhos ordenhadas litros/ano) (litros/vaca)
Aracai 48 928 1.119 1,206
Cachoeira da Prata 26 856 1.452 1,696
Caetandpolis 43 1.433 1.704 1,189
Cordisburgo 287 6.619 11.183 1,690
Fortuna de Minas 96 1.949 4.027 2,066
Funilandia 92 3.192 5.074 1,590
Inhaiima 79 4.840 14.384 2,972
Jequitiba 259 3.535 9.976 2,822
Paraopeba 198 7.938 11.629 1,465
Prudente de Morais 38 1.370 2.929 2,138
Sete Lagoas 280 4.050 9.618 2,375
TOTAL 1.446 36,710 73,095 1,928
O numero médio de vacas por propriedade e Como substituicao, obtivemos a

foi de 25,4. O numero de vacas que foram
amostradas por propriedades foi definido
por 20 animais. Algumas razdes para este
valor sao:

e Utilizamos como forma de diagnéstico
das duas doencas, dois testes considerados
de referéncia, microaglutinagdo para
Leptospirose e ELISA para Neosporose,
ficando dificil a obtencdo de um valor de
sensibilidade e especificidade conjunta para
estes testes (Haddad et al., 2005).

sensibilidade e especificidade de rebanho
utilizando a sensibilidade e especificidade
de 99%, considerando que nao exista um
teste diagndstico perfeito. Os valores
utiizados no programa Herdacc 3.0®
(Herdacc, 1995) foram sensibilidade 0,99;
especificidade 0,99; tamanho da populagéo
25; prevaléncia animal esperada de 15%; e
ponto de corte 1. Obtivemos uma
sensibilidade de rebanho de 98,7% e
especificidade de rebanho de 100% com
uma amostragem de 20 animais, a partir da
tabela gerada pelo programa Herdacc 3.0®.
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Figura 1 — Microrregido de Sete Lagoas e seus municipios.

3.2 — Coletas das amostras, aplicacédo do
questionario e marcacao geografica.

As 2915 amostras de soro de vacas
lactantes foram coletadas no periodo de
Novembro de 2009 a Julho de 2010. A
coleta venosa foi realizada através de tubos
a vacuo para a retirada de,
aproximadamente, 9mL de sangue das
vacas. O material foi acondicionado e
refrigerado em campo e, posteriormente,
centrifugado no laboratério de Leptospirose
da Escola de Veterinaria da UFMG, e o soro
transferido para um microtubo de 1,5ml
identificado e congelado a -20°C para
posterior analise.

18

Foi aplicado um questionario
semiestruturado aos responsaveis por cada
fazenda, através de entrevista pessoal.
Foram abordadas questbes de tocante
econdmico das propriedades, manejo de
animais, dados zootécnicos individuais de
cada animal e praticas de biosseguranca.

A marcacdo da posicdo geogréafica foi
realizada através de um aparelho de
Sistema de Posicionamento Global (GPS), e
seu ponto foi armazenado dentro do proprio
questionario da fazenda.



3.3 — Diagnéstico Sorolégico
3.3.1 — Leptospirose

O método diagnostico utilizado foi a Soro
aglutinacdo Microscopica (SAM), exame
recomendado pela Organizacdo Mundial de
Saude (Magalhdes, 2005), a partir da
técnica descrita por Cole et al. (1973)
modificado por Herrmann et al. (2004).

A técnica de SAM consiste em reagir 25 pl
do soro do animal, este diluido na razédo de
1:100, com igual volume de uma suspenséo
de antigenos, incubados em temperatura de
25 a 30°C por duas horas.

As leituras das reacdes foram feitas na
microplaca de poliestireno, com microscopio

Axiolab®, dentro do Laboratério de
Leptospirose, utilizando a técnica descrita
por Galton (1962) citado por Magalhaes
(2005).

O soro foi considerado positivo quando
ocorreram no minimo 50% de aglutinagédo
com titulo igual ou superior a 1:100. Todos
0s soros positivos foram diluidos até a
diluicdo que ainda contivesse reagdo de
aglutinacao para se avaliar sua titulagéo.

Foram utilizadas oito sorovariedades de
Leptospiras no trabalho, sendo estas as
mais comumente encontradas na regiao
(Moreira et al., 1979; Araujo et al., 2005). A
Tabela 2 demonstra as sorovariedades
utilizadas no trabalho e as amostras de
referéncia.

Tabela 2 — Sorovariedades utilizadas no teste SAM.

Sorogrupo Sorovariedade Amostra de Referéncia

Serjoe hardjo Hardjoprajiitino
hardjobovis Sponcelee
hardjo Hardjoprajiitino Norma
wolffi 3705

Pomona pomona Pomona

Grippotyphosa grippotyphosa Moska V

- - Bolivia

- - Lagoa

3.3.2 — Neosporose

Para o diagnostico de Neospora caninum,
foi utilizado um kit ELISA indireto comercial
da marca Herdcheck®, (IDEXX Laboratories,
Inc., EUA). Os testes foram realizados de
acordo com as recomendacgdes contidas no
manual do fabricante. A leitura foi realizada
em uma leitora automatica em filtro de 650
nm. O resultado do teste é uma expressao
numérica, denominada Razao S/P, baseada
em um soro positivo, um soro negativo e o
soro testado. Os resultados S/P maiores ou
iguais a 0,5 sdo considerados amostras
positivas; e os resultados S/P menores que
0,5 sdo considerados negativos. Este
mesmo  teste, ELISA, possui uma

sensibilidade relatada de 98% e
especificidade de 92% (Wouda et al., 1998).

3.4 — Analise estatistica

As prevaléncias em nivel de rebanho e em
nivel dos animais foram estimadas para
ambas as doengas, utilizando formas de
definir o peso especifico de cada unidade
amostral (Dargatz e Hill, 1996; Dohoo et al.,
2003), através do pacote estatistico
STATA® versdao 11 para geracdo destas
prevaléncias.

A analise espacial foi verificada utilizando o
programa SaTSacan® (http://www.satscan.
org) com objetivo de identificagcdo de
“clusters” de doencas. Para isso, utilizamos
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o modelo de Bernoulli, aonde verificamos
um conglomerado puramente espacial tanto
para altas taxas, como para baixas taxas
(Kulldorff, 1997). O programa Terraview®
versdo 3.5.0 (Terraview, 2005) foi utilizado
para a confecgdo dos mapas.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — Microrregiao de Sete Lagoas

A Microrregido de Sete Lagoas foi escolhida
para ser a regido onde este projeto se
desenvolveu devido a presenca de uma
expressiva pecuaria leiteira e, também, pela
proximidade de Belo Horizonte. A regido é
composta de 20 municipios com 4.951
rebanhos leiteiros, tendo um efetivo de

0 0.0002 0 UJOCH

Quilémetros

316.443 bovinos, sendo que 3.390
propriedades, consideradas leiteiras,
produzem 126 milhdes de litros de leite por
ano oriundo de 72.929 vacas ordenhadas
(Anuério Pecuéria Leiteira, 2006), com
média anual de 1.727 litros por vaca.

No periodo de novembro de 2009 a julho de
2010, foram coletadas amostras em 11
municipios, sendo um total de 2.915
amostras provenientes de 151 fazendas
localizadas nos municipios de: Aragai,
Caetandpolis,  Cachoeira da  Prata,

Cordisburgo, Fortuna de Minas, Funilandia,
Inhadma. Jequitibd, Prudente de Morais,
Paraopeba e Sete Lagoas. A Figura 2
demostra a disposicdo espacial dos
municipios.

e de Morais

Figura 2 — Municipios participantes do estudo na microrregido de Sete Lagoas.
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* Posiclo geografica de cada propriedade
coletada.

0.0004 0.0006

Quilémetros

Figura 3 — Posicdo geografica de cada propriedade coletada.

A presenga de fazendas coletadas fora dos
municipios, como demonstrada na Figura 3,
de estudo pode ser explicada pelo fato do
produtor possuir inscricdo no IMA (Instituto
Mineiro de Agropecuéria), informando que
sua propriedade fica em um determinado
municipio, porém geograficamente, esta
fazenda encontra-se fora deste, ja que néao
€ realizado um controle de posicdo
geografica da fazenda.

4.2 — Prevaléncia animal de aglutininas
anti-Leptospira

Nas 151 propriedades  amostradas,
obtivemos 2.915 amostras de soro bovino,
chegando a wuma média de 19,3
animais/propriedade. Cada amostra foi
submetida ao exame de deteccdo de
aglutininas anti-Leptospira, pela técnica de
SAM. Foi encontrada uma prevaléncia de
20,7% (IC 95%, 17,1-24,3%) nas amostras,
conforme demonstrada na Figura 4
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PrevalBnecia animal de aglutininas anti-
leptospira IC (P5%) = 17,14 - 24, 32%

0% 4% 8% 12% 16% 20% 24% 28%

Figura 4 — Prevaléncia animal de aglutininas anti-Leptospira, em soros bovinos, na microrregiao

de Sete Lagoas, MG — 2010.

Este percentual foi menor que os
encontrados por Favero et al. (2001),
Lilenbaun e Souza (2003) e Tendrio et al.
(2005), 41,3%, 469% e 57,7%
respectivamente, porém estes trabalhos
utiizaram animais com histérico de
problemas reprodutivos ou as amostras
foram selecionadas a partir de banco de
soros de animais que deram entrada para o
exame de Leptospirose por terem suspeita
clinica. Este fato acaba introduzindo um viés
no resultado, pois 0 numero de animais
positivos tende a ser maior.

Trabalho de Moreira et al. (1979) no estado
de Minas Gerais e Viana et al. (2010) na
Bahia, encontram resultados bem proximo
ao presente estudo, 27% e 13% de
amostras positivas, respectivamente Ja
Favero et al. (2001), também em Minas
Gerais, encontrou 41,3% de animais
reagentes.

Os trabalhos de Vasconcellos et al. (1997),
Langoni et al. (2000), Aguiar et al. (2006),
Mineiro et al. (2007), Lage et al. (2007) e
Castro et al. (2008), utilizando técnicas de
amostragem aleatérias, acabaram por
encontrar percentuais de prevaléncia animal
maiores que o presente estudo, devido as
caracteristicas individuais de cada regido
estudada nestes trabalhos. Podemos
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observar que a prevaléncia a nivel animal
para Leptospirose varia muito para cada
regiao, sendo necessario observar
caracteristicas destas, tais como: indice
pluviométrico, formas de  producéo,
densidade animal, meios de prevencdo e
controle da doenga.

As sorovariedades mais prevalentes nas
amostras sanguineas foram lagoa (19,3%),
hardjo amostra Hardjoprajiitino (19,4%),
bolivia (18,8%), hardjobovis (17,4%), hardjo
amostra Norma (17,4%) e wolffi (11,3%),
conforme demonstrada na Tabela 3. As
sorovariedades pomona e grippotiphosa
tiveram percentuais muito baixos,
provavelmente por serem resultados de
reagOes cruzadas.

Tanto a sorovariedade bolivia quanto a
lagoa, foram isoladas pelo DMVP
(Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva), da Universidade Federal de
Minas Gerais, e seu sequenciamento
genético esta em processo de realizagéo,
sendo suspeitado de se tratar da
sorovariedade hardjobovis. Trabalho de
Vaiana et al. (2010), utilizou as
sorovariedades bolivia e lagoa, encontrando
resultados bem préximos ao presente
estudo.



Tabela 3 - Prevaléncia de sorovariedades nas amostras positivas para aglutininas anti-
leptospirose em rebanho leiteiro da microrregido de Sete Lagoas — MG, 2010.

Sorovariedades Amostras Positivos Prevaléncia
Analisadas %
hardjobovis 2915 562 17,4
Hardjo  amostra 2915 590 19,4
Hardjoprajiitino
hardjo amostra 2915 546 17,4
Norma
bolivia * 2915 601 18,8
lagoa* 2915 610 19,3
pomona 2915 003 0,006
wolffi 2915 371 11,2
grippotyphosa 2915 016 10,01

*- Amostras isoladas no DMVP — UFMG.

A grande predominancia de reagdes para a
sorovariedade hardjo em levantamentos
realizados na populagdo bovina, Moreira et
al. (1979), Ellis (1994), Vasconcellos et al.
(1997), Favero et al. (2001), Araljo et al.

(2010) e Viana et al (2010) e as
encontradas no presente estudo, confirmam
a importancia da espécie bovina na
manutencdo da sorovariedade no meio
ambiente, assim como ja afirmado por Faine

(2005), Tenorio et al. (2005), Aguiar et al. (2000) e Grooms (2006). A Figura 5
(2006), Mineiro et al. (2007), Lage et al. demonstra a distribuicdo das
(2007), Oliveira et al. (2009), Marques et al. sorovariedades.
hardjo OMS
Lagoa
wv T
Q Bolivia
T
m - .
E hardjobovis
E hardjo Norma
E 1
] woif | |
grippotiphosa
pomona

0% 1% 2% 3% 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10% 11% 12% 13% 14% 15% 16% 17% 18% 19% 20% 21% 22% 23% 24%

Porcentagens de bovinos positivos

Figura 5 — Prevaléncia das sorovariedades testadas nos soros bovinos na microrregidao de Sete

Lagoas, MG- 2010.
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A titulacdo encontrada para os animais
positivos indica qual a sorovariedade mais
provavel como causadora da doenca, além
do grau de infeccdo no animal. Podemos
entdo associar os dados da Figura 5 e da
Tabela 4, aonde as sorovariedades hardjo
sd0 as mais prevalentes e com as maiores
titulagdes Altas titulagcdes indicam que esta
sorovariedade estd presente no rebanho
(Favero et al., 2001) e causando a doenca.

Titulagdes baixas pode ser fruto de reacdes
cruzadas, uma resposta vacinal ou animais
infectados, porém, ndo doentes. Cita-se na
literatura um grande numero de reacgdes
cruzadas entre as sorovariedades hardjo,
entre si, e wolffi (Vasconcellos et al., 1997;
Favero et al, 2001; Araujo et al., 2005). A
Tabela 4 demonstra a distribuicdo das
titulagdes entre as amostras positivas para
cada sorovariedade.

Tabela 4 — Distribuicdo da titulacdo das amostras positivas para o exame de SAM para

aglutininas anti-Leptospira.

Sorovar
Titulo

1:100 1:200 1:400 1:800 1:1600 1:3200 1:6400
hardjobovis 67,0% 13,8% 9,1% 6,5% 2,7% 0,5% 0,4%
hardjo (Norma) 70,8% 17,6% 6,7% 3,1% 1,3% 0,5% -
hardjo amostra  73,1% 14,2% 8,1% 3,8% 0,5% - 0,2%
Hardjoprajiitino
bolivia 60,1% 16,4% 12,2% 5,4% 2,9% 2,8% 0,2%
lagoa 58,2% 23,8% 10,5% 4,2% 3,3% - -
wolffi 87,0% 6,8% 5,5% 0,4% 0,3% - -
grippotiphosa 84,0% - 16,0% - - - -
pomona 100% - - - - -

Pode ser observado na Tabela 4 que as
maiores titulagdes sdo encontradas para as
sorovariedades hardjo e hardjobovis,
confirmando sua importancia para a doenca,
sendo necessario que vacinas utilizadas na
populagéo bovina da regido possuam esses
sorovares.

4.3 — Prevaléncia em nivel de rebanho
para aglutininas anti-Leptospira

Os resultados em nivel de rebanho
demonstram uma grande dispersdo da
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infeccdo por Leptospira na regidao. Foi
encontrada uma prevaléncia de 80,7% (IC
95% = 73,8-87,7%), como ilustra a Figura 6.
A analise espacial utilizando modelo de
Bernoulli (Kulldorff, 1997), ndo detectou
nenhum conglomerado na regiao,
reforcando ainda mais a tese de que a
distribuicdo da doenga é difusa por toda a
microrregido de Sete Lagoas-MG, nao
sendo encontrado nenhum local com nivel
de ocorréncia da doenga maior ou menor do
que o esperado.



Prevaléncia de rebanho para aglutininas anti-
leptospira IC (95%) = 73,83 - 87,72%

50% 55% 60% 65% 70% 75% 80% 85% 90% 95% 100%

Figura 6 — Prevaléncia de rebanho para aglutininas anti-Leptospira em soros bovinos na

microrregido de Sete Lagoas.

A prevaléncia de rebanho encontrada no
presente estudo € bastante similar com as
prevaléncias citadas na literatura. Moreira et
al. (1979) em rebanhos do estado de Minas
Gerais, chegou aos mesmos 80%. Faveiro
et al. (2001), também em Minas Gerais,
encontrou um percentual de 87,3% das
propriedades positivas, confirmando a
endemicidade da Leptospirose pelo estado
de Minas Gerais.

QOutros trabalhos, em diversos estados do
Brasil, também encontraram resultados
bastante semelhantes. Podemos citar os

trabalhos de Aguiar et al. (2006) no estado
do Amazonas, com 95% de rebanhos
positivos, Mineiro et al. (2007) na Parnaiba
Pl, com 100%, Castro et al. (2008) no
estado de Séo Paulo, encontrando 71,3%
de rebanhos positivos, Oliveira et al. (2009)
com 77,9%, Marques et al. (2010), 96% e
Viana et al. (2010) chegando a prevaléncia
de rebanho de 78%.

A Figura 7 demonstra a posi¢cao geografica
das fazendas com rebanho positivo e
negativo para aglutininas anti-leptospira.
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LEGENDA
. » Fazenda Negativa

» Fazenda Positiva

Metros

Figura 7 — Posicao geogréafica das fazendas positivas e negativas para aglutininas anti-
Leptospira na microrregiao de Sete Lagoas — MG, 2010.

4.4 — Prevaléncia animal para anticorpos relatadas na literatura. Das 2.915 amostras
anti-Neospora caninum coletadas e testadas, foi encontra uma

prevaléncia para anticorpos anti-Neospora
O Quadro 1 sintetiza algumas frequéncias caninum de 21,9% (IC 95% = 18,9% -
de anticorpos anti_Neospora caninum 24,9‘%)), conforme demonstrada na F|gUra 8.
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Prevaléncia animal de anticorpos contra
Neospora caninum IC (95%) = 18,96 - 24,92%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%

Figura 8 — Prevaléncia de anticorpos anti-Neospora caninum em soros de bovinos leiteiros na

microrregido de Sete Lagoas, MG —2010.

Resultados similares sdo reportados por
Gondim et al. (1999), Sartor et al. (1999),
Melo et al. (2001), Corbelinni et al. (2002),
Guimaraes Jr. et al. (2003), Sartor et al.
(2003), Guimaraes Jr. et al. (2004), Sartor et
al. (2005) e Corbellini et al. (2006). Todos
estes trabalhos foram realizados em
populagbes de bovinos leiteiros. Dubey et al.
(2006) citam que a transmissao vertical do
parasita contribui, significantemente, para a
persisténcia da infeccdo do N. caninum, ja
que este é passado de geragdo em geragao.
A alta presenca de cées nas propriedades
leiteiras é outro fator que pode estar
associada a alta prevaléncia, assim como as
praticas de biosseguranga incorretas, alta
densidade animal nas propriedades, erros
de manejo sanitario e falta de controle
diagnostico, tanto pelo desconhecimento do
proprietdrio, quanto do  profissional
veterinario responsavel pelos animais
(Dubey et al., 2007).

No estado de Minas Gerais, Ragozo et al.
(2003) reportou resultados similares, 29%
de animais positivos, porém em
propriedades de aptidao leiteira e de carne.
Pituco et al. (2001) e Santos et al. (2009)
relataram prevaléncias acima do encontrado
no presente estudo, 45% e 47%,
respectivamente. Ja no estado Mato
Grosso, o resultado encontrado foi de 53%
(Benetti et al, 2009) e no Maranhdo o
resultado foi de 50% (Teixeira et al., 2010).
Ja o trabalho de Melo et al. (2001), utilizou

apenas animais de propriedades leiteiras,
usando a mesma técnica diagndstica, o
ELISA, tendo encontrado uma prevaléncia
de 18,66%, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo.

Os trabalhos de Melo et al. (2006) em
Goias, Aguiar et al. (2006) no Amazonas,
Oshiro et al. (2007) no estado do Mato
Grosso do Sul e Minervino et al. (2008) no
Para, demonstram resultados muito proximo
ao presente estudo, porém estes utilizaram
animais de aptidao leiteira e de corte como
unidades amostrais.

4.5 - Prevaléncia de rebanho para
anticorpos anti-Neospora caninum.

Das 151 propriedades amostradas, tivemos
uma prevaléncia de 98,5% (IC 95%= 97,0 —
99,9%) quando utilizamos como fazendas
positivas, a presenca de pelo menos um
animal positivo por fazenda, porém este
mesmo teste  ELISA  possui uma
sensibilidade relatada de 98% e
especificidade de 92% (Wouda et al., 1998).
Uma especificidade de 92% pode nos levar
a alguns resultados FALSOS POSITIVOS.
Por esta razdo, foram realizados trés
calculos de prevaléncia: o primeiro com pelo
menos um animal positivo por fazenda, o
segundo com pelo menos dois animais
positivos por fazenda e, por fim, o terceiro
com pelo menos trés animais positivos por
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fazenda. Por se tratar de um trabalho com
duas doencas estudadas, como marco
amostral, foi utilizado a sensibilidade e
especificidade de 99%, resultando nas
sensibilidades e especificidades de rebanho
de 98,7% e 100%, respectivamente. No
entanto, quando se trata especificamente da
neospora e, levando-se em conta o valor de
especificidade relatada do Kit ELISA de

92%, verifica-se uma queda na sensibilidade
e especificidade de rebanho nos cenarios
utilizando um e dois animais positivos no
rebanho. No cenario com trés animais
positivos, a especificidade de rebanho,
chega a 100%. Os resultados estédo
demonstrados na Tabela 5. Todas as
prevaléncias estdo demonstradas na Figura
10.

Tabela 5 — Ajuste de numero de animais positivos por fazenda, para que esta seja considerada
como fazenda positiva para anticorpos anti-N. caninum em rebanhos leiteiros da microrregidao

de Sete Lagoas - MG — 2010.

Condicao / fazenda

Prevaléncia

Um animal positivo
Dois animais positivos
Trés animais positivos

98,5% (IC 95% = 97,0 — 99,9%)
91,3% (IC 95% = 86,6 — 96,1%)
74,1% (IC 95 = 66,4 — 81,9%)

As trés prevaléncias calculadas sao
similares a todos os resultados reportados
na literatura, conforme pode ser observado
no Quadro 1, indicando que a Neosporose
esta presente em todo o territorio brasileiro
e com um fator mais agravante, em altas
prevaléncias entre os rebanhos.

A Figura 9 demonstra a distribuicao do
ndmero de animais positivos por fazenda. E
observada uma absoluta maioria de
fazendas com cinco ou mais animais
positivos em seu rebanho, confirmando a
alta frequéncia de animais doentes nos
rebanhos leiteiros.

40
|

Percentual
20 30
|

10

o T T

NUmero de animais postivos por fazenda

Figura 9 — Percentual de nimero de animais positivos para anticorpos anti-Neospora caninum

por propriedade.
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Quadro 1 — Resumo de algumas frequéncias para infeccao por Neospora caninum no Brasil.

Local Aptidao Técnica Frequéncia Referéncia
Animal / Rebanho
Bahia Leite RIFI 14,1% / 92% Gondin et al., (1999)
Sao Paulo Leite ELISA / RIFI ELISA - 30% Sartor et al., (1999)
RIFI - 16,3%
Minas Gerais Leite / Carne ELISA 45% / - Pituco et al., (2001)
Minas Gerais Leite ELISA 18,6% / 96% Melo et al., (2001)
Rio Grande do Leite RIFI 11,2% / 100% Corbellini et al., (2002)
Sul
Parana Leite ELISA / RIFI ELISA — 54,5% Guimardes Junior et al.,
RIFI — 21,6% (2003)
Avaré, SP Leite ELISA / RIFI ELISA — 30% Sartor et al., (2003)
RIFI —16%
Minas Gerais Leite / Carne RIFI 29% / - Ragozo et al., (2003)
Parana Leite RIFI 14,3% / 91% Guimaréaes Jr. et al., (2004)
Séo Paulo Leite ELISA 35% / 100% Sartor et al., (2005)
Goias Leite / Carne RIFI 30% / 100% Melo et al., (2006)
Rio Grande do Leite RIFI 17,8% / 93% Corbellini et al., (2006)
Sul
Amazonas Leite / Carne RIFI 10,4% / 72% Aguiar et al., (2006)
Mato Grosso Leite / Carne RIFI 15% / 70% Oshiro et al., (2007)
do Sul
Para Leite / Carne RIFI 18,7% / 81,2% Minervino et al., (2008)
Mato Grosso Leite RIFI 53% / 100% Benetti et al., (2009)
Lavras-MG Leite RIFI 47% / 100% Santos et al., (2009)
Maranhao Leite RIFI 50% / - Teixeira et al., (2010)

A Figura 10 demonstra as 3 prevaléncias encontradas no estudo para os 3 diferentes pontos de
cortes adotados devido a Sensibilidade e Especificidade do exame ELISA.

Prevaléncia 3*

Prevaléncia 2*

Prevaléncia 1*

Prevaléncia de rebanho em 3 diferentes pontos de corte

—

q

0%

10% 20%

30% 20%

50% 60%

70% 80% 90% 100%

* nimero minimo de animais positivos na fazenda, para que a propriedade seja considerada positiva.

Figura 10 — Prevaléncia de rebanho para anticorpos anti-N. caninum, com 3 diferentes pontos

de corte.
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A analise espacial utilizando modelo de
Bernoulli (Kulldorff, 1997), detectou apenas
um cluster na regido para taxas baixas.
Nesta regido, o numero de fazendas
positivas, quando o numero minimo de
animais positivos para a fazenda ser
considerada positiva foi dois, ficou abaixo

do numero esperado (p-value: 0,022). Nos
cenarios com um animal positivo por
fazenda e com trés animais positivos, nao
foi apontado nenhum cluster. A Figura 11
demonstra a posicdo geografica das
fazendas deste cluster.

Legenda
* Farendas com rebanho negativo, apontadas no cluster.

0.4 0.6

Figura 11- Posicdo geografica das fazendas negativas para anticorpos anti-N. caninum

apontadas no cluster.

4.6 - Resumo dos resultados

encontrados

A Tabela 6 sintetiza todos os resultados
encontrados no presente estudo, com as
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prevaléncias em nivel animal e de rebanho
para aglutininas anti-Leptospira e anticorpos
anti-N. caninum em rebanhos leiteiros de
municipios na microrregido de Sete Lagoas,
MG- 2010.



Tabela 6 - Resumo das prevaléncias encontradas para aglutininas anti-Leptospira e para
anticorpos anti - N. caninum e bovinos leiteiros na microrregido de Sete Lagoas — MG, 2010.

Aglutininas anti-Leptospira Prevaléncia
Animal 20,7%
Rebanho 81,7%
Anticorpos anti-Neospora caninum Prevaléncia
Animal 21,9%
Rebanho
1 animal positivo 98,5%

2 animais positivos 91,3%
3 animais positivos 74,1%

5 — CONCLUSOES

A prevaléncia animal para aglutininas anti-
leptospira foi de 20,7% (IC95% = 17,1 —
24,3%), sendo as sorovariedades hardjo
amostra Norma, lagoa, bolivia, hardjobovis e
hardjo amostra Hardjoprajjitino, as mais
prevalentes. A prevaléncia de rebanho para
aglutininas anti-leptospira foi de 80,8% (IC
95% = 73,8 — 87,7%), confirmando a alta
distribuicdo da doenca pelo rebanho da
regiao.

A prevaléncia animal para anticorpos anti-
Neospora caninum foi de 21,9% (IC 95% =
18,9 — 24,9%). A prevaléncia de rebanho foi
ajustada devido a uma sensibilidade de 99%
e especificidade de 92% do teste ELISA,
tendo, entdo, trés prevaléncias: a primeira
utilizando um animal positivo por fazenda, a
segunda utilizando no minimo dois animais
e a terceira, trés animais. Tais prevaléncias
foram, respectivamente, de: 98,5% (IC 95%
= 97,0 — 99,9%), 91,3% (IC 95% = 86,6 —
96,0%) e 74% (IC 95% = 66,3 — 81,9%).

A andlise espacial apontou um cluster para
taxas baixas para fazendas positivas para
anticorpos anti-N. caninum, ao norte do
municipio de Paraopeba, sendo assim,
obtivemos um numero de fazendas positivas
abaixo do valor esperado.

A partir dos resultados obtidos, pode-se
concluir que na microrregido de Sete
Lagoas - Minas Gerais sdo endémicas tanto
a Leptospirose quanto a Neosporose,

possuindo altas prevaléncias tanto em nivel
animal quanto em nivel de rebanho.

6 — CONSIDERACOES FINAIS

Devemos ressaltar que este trabalho faz
parte de um grande projeto, financiado pelo
Edital CNPg/MAPA/DAS N 064/2008, onde
além da prevaléncia destas duas doengas,
ainda sera realizado um estudo sobre os
fatores de risco e custos para as doengas.

O projeto foi realizado com uma estrutura
bem delimitada. Todas as amostras foram
coletadas aleatoriamente, assim como a
escolha das fazendas. Estas caracteristicas
do estudo sdo de importante relevancia ao
se analisar o resultado final do projeto. Por
toda a natureza epidemiol6gica do estudo, o
trabalho € inédito no Brasil.

Agradecemos o apoio do CNPQ (Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico), INCT (Instituto Nacional de
Ciéncias e Tecnologias), IMA (Instituto
Mineiro de  Agropecuaria), para o0
desenvolvimento e financiamento deste
projeto.
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