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Resumo. A neosporose é considerada uma das principais doengas causadoras de aborto,
gerando falhas reprodutivas no rebanho bovino. O presente estudo objetivou determinar a
presenca de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos de rebanhos leiteiros oriundos da
microrregido de Patos de Minas, Minas Gerais, bem como, determinar os fatores de risco.
Foram coletadas 110 amostras de soro sanguineo, provenientes de 10 propriedades rurais
distintas, sendo amostrados 11 bovinos/propriedade com diagndstico fundamentado na
sorologia por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). A analise estatistica empregada
foi descritiva, por meio de frequéncias absoluta e relativa, utilizando-se um teste néo
paramétrico Odds Ratio para duas amostras independentes para determinagdo de fatores de
risco, considerando um nivel de significancia de 5%, com selecéo de possiveis fatores de risco
pela aplicacdo de um questionario epidemiolégico. Determinou-se uma ocorréncia de 28,2%
(31/110). Vacas avaliadas que exibiram histdrico de aborto apresentaram 12,7 vezes mais
chances de serem soro reagentes para Neospora caninum (P < 0,0001). Feto abortado ndo
observado (P = 0,0028) e bovinos mesticos (P = 0,038) também foram considerados fatores de
risco para a doenga. Por se tratar de uma doenca reprodutiva impactante na bovinocultura
brasileira, com relevante ocorréncia detectada (28,18%) na microrregido de Patos de Minas,
atenta-se para a necessidade de realizacdo de levantamentos epidemiolégicos que visem
identificar animais soro reagentes e possiveis fatores de risco, para se estabelecer medidas de
profilaxia e controle da neosporose.

Palavras chave: bovinocultura, doencas reprodutivas, neosporose

Detection of anti-Neospora caninum antibodies in dairy cattle in the
microregion of Patos de Minas, Minas Gerais

Abstract. Neosporosis is considered one of the main diseases causing abortion, generating
reproductive failures in the cattle herd. Present study aimed to determine the presence of anti-
Neospora caninum antibodies in cattle from dairy herds from the Patos de Minas microregion,
Minas Gerais (MG), as well as to determine risk factors. A total of 110 blood serum samples
were collected from 10 distinct rural properties, and 11 cattle/property with diagnosis based on
serology by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) were sampled. The statistical
analysis used was descriptive, using absolute and relative frequencies, using a nonparametric
Odds Ratio test for two independent samples to determine risk factors, considering a
significance level of 5%, with selection of possible risk factors by employment an
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epidemiological questionnaire. Occurrence of 28.18% (31/110) was determined. Evaluated
cows that exhibited a history of abortion were 12.66 times more likely to be serum reagents for
Neospora caninum (p<0.0001). Unobserved aborted fetus (P = 0.0028) and crossbred cattle (P
=0.038) were also considered risk factors for the disease. Due to treat of a reproductive disease
that has an impact on Brazilian cattle, with a relevant occurrence detected (28.2%) in the
microregion of Patos de Minas, MG, attention is made to the need for epidemiological surveys
aimed at identifying sero-reactive animals and possible risk factors, in order to establish
measures of prophylaxis and control of neosporosis.

Keywords: bovine culture, reproductive diseases, neosporosis

Deteccidn de anticuerpos anti-Neospora caninum en ganado lechero
en la microrregion de Patos de Minas, Minas Gerais

Resumen. La neosporosis es considerada una de las principales enfermedades que causan
el aborto, generando fallas reproductivas en el rebafio de ganado bovino. El presente
estudio tenia como objetivo determinar la presencia de anticuerpos anti-Neospora caninum
en bovinos de rebafios lecheros oriundos de la microrregion patos de Minas, Minas Gerais,
asi como determinar los factores de riesgo. Se recogieron un total de 110 muestras de suero
sanguineo de 10 propiedades rurales distintas, y se muestrearon 11 bovinos/propiedades
con diagndstico basado en serologia por Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). El
analisis estadistico utilizado fue descriptivo, utilizando frecuencias absolutas y relativas,
utilizando una prueba de relacion de probabilidades no paramétrica para dos muestras
independientes para determinar los factores de riesgo, teniendo en cuenta un nivel de
significancia del 5%, con la seleccidn de posibles factores de riesgo mediante la aplicacion
de un cuestionario epidemioldgico. Se determiné una casuistica del 28,2% (31/110). Las
vacas evaluadas que mostraban antecedentes de aborto tenian 12,7 veces mas
probabilidades de ser serorreactivos para Neospora caninum (P < 0.0001). El feto abortado
no observado (p-0,0028) y el ganado cruzado (P=0,038) también se consideraron factores
de riesgo para la enfermedad. Porque es una enfermedad reproductiva que tiene un impacto
en el ganado bovino brasilefio, con una casuistica relevante detectada (28,18%) en la micro
region de Patos de Minas, se presta atencion a la necesidad de realizar estudios
epidemioldgicos destinados a identificar animales seroreactivos y posibles factores de
riesgo, con el fin de establecer medidas de profilaxis y control de la neosporosis.

Palabras clave: ganaderia, enfermedades reproductivas, neosporosis

Introducéo

Na bovinocultura leiteira mundial a neosporose é considerada uma das principais doencas causadoras
de aborto, gerando falhas produtivas e reprodutivas no rebanho (Innes et al., 2002). Segundo Mendes et
al. (2009) e Vogel et al. (2006)é uma parasitose ocorrente no estado de Minas Gerais, como apontam
estudos realizados no municipio de Uberaba (Guedes et al., 2008; Orlando et al., 2013; Varandas et al.,
2001), no sul do estado, os quais relataram a distribuicdo da doenca nas respectivas regides, ocasionando
perdas econdmicas relevantes.

A Neosporose é uma parasitose causada pelo agente Neospora caninum (N. caninum). Trata-se de
um protozoario intracelular obrigatdrio, que acomete hospedeiros intermediarios (bovinos, ovinos,
caprinos, equinos, felinos, cervideos e bubalinos) e definitivos, representados pelos canideos, com
destaque para o cdo doméstico, no ambiente rural (Megid et al., 2016).

Os hospedeiros intermediarios, por sua vez, se infectam por meio da transmissao horizontal, pela
ingestdo dos oocistos esporulados pelos canideos, via fomites, alimento contaminado, restos fetais ou
ingestéo de cistos teciduais (Snak & Osaki, 2019) ou pela transmisséo vertical (D. S. Santos et al., 2011).
Margarido et al. (2008) afirmam em seu estudo que, além dos taquizoitos atingirem o feto, podem
ocasionar necrose do placentoma, e eventualmente, pode atingir a glandula mamaria, e ser eliminado
pelo leite. Hein et al. (2012) sugerem que 0s animais uma vez infectados, podem manter o parasita no
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rebanho durante geragdes, por meio da transmisséo vertical, ndo apresentando manifestagdes clinicas
aparentes e se mantendo como portadores disseminadores do patogeno.

As manifestacfes clinicas comumente observadas nos bovinos sdo queda de rendimento da produgéo
leiteira (média de 4% de reducdo, conforme relatado por Sousa (2004), aborto, morte embrionéria,
mumificacdo fetal, repeticdo de cio, fetos autolisados, natimortos, nascimento de animais vivos clinicamente
normais gque posteriormente morrem e, nascimento de bezerros apresentando encefalite, paralisias, ataxias
motoras, ma formac@es, pneumonite e miocardite (Cerqueira-Cézar et al., 2017; Sousa, 2004). O aborto é
descrito na literatura (Andreotti, 2001; Cerqueira-Cézar et al., 2017; Sousa, 2004) com a principal
manifestacdo reprodutiva, sendo mais ocorrente em vacas primiparas. Devido ao polimorfismo clinico
apresentado na neosporose, doengas como brucelose, diarreia viral bovina, rinotragqueite infecciosa bovina e
leptospirose deverao fazer parte da diferenciacdo diagndstica (Sousa, 2004).

O diagnostico da neosporose bovina fundamenta-se em informacg®es clinicas epidemioldgicas sendo
confirmado por exames laboratoriais, 0s quais se baseiam na deteccdo do agente etiolégico ou na
presenca de anticorpos especificos contra o agente. Dentre 0s exames empregados estdo a
imunofluorescéncia indireta (RIFI), o ensaio de imuno absorcéo enzimatica (ELISA) e o teste direto de
anti-globulina (TAD) (Cardoso et al., 2008; D. P. G. Melo et al., 2006; Parra et al., 2008; Porto et al.,
2018). As amostras de eleicdo na coleta sdo placenta, liquidos fetais, cérebro, coragdo e figado e para
animais adultos, utiliza-se a pesquisa de anticorpos especificos do sangue, leite, colostro, fluidos
vaginais e saliva (Cadore et al., 2009; Parra et al., 2008; S. P. Silva et al., 2013).

Devido a neosporose na espécie bovina apresentar manifestacdes clinicas inespecificas e perdas
produtivas significativas, torna-se desafiador e fundamental a identificagcdo de animais soro reagentes
em levantamentos epidemiolégicos, a fim de se evitar e controlar a doenca.

Dessa forma, objetivou-se determinar a presenca de anticorpos anti-Neospora caninum em bovinos
de rebanhos leiteiros oriundos da microrregido de Patos de Minas, Minas Gerais (MG), bem como,
determinar os de fatores de risco nas propriedades avaliadas.

Material e métodos

Este estudo foi conduzido conforme os principios éticos de experimentacdo animal e mediante a
submisso e aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro Universitario de
Patos de Minas (UNIPAM), sendo aprovado com o nimero do protocolo 04/17, ap0s prévia autorizacéo
dos proprietarios.

Local do estudo

O Alto Paranaiba é uma das dez regides de planejamento do estado de Minas Gerais, sendo
constituida por 36 municipios. A mesorregido Tridngulo Mineiro-Alto Paranaiba lidera a producéo de
leite no Brasil sendo considerada uma bacia leiteira, com uma producéo estimada de 1569 milhdes de
litros de leite/ano (Siqueira & Zoccal, 2012).

A Regido do Alto Paranaiba (Figura 1) é composta por trés microrregides, que compreendem Patos de
Minas, Patrocinio e Araxa. Nesse estudo foram avaliados 0s animais presentes na microrregido de Patos de
Minas, que compreende em si dez municipios, sendo eles: Arapua, Carmo do Paranaiba, Guimarania, Lagoa
Formosa, Matutina, Patos de Minas, Rio Paranaiba, Santa Rosa da Serra, Sdo Gotardo e Tiros.
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Figura 1. Localizagdo da regido do Alto Paranaiba, formada pelas microrregides de Patos de
Minas, Patrocinio e Araxa, no mapa de Minas Gerais. Fonte: Wikipedia (2020).
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Delineamento do estudo e calculo amostral

Foi realizado um estudo epidemiol6gico observacional transversal prospectivo, no periodo de abril
a dezembro de 2017, na microrregido de Patos de Minas, MG.

Para o dimensionamento amostral considerou-se uma prevaléncia esperada de 29% de anticorpos
contra N. caninum, a qual foi encontrada em um estudo prévio (Ragozo et al., 2003) em rebanhos de
bovinos pertencentes ao estado de Minas Gerais, Brasil. Utilizou-se um intervalo de confianca de 95%
e erro estimado de 0,05, estimando uma populacdo de vacas leiteiras e resultando numa amostra de 317
vacas, como descrito no projeto por Thrusfield (2004) para estabelecer um estudo epidemioldgico na
regido do Alto Paranaiba, a qual composta por trés microrregides (microrregido de Patos de Minas,
Araxd e Patrocinio), resultando cerca de 106 animais por microrregido. O dimensionamento amostral
foi executado no software estatistico SigmaStat® (Windows, verséo 3.5.1, Chicago, IL, USA).

A microrregido de Patos de Minas é constituida por dez municipios (Figura 1), sendo amostrados 11
bovinos/propriedade, uma fazenda de cada municipio na microrregido de Patos de Minas, MG,
perfazendo uma amostra de 110 animais.

A selecdo das propriedades ocorreu por sorteio probabilistico blindado nos municipios que
pertenciam a microrregido de Patos de Minas, conforme um estudo de georreferenciamento (Dittrich et
al., 2008) que analisaram a distribuicdo espacial da producdo de leite e quantidade de das vacas
ordenhadas por microrregides, no estado de MG, para que a amostra fosse representativa da
microrregido de Patos de Minas.

Caracterizacdo da populacdo e critérios de selecao

As coletas foram feitas exclusivamente em bovinos leiteiros da microrregido de Patos de Minas, MG,
em propriedades previamente selecionadas baseado no cadastro no Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA, 2017). Foram inclusas fémeas adultas da espécie bovina, com idade maior ou igual a 24 meses,
destinadas a producédo leiteira, independente do padrdo racial, em diferentes fases e numeros de
lactacOes, independentemente do tipo de ordenha, do manejo nutricional e sanitario, criadas sob regime
intensivo, semi-intensivo ou extensivo.

Propriedades que ndo possuiam registros dos animais, quanto aos fatores de risco estudados como
histérico reprodutivo, identificacdo dos animais e desautorizacéo do responsavel durante o procedimento de
colheita foi retirada do estudo e substituida, em busca da manutencéo do n amostral calculado.

Questionario epidemioldgico

Um inquérito epidemiologico foi realizado com a aplicacdo de uma ficha cadastral e um questionario,
a fim de se avaliar os fatores de risco inerentes a ocorréncia de animais soro reagentes.

Foram investigados aspectos relacionados a localizagcdo da propriedade, idade, raga, historico
produtivo (tipo de ordenha e queda na producdo leiteira), reprodutivo (presenca de aborto: sim, ndo,
raramente; época do aborto: terco inicial, médio ou final da gestagdo; aspecto do feto abortado: normal
ou necrosado; presenca de prolapso uterino, retencéo de placenta e descarga vaginal), esquema vacinal
e de vermifugacdo do animal, manejo higiénico sanitario (assisténcia veterinaria, estado nutricional,
presenca de instalacBes alagadicas, manuseio de fetos e destino das vacas que abortaram), ambiente,
presenca coabitantes, presenca de animais silvestres e ocorréncia de casos de neosporose.

Coleta e processamento do material

Para a realizacdo do exame soroldgico foram colhidos 10 mL de sangue, por meio da venopuncéo da
veia coccigea, com seringas de 10 mL e agulhas 25x8 estéreis, apds antissepsia com alcool utilizando-
se tubos a vacuo, devidamente identificados, sob contencdo fisica dos animais em estacdo no brete. As
amostras foram acondicionadas em tubos sem anticoagulantes para a extragdo do soro, mantidas
cuidadosamente refrigeradas imediatamente ap6s a colheita, em caixa isotérmica com gelo reciclavel e
encaminhadas ao laboratério de Patologia Clinica do Centro Clinico Veterindrio, UNIPAM,
centrifugadas por cinco minutos a 3000 rpm, aliquotadas em tubos de polietileno de fundo conico, e
armazenadas a -20° C até o processamento no laboratdrio de Bioquimica, UNIPAM.
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A determinagé&o de anticorpos contra N. caninum foi realizada utilizando um kit comercial (Neospora
X2 Ab Test, IDEXX, sensibilidade 100%, especificidade 99,2%), pelo método Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) previamente validado para o uso em bovinos (Dittrich et al., 2008) que
utiliza anticorpos especificos para N. caninum, sendo as amostras processadas em duplicatas.

Andlise estatistica

Para célculo da frequéncia foi dividido o nimero de animais soro reagentes pelo nimero de animais
amostrados, utilizou-se anélise estatistica descritiva por meio de frequéncias absoluta e relativa. Para
andlise e determinacdo dos fatores de risco utilizou-se um teste ndo paramétrico Odds Ratio, para duas
amostras independentes, considerando um nivel de significancia de 5%. O programa utilizado para a
analise estatistica foi o Graphpad versdo 5.0 para Windows (San Diego, California, USA).

Resultados e discussao

Ao se analisar as 110 amostras de soro sanguineo, 31 apresentaram-se reagentes, determinando
assim, uma ocorréncia de 28,18%. Esse resultado corrobora com levantamentos soroepidemiol6gicos
de vacas leiteiras no Brasil, em que, a média de prevaléncia encontrada foi de 30% (Chiebao, 2010;
Melo et al., 2006; Mineo et al., 2010; Moura et al., 2012; Orlando et al., 2013; Oshiro et al., 2007;
Piagentini, 2003; Santos et al., 2009; Silva et al., 2008; Sousa et al., 2012; Teixeira et al., 2010).

Vacas avaliadas que exibiram historico de aborto apresentaram 12,66 vezes mais chances de serem
soro reagentes para Neospora caninum (Tabela 1).

Tal fato pode ser explicado por ser considerada uma das principais doengas de cunho reprodutivo na
bovinocultura leiteira mundial causadora de aborto, gerando falhas reprodutivas no rebanho (Innes et
al., 2002; Margarido et al., 2008; Meqid et al., 2016). Sousa (2004) descreveu a enfermidade causada
pelo N. caninum causadora de aborto em bovinos em momentos néo fisiol6gicos e perdas, como a
mortalidade de embriBes, a perda produtiva de leite, o nascimento de bezerros com anormalidades
congeénitas e perdas zootécnicas no desenvolvimento dos nascidos. O aborto é descrito na literatura
(Andreotti, 2001) como sendo mais frequente na primeira gestacdo quando comparado as seguintes,
entretanto, outros fatores também podem se tornar relevantes, como a presenca de outras doencas, 0
estresse e o tempo da infeccdo instalada.

Os animais soro reagentes que apresentaram aborto em algum estagio de sua vida produtiva (83%)
apresentaram o mesmo de forma distribuida, sendo no primeiro tergo 7,7%, na metade da gestacdo
23,1% e no terco final 65%. Estes dados quando comparados com Dubey et al. (2002), Guy et al. (2001)
e Williams et al. (2000) sugerem que talvez, os animais acometidos podem apresentar outras doencas
reprodutivas. Uma vez que no ultimo trimestre de gestacao o feto € mais imunocompetente e o feto pode
nascer normalmente, porém com a infecgdo adquirida congénita.

Os animais reagentes que ndo apresentaram aborto (17,0%) podem, entretanto, ter tido em algum
momento de sua vida contato com o agente, ou até mesmo serem infectados congenitamente, uma vez
que, vacas com exposicao prévia ao agente sd0 menos propensas a abortar que vacas primoinfectadas
(McAllister et al., 1998). Entretanto, caso estes animais sejam primoinfectados, os mesmos podem ter
tido uma perda embrionaria no inicio da gestacdo ndo diagnosticada.

As variaveis assisténcia veterinaria, retencao de placenta, presenca de prolapso, destino do feto abortado,
tipo de instalag&o e escore de condicdo corporal ndo foram significantes (P > 0,05) como fatores de risco. As
varidveis presenca de cdes e animais silvestres, vermifugacao e vacinacdo ndo foram avaliadas, pois todos os
animais das propriedades avaliadas apresentavam, independentes se eram reagentes.

Silva et al. (2008) citam que o sistema de criacdo interfere nos achados sorolégicos, sendo que em
criacBes extensivas (36,7%) possuem maiores indices de animais positivos do que criagdes intensivas
(11,1%), entretanto, Melo (2001) relataram n&o haver diferenca significativa, em Minas Gerais. No
presente estudo, em que foram analisados animais provenientes de dois tipos de criagdo, semi-intensivo
(animais em piquetes) e intensivo (animais em copost barn), identificou-se 21% de animais positivos
dentre os mantidos em compost barn e 31,2% de animais mantidos em sistemas de piquete, sugerindo
assim, maior risco de infeccao.
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Tabela 1. Distribuicdo das fémeas bovinas reagentes conforme os fatores de risco avaliados, na microrregido de Patos de
Minas, MG, 2017.

Variaveis Fémeas Bovinas
Oor* Ic 95% P
Total Regentes  Frequéncia (%)
Idade (anos)
Adultas jovens (3-5) 37 10 27,02
Adultas maduras (6-8) 59 17 28,81 1,13* 0,45-2,81 0,8178
Velhas (9-12) 14 4 28,57
Aborto
Sim 31 26 83,87
x 12,66 4,3-37 P< 0,0001
Nao 79 23 29,11
Aspecto do feto
Normal 19 7 36,84
Necrosado 13 6 46,15 0,17* 0,04-0,77 0,0028
N&o observado 17 13 76,47
Raca
Mesticos*** 33 14 82,35
R 2,60* 1,08-6,24 0,0383
Holandés 77 17 22,07
Retencéo de placenta
Sim 29 6 20,68
. 0.58 0,21-1,61 0,3447
Né&o 81 23 28,39
Assisténcia veterinaria
Presente 99 25 25,25
0,28** 0,07-1,0 0,0710
Ausente 11 6 54,54
Instalacdes
Compost barn 33 7 21,21
0,59 0,22-155 0,3585
Sem compost barn 77 24 31,16
Prolapso
Sim 4 1 25
. 0,84 0,08-8,44 1,0000
Néo 106 3 2,83
ECC
2,25-2,75 58 14 24,13
3-3,5 49 16 32,65 0,63  0,05-7,56 1,0000
3,75-4 3 1 33,33
Destino do feto abortado
Enterrado 44 10 22,72
Sem destino adequado 44 17 38,66 2,83** 0,81-9,81 0,1599
Incinerado 22 4 18,18

*Qdds Ratio; **OR realizado para a maior diferenca entre as proporgdes; P < 0,05 demonstra diferenga significativa. ***
Cruzamentos 1/2,3/4 e7/8 holandés. ECC: escore de condicao corpora escalade 1 a 5.

As propriedades rurais avaliadas conforme a localizagdo na microrregido estudada e a deteccéo de
animais sororreagentes encontram-se detalhadas a seguir (Tabela 2).

Das 11 fazendas analisadas 10 (90,9%) apresentaram pelo menos um animal sororreagente, exceto o
municipio Patos de Minas (MG), o qual ndo apresentou amostra reagente para Neospora caninum nas
vacas leiteiras, entretanto, esse fato ndo € sugestivo de uma zona livre da doenga, uma vez que, diversos
fatores de riscos sdo relevantes para a ocorréncia (Cerqueira-Cézar et al., 2017; Snak & Osaki, 2019) e
a amostragem de uma Unica propriedade da microrregido pode ser considerada um fator de limitacdo do
presente estudo (Silva et al., 2008). A detec¢éo de animais reagentes no presente estudo encontra-se de
acordo com Vogel et al. (2006) e Mendes et al. (2009) os quais afirmaram que a neosporose ¢ uma
parasitose ocorrente no estado de Minas Gerais (MG), em pesquisas realizadas por Varandas et al.
(2001) no municipio de Uberaba e Guedes et al. (2008) no sul do estado, que relataram a distribui¢do
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da doenca na regido, ocasionando perdas econdmicas relevantes. Vale salientar que esse estudo
epidemiologico identificou animais que apresentaram anticorpos contra N. caninum néo sendo sinbnimo
de animais doentes, assim como destacaram Sartor et al. (2003) em seu estudo e afirmaram que a
presenca de um anticorpo em determinado hospedeiro ndo é suficiente para diagnostico como unico
agente causador da doenca de um rebanho.

Tabela 2. Distribui¢do de bovinos reagentes a Neospora caninum de acordo com a localiza¢do da propriedade na microrregido
de Patos de Minas, MG, 2017

Propriedade Municipio n Soror reagentes Ocorréncia (%)
A Guimarania 11 3 27,27
B Rio Parnaiba 11 4 36,36
C Arapua 11 6 54,54
D Sao Gotardo 11 3 27,27
E Santa Rosa 11 2 18,18
F Patos de Minas 11 0 0
G Carmo do Parnaiba 11 5 45,45
H Matutina 11 4 36,36
| Tiros 11 2 18,18
J Lagoa Formosa 11 2 18,18
Conclusao

A deteccdo de anticorpos anti-Neospora caninum foi de 28,18% (31/110) na microrregido de Patos de
Minas, MG. Os fatores de risco identificados foram histéricos de aborto, feto abortado ndo observado e
bovinos mesticos (cruzamento de holandés). Por se tratar de uma doenca reprodutiva relevante nos bovinos,
atenta-se para a necessidade de realizacdo de levantamentos epidemioldgicos para a identificacdo de animais
sororreagentes na regido estudada, a fim de se controlar e evitar a ocorréncia dessa doenca.
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