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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi verificar a acdo de marcas diferentes de estreptomicinas
polivalentes para o tratamento da leptospirose bovina em dose Unica (25 mg de estreptomicina
por kg de peso corpdreo). O trabalho foi realizado com 14 touros adultos sorologicamente
reagentes para Leptospira interrogans sorovar Hardjo, com titulo minimo de 800 e com cultivo
positivo. Os animais foram separados em 2 grupos de acordo com a marca da estreptomicina
utilizada no tratamento, grupo 1: estreptomicina A e grupo 2: estreptomicina B. Os bovinos
controles ndo receberam nenhum tratamento. Foram obtidas amostras de sangue e urina dos
animaistratadose controlesnosdias-1,0,1,2,3,5, 10, 15e 25; considerando-se o dia do tratamento
comodia0. Naurinadosbovinostratadose controle foirealizadaareacdoem cadeiadapolimerase
(PCR) e isolamento com inoculagdo em hamsters. Observou-se que a estreptomicina da marca A,
em dose Unica de 25 mg/kg de peso corporeo, conseguiu eliminar a leptospirdria no grupo de
touros apés 24h do tratamento. Ja no grupo de touros tratados com a estreptomicina da marca B,
foi constatado a leptospirudria entre 48h e 72h, apés o tratamento. Em ambos os grupos tratados,
a resposta soroldgica apresentou uma varia¢do da queda dos niveis dos titulos de anticorpos
aglutinantes, sendo que emboraaestreptomicina Atenhaaparentemente apresentado um melhor
desempenho quando comparada com as médias geométricas dos titulos do grupo tratado com a
estreptomicina B as médias ndo diferiram entre si pelo Teste de Tukey (P > 0,05). Nos bovinos
tratados a leptospirdria foi intermitente e a média geométrica dos titulos foi menor que a média
geométrica dos titulos dos bovinos controles. A diferenca do efeito da acdo das diferentes marcas
de estreptomicina esta possivelmente na qualidade da matéria prima produzida pelos laboraté-
rios.

PALAVRAS-CHAVE: Leptospira, bovinos, estreptomicina.

ABSTRACT

USE OF STREPTOMYCININ THEEND OF LEPTOSPIRURIAIN SEROLOGICALLY REACTIVE
BULLS (BOS TAURUS INDICUS).The objective of this work was evaluated different marks of
streptomyecin for the treatment of bovine leptospirosis, in an only one dose of 25 mg for kg of
corporeal weight. Thirty serologically reactive bulls forLeptospirainterrogans serovar Hardjo were
utilized. The bulls had a minimum antibody titer of 800 and were positive in the isolation from
urinesamples. The animals had been separated in 2 groups according with the streptomycin mark
used in the treatment, group 1: streptomycin A and group 2: streptomycin B. The bovine controls
had received any application from streptomycin. Samples of blood and urine of treated and
controlsbullswerecollectedindays-1,0,1,2,3,5,10,15and 25; considering the day of the treatment
as day 0. A research for the detection of leptospira genetic material was realized in the urine of
all bulls by PCR. It was observed that the streptomycin A ended leptospiruria in 24h after of the
treatment. In the group of bulls treated with the streptomycin B, the end of leptospiruria was
evidenced in 48h and 72h, after the treatment. In both treated groups, the serological reply
presented avariationinthefall of antibodies titers, and streptomycin A was better in comparative
performance with geométric means of the antibodies titers of the group that received streptomycin
B, although by the Tukey Test the difference was no significant (P > 0.05). In the bovine controls
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the leptospiruriawas intermittentand the average of the antibody titers of the treated bovines was
lowerthantheaverage ofthebovine controls, during all the experiments. The difference inthe effect
of differentbrands of streptomycin is possibly due to the quality of the substances produced in the

laboratories.

KEY WORDS: Leptospira, bovine, streptomycin.
INTRODUCAO

Nos bovinos as perdas econdémicas produzidas
pelaleptospirose estdo diretamente ou indiretamente
relacionadas a aborto, queda na producao de leite,
falhas reprodutivas e a custos relacionados a assistén-
cia weterinaria, medicamentos, vacinas e testes
laboratoriais (Fane et al., 1999), além de afetar signi-
ficativamente o ciclo reprodutivo dos bovinos, e pre-
juizoscomaelevacdonoscoeficientes de mortalidade
dos rebanhos afetados.

A presenca deLeptospiraspp. emsémen de touros,
natural e experimentalmente infectados, ja foi de-
monstrada, indicando a possibilidade de transmissao
da leptospirose bovina pela monta natural ou pela
inseminacado artificial SLeicHT & WiLuiams, 1961,
Macakvski et al., 2004).

Ropricues et al. (2003) conseguiram demonstrar
que o sorovar pomona pode manter suavirulénciaem
amostras de sémen que foram contaminadas com 5 x
1068 leptospiras, apos serem resfriadas a 4°C por5h e
diluidas sem antibiético.

Quanto aos antibidticos, ha relatos na literatura
comprovando que as leptospiras podem suportar as
concentracGes empregadas no processo de congela-
mento, com ou sem reducdo em sua viruléncia (Hoac
& BELL, 1955; Brvan & BoLey, 1975).

MiracLIA et al. (2003), comparando a capacidade
de quatro antibiéticos, acrescidos ao diluidor de sé-
men gema-citrato, concluiu que a associagao penici-
linaeestreptomicinaapresentou os melhoresresulta-
dosnacapacidade dedestruirleptospiras, mas houve
2,0% (7/348) de cultivos positivos para leptospiras.

Nos Estados Unidos da América existe o
"Certified Semen Services (CSS) Minimun
Requirements for Disease Control of Semen
Produced for Artificial Insemination"”, o qual de-
termina um protocolo com os padrées minimos
para o monitoramento de salde e doencas dos
touros anteriormente a sua entrada, durante a
quarentenae residéncia dos mesmos nas centrais
de inseminacdo artificiais, a fim de evitar a trans-
missdo de algumas doenc¢as por meio do sémen.
No Brasil, o Colégio Brasileiro de Reproducao
Animal recomenda que o animal que apresentar
titulo igual ou superior a 100 na prova de
soroaglutinacdo microscopica (SAM) somente
podera ser utilizado novamente para colheita de
sémen se for submetido ao tratamento com
diidroestreptomicina ou estreptomicina na dose

de 25 mg/kg de peso corpdreo, e apresentar resul-
tado negativo na imunofluorescéncia direta da
urinaouno cultivoem meio semi-sélido de Fletcher,
apo6s sete dias do dltimo tratamento (BrasiL, 1979).

VAN Evs et al. (1989) concluiram em seus estudos
que a sorologia ndo reflete necessariamente o estado
deportadoroueliminador de leptospirasembovinos.
Emboraa prova de SAM seja sensivel, determinando
o sorovar envolvido, algumas desvantagens podem
ser observadas, entre elas, o fato de ser um teste
indireto, ndo reconhecendo a presencade leptospira,
mas sim a resposta imunolégica do hospedeiro
infectado, ndo indicando se a infeccéo é ativa (Keeet
al., 1994).

Comanecessidade dodesenvolvimentode métodos
que oferecessem maior sensibilidade, especificidade
e rapidez, técnicas de biologia molecular tém sido
aplicadas para detectar leptospiras (GINGEras et al.,
1990; PauL, 1990).

O controle daleptospirose nos animais domésticos
dependedeumcorretodiagndstico, de umtratamento
apropriado e da implantacdo de medidas de manejo
(Hunnetal., 1993). Embovinos,avacinacdo desempenha
um importante papel no controle da leptospirose e
deve ser associada a outras medidas de manejo, po-
dendo com isso reduzir sensivelmente a prevaléncia
de animais reagentes no rebanho (Hobces & Dav,
1987; GerriTseN et al., 1994). No entanto, quando se
tenta fazer o controle de animais positivos para
leptospirose apenascom vacinagao corre-seoriscode
haver o aumento niimero de animais atingidos uma
vez queavacinacaondoeliminaoestadode portador.
Percebe-se entdo a importéncia do tratamento ade-
quado dos animais que ja se encontram positivos,
antes ou durante a implantacdo de um esquema de
vacinacdo em rebanhos.

Aestreptomicinafoi um dos primeiros antibidticos
a ser utilizado para a terapia da leptospirose e é
considerada, até hoje, uma das melhores op¢des de
tratamento.

Santos et al. (2001) empregaram estreptomicina
paraaterapiadaleptospirose emhamsters (Mesocricetus
auratus) experimentalmente infectados com L.
interrogans sorovar pomona. Os resultados obtidos
confirmaram a atuacdo da estreptomicina para o
controle da leptospiremia e leptospirdria em uma
Unicaaplicacdonaconcentracédo de 25 mg/kg de peso
corporeo. O ceftiofursddicoaplicado damesmaforma
e concentracao foi capaz de eliminar ainfec¢do renal
em 48 dos 50 animais inoculados.
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(Bos taurus indicus) naturalmente infectados pelo sorovar Hardjo.

Utilizando quatro esquemas de tratamento para
leptospirose em 42 bovinos experimentalmente
infectados, Aitetal. (2001) concluiram que aassociagao
dihidroestreptomicina e penicilina G ainda é o
melhor tratamento, embora outros antibidticos
(oxitetraciclina, tilmicosin e ceftiofur) também apre-
sentem bons resultados.

Oobjetivodessetrabalhofoiavaliaraeficiénciade
duas marcas de antibidticos, que tem como principio
ativo a estreptomicina e que estdo disponiveis no
mercado como antibidticos polivalentes para o trata-
mento da leptospirose bovina. Os medicamentos em
guestdo foram testados em sete touros naturalmente
infectados, utilizando-se técnicas de diagnostico
tradicionais como a soroaglutinagdo microscopica,
isolamento e cultivo em meio semi-soélido e a técnica
de biologia molecular conhecida como PCR.

MATERIAL E METODOS

Otrabalho foi realizado com 14tourosadultos(Bos
taurus indicus), em quarentena numa central de
inseminacdo artificial (CIA) localizada no Estado de
SdoPaulo.Foramescolhidosanimaissorologicamente
reagentes a Leptospira interrogans sorovar Hardjo na
provadesoroaglutinagcdo microscépica(SAM),otitulo
minimo para a sele¢do desses animais foi de 800, um
diaantesdoiniciodoexperimento. Alémde reagentes
para o sorovar Hardjo, os animais escolhidos apre-
sentaramtambém aformacdo dediscosde Dinger,que
sdo indicativos de cultivo de bactérias do género
leptospira, apartirdoisolamentonaurinaemmeiode
cultura.

Os animais selecionados foram separados em
guatro grupos, o primeiro com 4 animais, grupo 1.
tratadoscomaestreptomicinadamarcaAeosegundo,
com 3animais, grupo 2: tratados com aestreptomicina
damarcaB. Nestesgruposforamaplicadosdose Gnica
de 25 mg de estreptomicina por kg de peso corporeo.
Paracontrole dotratamento foramutilizados2 grupos,
0 1°, controle 1: com 4 animais e 0 2°, controle 2: com 3
animais, que apresentaram titulos sorolégicos de 800
contraosorovar Hardjo naprovade SAM. Nosanimais
dos grupos controles nédo se utilizou a pesquisa na
urina, somente o monitoramento soroldgico. Na urina
dosanimaisdogrupotratadofoirealizadaareagdoem
cadeia da polimerase (PCR) e o isolamento com
inoculacédo de hamsters (Mesocricetos auratus). Os ani-
mais foram monitorados durante 25 dias, consideran-
do-se o dia do tratamento como dia 0. Foram obtidas
amostras de sangue e urinanos dias-1,0,1, 2, 3,5, 10,
15e25. Asamostras de sangue, grupo tratado e contro-
le, foram dessoradas e submetidas a prova de SAM, as
amostrasde urina, dogrupotratado, foram submetidas
as técnicas de cultivo de leptospira e de PCR.

Paraapesquisadeanticorposfoiutilizadaaprova
de SAM, diluindo-se os soros em solu¢do tamponada
de Sdrensen, sendo a diluicéo inicial de 1/50, de
acordo com SANTA Rosa (1970)

Para pesquisa de leptospira na urina, foram em-
pregadas as técnicas de inoculagdo em hamsters (2,0
mL daurinadetouroreagente porviaintraperitoneal);
cultivo de leptospira em meio de cultura; e PCR.

Foram utilizados 63 hamsters inoculados com
urinasupostamente contaminadae 18 hamsterscomo
controle, dos 63 hamsters inoculados, 36 foram para
0 grupo A e 27 para 0 grupo B, os respectivos grupos
controle foram constituidos de nove hamsters cada.
Os hamsters foram mantidos em instala¢6es apropria-
dasnoinfectdrio do Departamento de Medicina Vete-
rinéria Preventivae Reproducao Animal daFaculdade
de Ciéncias Agrérias e Veterinarias, Unesp, Campus
de Jaboticabal. Decorridos 5 dias da inoculagdo da
urina, todos os hamsters, (inoculados e controles)
foram anestesiados em uma cdmara com vapores de
éter etilico; amostras de sangue foram colhidas por
puncdo cardiaca (parapesquisadeanticorposcontra
osorovar Hardjo) e apds assepsiadaregidoabdominal,
procedeu-se alaparotomia mediana pararetirada de
fragmentos de aproximadamente um gramaderinse
figado de cada hamsters, esses fragmentos foram
macerados e suspendidos em 2 mL de solucdo de
Sdrenseestéril,apdés homogeneizagdo, 1,5mL decada
suspensao foi utilizada para o cultivo em meio
Fletcher.

O cultivo de leptospira foi realizado pela semea-
duradel,5mLdematerial (urinadostouros, suspensao
derimesuspensdode figadodoshamsterssacrificados
aposcincodiasdainoculacdodaurinadostouros)em
meio semi-sélido de Fletcher (Difco) acrescido de
5-fluorouratil, na proporcéo de 400 mi./mL de meio,
nas primeiras 24h de cultivo, seguido de repicageme
cultivoem meio livre de antibi6tico. Apés asemeadu-
ra, os tubos foram incubados a temperatura de 28°C
durante 12 semanas, observando-se a ocorréncia de
discos de Dinger e realizando-se leituras semanais
em microscopiade campo escuro, com objetivade 40x
e ocular de 15x.

A extracdo do material genético (DNA) das amos-
tras foi realizado por lise enzimética com proteinase
K, seguida de fenol-cloroférmio-alcool (25/24/1)
isoamilico (Saverook et al., 1989) em microtubos de
1.500 m_.

Osoligonucleotideosiniciadoresescolhidosforam
oLep1(5'GGCGGCGCGTCTTAAACATG3)elLep2
(3' TTAGAACGAGTTACCCCCCTT5') descritos por
Meriem et al. (1992). A amplificacdo das amostras de
DNA foi realizada em microtubos de 500 ni, com
volume final de 50 L, de acordo com o protocolo de
Meriem et al. (1992). Inicialmente foi realizada a
desnaturacéo dafita, utilizando atemperaturade 94°
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C por 5min, a seguir foram empregados 29 ciclos:
Desnaturacdo do DNA: 94° C/60seg. Anelamento
dos “primers”: 63°C/90Seg. Polimerizacdo do DNA:
72° C/120seg, Extensao final: 72° C/10min.

Avisualizagdodo produtoamplificado (330 pares
de base) foi realizada por eletroforese emgel de agarose
a2,0% (p/v), utilizando-setampaodecorridaTBEO0,5
X (0,04 Mtris-acetatoe 0,00l MEDTA, pH 8,0), segun-
do Sawverook et al. (1989).

RESULTADOS

NaTabelalapresentamosos resultados dareacao
em cadeia da polimerase (PCR), dos isolamentos de
Leptospira em meio de cultivo semi-sélido da urina de
cadatouro sororeagente submetido ao tratamentocom
estreptomicinadasmarcas AouB,edaculturaemmeio
semi-solido de Fletcher das amostras de rins e figados
doshamstersinoculadoscomaurinadostouros. Pode-
se observar nessa tabela que a partir do terceiro dia
apos o tratamento ndo foi possivel detectar material
genético de leptospira pela técnica de PCR em nenhu-
madas amostras de urina. Porém pelo cultivoem meio
semi-sélido, da urina dos touros foi possivel isolar
leptospira até o 3° dia do tratamento com os dois
antimicrobianos utilizados. Os resultados do cultivo
paraleptospiraapartirdosrinsefigadosdoshamsters
inoculados com a urina dos touros sorologicamente
reagentes mostraram que apenas nos animais do gru-
po 1, ou seja, tratados com a estreptomicina A, foi
possivel oisolamento de leptospira. Nos rins e figados
dos hamsters dos grupos controles as culturas bacteri-
oldgicas foram negativas.

Antes do tratamento os animais dos dois grupos
apresentaram titulo soroldgico de 800, apos a aplica-
¢cdo da estreptomicina as médias geométricas dos
titulos soroldgicos foram decrescentes a partir do 1°
dia ap0s o tratamento, nos touros que receberam a
estreptomicina A, ja no grupo que foi tratado com a
estreptomicina B os titulos comegaram a cair apenas
no 2° dia apo6s o tratamento (Fig. 1). No entanto pelo
Teste de Tukey as médias ndo diferiram entre si
(P >0,05) (Tabela 2).

Analise de variancia do delineamento inteiramen-
te casualizado em parcelas subdivididas no tempo
("Split plot in time"), tendo como dois tratamentos
principais (parcelas) os grupos tratados com
estreptomicina AeestreptomicinaB, e setetratamentos
secundarios (subparcelas) as datas experimentais.

Quando sdo comparadas as médias dos titulos
soroldgicos dos animais tratados com as médias dos
seusrespectivos grupos controle, percebe-se que quan-
do os animais sdo tratados, os titulos soroldgicos
contra o sorovar Hardjo decresceram em um padrao
constante, inicial aos ndo tratados, atingindo os titu-
los mais baixos entre 10 e 15diasapés aaplicacdo do
medicamento (Fig. 2eFig. 3). O que écomprovado pela
analise do Teste de Tukey, que permite observar uma
diferencasignificativaentreas médias dostitulos dos
animais tratados e tratados, principalmente apés 15
dias do tratamento (Tabela 3 e Tabela 4).

Analise de variancia do delineamento inteiramente
casualizadoem parcelassubdivididasnotempo ("Split
plotin time"), tendo como dois tratamentos principais
(parcelas) o grupo tratado com estreptomicina A e
respectivo controle, e sete tratamentos secundarios
(subparcelas) as datas experimentais.

Tabela 1 - Resultados do PCR da urina, do isolamento da leptospira na urina dos touros e do isolamento por passagem

em hamsters.

Dia PCRurinabovina Cultivourinabovina *Figado? *Rins?

1 23 4 1 2 3 1 2 3 41 2 3 1 2 3 41 2 3 1 2 3 41 2 3

A A AABBB A A A AB BB A A A ABIBB A A A ABIBB
-1 NP NPNPP PPPPPPP PPPPNNN PPPPNNN
0 PPPPNPN PPPPPPN PP PP NNN P NPPNNN
1 NPPPNNP PPPPPNP PP NPNNN P NNPNNN
2 N NN NNNP NP P NNNFP N NN NNNINN N NN NNNDNN
3 N NN NNNN NP P NPPP N NN NNNINN N NN NNNDNN
5 N NNN- - - N NN NNNN N NN NNNINN N NN NNNDNN
10 N NN NNNN N NN NNNINN N NN NNNDNN
15 N NN NNNN N NN NNNINN N NN NNNDNN
25 N NN NNNN N NN NNNINN N NN NNNDNN

*visceras de hamsters inoculados com urina bovina.

a“pool” com grupo de trés hamsters; P: Positivo; N: Negativo; -: ndo realizado
1A, 2A, 3A, 4A: Touros 1, 2, 3 e 4 tratados com a estreptomicina da marca A
1B, 2B, 3B: Touros 1, 2 e 3 tratados com a estreptomicina da marca B
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Tabela 2 - Valores médios e resultados da anélise de
variancia entre os tratamentos com estreptomicina A e
estreptomicina B (dados transformados em "log x 1").

Tabela 3 - Valores médios e resultados da andlise de
variancia entre os tratamentos com estreptomicina A e
respectivo controle (dados transformados em "log x 1").

Periodo Periodo Grupos / Médias=Slog(x)/n
Experimetal Estreptomicina A EstreptomicinaB Experimetal Estreptomicina A Controle A
-1 2,9031 A 2,9031 A -1 2,9031 A 2,9031 A
a a a a
0 2,9031 A 2,9031 A 0 2,9031 A 2,9031 A
a a a a
1 2,6021 A 2,9031 A 1 2,6021 B 2,9031 A
ab a ab a
2 2,5268 A 2,8028 A 2 2,5268 A 2,6774 A
b ab b ab
3 2,3763 A 2,6021 A 3 2,3763 A 2,5268 A
bc bc bc bc
5 2,3010 A 2,4014 A 5 2,301 A 2,4516 A
bc cd bc bed
10 2,1505 A 2,2007 A 10 2,1505 A 2,301 A
cd de cd cd
15 1,8495 A 2,0000 A 15 1,8495 B 2,2258 A
de ef de cd
25 1,7743 A 1,8997 A 25 1,7743 B 2,1505 A
e f e d

*Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum,
maidscula na linha e mindscula na coluna néo diferem
entre si pelo Teste Tukey (P > 0,05).

Analise de variancia do delineamentointeiramente casua-
lizado em parcelas subdivididas no tempo ("Split Plot in
Time")tendo como doistratamentos principais (parcelas)
0s grupos tratados com estreptomicina e controle e sete
tratamentos secuntadiros (subparcelas) as datas experi-
mentais.

250

*Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum,
mailscula na linha e mindscula na coluna néo diferem
entre si pelo Teste Tukey (P > 0,05).

Analise de variancia do delineamentointeiramente casua-
lizado em parcelas subdivididas no tempo ("Split Plotin
Time") tendo como dois tratamentos principais (parcelas)
0s grupos tratados com estreptomicina e controle e sete
tratamentos secuntadiros (subparcelas) as datas experi-
mentais.
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Fig.3-Graficodoresultado comparativo das médias de titulos soroldgicos contraosorovar Hardjo dosanimaistratados
com a estreptomicina da marca B e do seu respectivo grupo controle. Jaboticabal, SP. 2003. Médias Geométricas
(=antilogaritmo da Slog (x)/4).

Analise de variancia do delineamento inteira- principais (parcelas) o grupo tratado com estrepto-
mente casualizado em parcelas subdivididas no tem- micina B e respectivo controle, e sete tratamentos
po ("Split plotin time"), tendo como dois tratamentos secundarios (subparcelas) as datas experimentais.
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Tabela 3 - Valores médios e resultados da anélise de
variancia entre os tratamentos com estreptomicina A e
respectivo controle (dados transformados em "log x 1").

Tabela 4 - Valores médios e resultados da andlise de
variancia entre os tratamentos com estreptomicina B e
respectivo controle (dados transformados em "log x 1").

Periodo Grupos / Médias=Slog(x)/n Periodo Grupos / Médias=Slog(x)/n*
Experimetal Estreptomicina A Controle A Experimetal Estreptomicina B Controle B
-1 2,9031 A 2,9031 A -1 2,9031A 2,9031 A
a a a a
0 2,9031 A 2,9031 A 0 2,9031A 2,9031 A
a a a a
1 2,6021 B 2,9031 A 1 2,9031A 2,9031 A
ab a a a
2 2,5268 A 2,6774 A 2 2,8028A 2,9031 A
b ab ab a
3 2,3763 A 2,5268 A 3 2,6021A 2,7024 A
bc bc bc ab
5 2,301 A 2,4516 A 5 2,4014B 2,6021 A
bc bcd cd bc
10 2,1505 A 2,301 A 10 2,2007B 2,6021 A
cd cd de bc
15 1,8495 B 2,2258 A 15 2,0000B 2,4014 A
de cd ef c
25 1,7743 B 2,1505 A 25 1,8997B 2,5017 A
e d f bc

*Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum,
maidscula na linha e mindscula na coluna néo diferem
entre si pelo Teste Tukey (P > 0,05).

Analise de varidncia do delineamento inteiramente
casualizadoem parcelas subdivididas notempo ("Split Plot
in Time") tendo como dois tratamentos principais (parce-
las) os grupos tratados com estreptomicina e controle e
sete tratamentos secuntadiros (subparcelas) as datas expe-
rimentais.

*Médias seguidas por pelo menos uma letra em comum,
maiuscula na linha e mindscula na coluna nédo diferem
entre si pelo Teste Tukey (P > 0,05).

Analise de varidncia do delineamento inteiramente
casualizadoem parcelas subdivididas notempo ("Split Plot
in Time") tendo como dois tratamentos principais (parce-
las) os grupos tratados com estreptomicina e controle e
sete tratamentos secuntadiros (subparcelas) as datas expe-
rimentais.
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1 2 3 4 5 6 7 8 2 1011125 14 1516 I7 18 19 X

2122 23 2435 X 27 18 X3

Fig.4-Resultado da PCR paraamostras de urinados touros sorologicamente reagentes e tratados com aestreptomicina
A. 1e 21) Padréo de peso molecular em escala ascendente de 100pb; 2-7) touro 1A, colheita dos dias -1, 0, 1, 2, 3, 5; 8-13)
touro 2A, colheitas dos dias-1, 0, 1, 2, 3, 5; 14-18, 22) touro 3A, colheitas dos dias -1, 0, 1, 2, 3, 5; 23-28) touro 4A, colheitas
dos dias-1,0, 1, 2, 3, 5; 29) Controle positivo; 30) Controle negativo.

Osresultadosda provade PCR paraas amos-
tras de urina dos touros sorologicamente
reagentes a Leptospira interrogans sorovar Hardjo

e tratados com as estreptomicinas das marcas A
e B sdo apresentadas nas Fig. 4 e 5, respectiva-
mente.
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Fig.5-Resultado daPCR paraamostras de urina dos touros sorologicamente reagentes e tratados com aestreptomicina
B. 1 e 15) Padrao de peso molecular em escala ascendente de 100pb; 2-6) touro 1B, colheitas dos dias -1, 0, 1, 2, 3; 7-11)
touro 2B, colheitasdosdias-1,0,1,2,3;12,13, 16,17, 18) touro 3B, colheitasdos dias-1,0, 1, 2, 3; 14 e 19) Controle positivo;

20) Controle negativo.

DISCUSSAO

Com relacdo as médias geométricas dos titulos
sorolégicos para o sorovar Hardjo, verificou-se que a
partir da aplicacdo da estreptomicina da marca A
houve uma queda de 50% dos titulos, resultados ndo
evidenciados nos touros que receberam a
estreptomicina da marca B. Essa queda dos titulos
sorolégicos aps tratamento com estreptomicinapode
acontecer nos casos de leptospiremia ou nos casos de
infecgdo cronica de bovinos debilitados, comprovacdes
parecidas foram verificadas por Gerritsen et al. (1994)
nos primeiros 30 dias ap6s infec¢do pelo sorovar
Hardjobovis. No entanto, a condi¢do de queda dos
titulos sorolégicos detectados pela SAM nédo da a
garantia de auséncia de infeccéo renal, para que isso
aconteca precisatratar e monitoraradequadamente a
fonte de infec¢é@o do rebanho bovino (Hanson, 1982).

O controle da leptospirdria em bovinos, por meio
de um recurso terapéutico massal, aplicado simulta-
neamente adoentes, portadores e comunicantes, seria
de grande valor no controle da leptospirose. A
estreptomicina apresenta facilidade de penetracao
renal o suficiente paradestruir as leptospiras presentes
nos tubulos renais, devido a sua excre¢do urinaria
sendo a maior parte por filtracdo glomerular como
demonstrado por GerriTsen et al. (1994), em bovinos
infectados que receberam dose Unica de 25 mg/kg de
peso corpoéreo.

A estreptomicina da marca A conseguiu em 50%
dos touros causar um bloqueio na leptospirdria a
partir do 2° dia apés o tratamento (touros 1 e 4).
Entretanto, nos outros 50% dos touros a eliminagédo
da leptospiraria somente foi possivel de concretizar
apo6s no 3° dia do tratamento (touros 2 e 3). Ja na
maioria dos touros tratados com a estreptomicinaB a

leptospiruria ocorreu de forma intermitente até o 3°
dia apés a aplicagéo.

Nassituacdesobservadasacimaficacaracterizado
gque aeliminacgdo da excregdo do sorovar Hardjo pela
urina foi entre 48 e 72h apds a aplicagdo da
estreptomicina por via intramuscular. Resultados
semelhantes foram observados por GerriTseN et al.
(1994) que estudando bovinos infectados natural-
mente detectaram DNA de leptospiras na urina des-
ses animais por até 48 horas ap6s o tratamento.

A despeito dos resultados obtidos, no presente
estudo, discordarem dos observados por GErRITSEN et
al. (1994) néo se pode descartar a possibilidade das
origens diferentes das matérias primas utilizadas
pelos fabricantes na producdo das estreptomicinas
comerciais. Issosetornaaindamaisimportante,quando
se constata que a despeito de ser empregado um
mesmo principio ativo antimicrobiano foram obtidos
diferentesresultados deacordocomaprocedénciado
medicamento.

Com o intuito da verificagdo de ocorréncia do
blogueiodainducéo de anticorpos nainfec¢éo optou-se
pela constituicdo de um grupo controle com touros
sororeagentes que ndo foram tratados com as duas
marcasdeestreptomicinaosquaisforammonitorados
por meio da prova de SAM. Procedimento este defen-
dido por Kee et al. (1994) quando mencionam que o
monitoramento soroldgico pode caracterizar a res-
postaimunolégicadevidoainfec¢do, e queapesquisa
do agente por meios diretos de isolamentos pode
sofrer agio de fatores bloqueadores de crescimento, o
gue pode induzir a um diagnéstico ndo conclusivo.

O procedimento adotado na aplicacdo de dose
Unicade 25 mg/kg de peso corpoéreo de estreptomicina
paraocontrole daleptospirdrianostourosfoieficien-
te e esta de acordo com as recomendacdes de FAINE et
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al. (1999) e também pelos resultados obtidos por
GerriTSEN €t al. (1994) e por Santos et al. (2001). No
entanto, quanto adose e afrequiiéncia de aplicagdo da
diidroestreptomicina ou da estreptomicina no con-
trole da leptospiruria, estudos realizados por Hopes
& DAv (1987) e por Hunn et al. (1993) revelaram que,
para os dois antimicrobianos aludidos, uma Unica
aplicagdopelaviaintramuscular nadose de25mg/kg
de peso corpdreo é suficiente para destruir as
leptospiras localizadas nos tabulos renais. Ainda,
como complementacdo no tratamento, ALtet al.(2001)
recomendam a associa¢do com a penicilina G no
sucesso para eliminacao do portador renal e MirAGLIA
etal. (2003) para melhor prote¢cdo do sémen bovino
utilizado na inseminacao artificial.

CONCLUSAO

As médias dos titulos sorolégicos dos grupos
tratadoscomestreptomicinaforam menoresdoqueas
médias dos titulos do grupo controle. A estreptomicina
damarca Aapresentou um melhor desempenho quan-
do comparada com as médias dos titulos sorologicos
dogrupoque recebeu tratamento comaestreptomicina
damarca B, tendo iniciado o declinio das médias dos
titulos dois dias antes, embora pelo Teste de Tukey as
médias ndo tenham apresentado diferenca significa-
tiva. Os resultados do cultivo e isolamento de
leptospira na urina dos touros tratados tanto com a
estreptomicinadamarca A quanto da B mostram que
asduasmarcasconseguirameliminaraleptospirdria
a partir do 3° dia ap6s o tratamento.

Com esses resultados constata-se que embora a
estreptomicinasejaumaexcelente opgdo paraotrata-
mento das leptospiroses, deve-se verificar a proce-
déncia, idoneidade e pureza dos diversos produtos
comerciais.
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