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RESUMO GERAL

Tritrichomonas foetus ¢ Campylobacter fetus ssp. venerealis sao
considerados importantes agentes causadores de problemas reprodutivos em
bovinos, caracterizados por aumento do intervalo de partos, repeticdo de cio em
intervalos irregulares, abortamentos, piometra e infertilidade em bovinos
submetidos a monta natural. Embora a ampla utilizagdo da monta natural no
Brasil favore¢a a ocorréncia de ambos os patégenos em seus rebanhos, sdo
escassos os trabalhos que determinam a frequéncia e real importincia dos
mesmos em rebanhos nacionais. Neste estudo, investigou-se a presenca de T.
foetus, C. fetus ssp. fetus e C. fetus ssp. venerealis em reprodutores bovinos
encaminhados para o abate, em Minas Gerais, Brasil. Para isso, 200 amostras de
muco peniano e prepucial de bovinos foram coletadas em quatro abatedouros da
regido Sul de Minas Gerais, que recebem animais de diferentes cidades do
Estado. Em todas as amostras foi realizada a PCR convencional para 7. foetus
(utilizando o par de primers TFR3/TRF4) cujo produto de amplificagdo
compreende 347pb e PCR Multiplex para C. fetus ssp. fetus e C. fetus ssp.
venerealis (utilizando os pares de primers MG3F/MG4R e VenSF/VenSR),
cujos produtos sdo de 750pb e 142pb, respectivamente. Dos 200 bovinos, 16
(8%) foram positivos para 7. foetus; 35 (17,5%) para C. fetus e 27 (13,5%) para
C. fetus ssp. venerealis. Os achados do presente estudo sugerem que 7. foetus e
C. fetus ssp. vemerealis sdo frequentes agentes causadores de problemas
reprodutivos em bovinos da regido estudada. Tanto a PCR convencional quanto
a Multiplex se mostraram técnicas bastante Uteis para diagnosticar as infecg¢des
causadas pelos agentes.

Palavras-chave: Tricomonose. Campilobacteriose. Reagdo em Cadeia da
Polimerase. Diagnostico. Bovino.



GENERAL ABSTRACT

Tritrichomonas foetus and Campylobacter fetus ssp. venerealis are
considered important agents causing reproductive problems in cattle,
characterized by increased calving interval, repeat estrus at irregular intervals,
abortions, pyometra and infertility in cattle submitted to natural breeding.
Although the wide use of natural breeding in Brazil predisposes the occurrence
of both pathogens in Brazilian herds, there are few studies that determine the
frequency and real importance of these agents into national herds. This study
investigated the presence of 7. foetus, C. fetus ssp. fetus and C. fetus ssp.
venerealis in breeding cattle sent for slaughter, in Minas Gerais, Brazil. For this,
200 samples of penile and preputial mucus of cattle were collected in three
slaughterhouses in the South region of Minas Gerais, receiving animals from
different municipalities of the state. In all samples the conventional PCR was
performed for T. foetus (using the primer pair TFR3/TRF4) whose amplification
product comprises 347pb and Multiplex PCR for C. fetus ssp. fetus and C. fetus
ssp. venerealis (using primer pairs MG3F/MG4R and VenSF/VenSR), whose
products are 750pb and 142pb, respectively. Of the 200 analyzed samples, 16
(8%) were positive for T. foetus; 35 (17.5%) for C. fetus, and 27 (13.5%) for C.
fetus ssp. venerealis. The findings of this study suggest that 7. foetus and C.
fetus ssp. venerealis are frequent agents causing reproductive problems in cattle
of the region studied. Both conventional and Multiplex PCR showed to be very
useful techniques for diagnosing infections caused by these agents.

Keywords: Trichomonosis. Campylobacteriosis. Polymerase Chain Reaction.
Diagnosis. Bovine.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento da bovinocultura no Estado de Minas Gerais
apresenta aspectos socioecondmicos importantes, como a contribuicdo ao
agronegodcio e o auxilio a fixagdo do homem no campo. Um dos obstaculos a
esse desenvolvimento sdo os problemas sanitarios, que elevam o custo de
producdo e reduzem a competitividade dos produtos gerados. Dentre esses
problemas, aqueles que interferem no desempenho reprodutivo do rebanho
possuem destaque, pela forma disseminada e insidiosa que ocorrem e por
atingirem diretamente a geracdo de novos animais.

Os importantes agentes causadores de problemas reprodutivos
Tritrichomonas foetus e Campylobacter fetus ssp. venerealis possuem
distribui¢do mundial (HO et al., 1994) e alta prevaléncia nos rebanhos bovinos
brasileiros (ALVES et al., 2011). No Brasil, essas enfermidades possivelmente
estdo presentes em todos os estados da federacdo em fungdo das praticas de
manejo reprodutivo utilizadas no pais, com a predominancia da monta natural
(FELLEISEN, 1997) principalmente em condi¢gdes onde o sistema de
produgdo é extensivo e o controle sanitario deficiente (WIKSE et al., 1990).

A presenca de 7. foetus e C. fetus ssp. venerealis em bovinos da regido
Sul de Minas Gerais ¢ de importancia principalmente em propriedades leiteiras.
O estado de Minas Gerais, localizado na Regido Sudeste, ¢ atualmente o maior
produtor de leite do pais, com uma produgdo de 8,4 bilhdes de litros de leite
durante o ano de 2010 (27,3% de toda a producdo nacional neste periodo)
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATfSTICA, IBGE,
2011).

Em rebanhos nacionais, o impacto econdmico decorrente destas
enfermidades ¢ pouco estudado, sendo os estudos escassos e antigos € isso

acontece, provavelmente, por auséncia de diagnostico sistematico em todo o
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pais, associado as dificuldades de envio e analise laboratorial de amostras
clinicas e ao pequeno nmimero de laboratérios com capacidade técnica para a
realizacdo do diagnéstico destas doengas (ALVES et al., 2011).

O objetivo com esta dissertacdo foi verificar a presenca de 7. foetus e C.
fetus ssp. venerealis em amostras de esmegma de touros provenientes de
abatedouros da regido Sul de Minas Gerais, utilizando a técnica de PCR ¢ PCR

Multiplex.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tricomonose bovina

A denominagdo de Trichomonas foetus foi dada a este microorganismo
por Riedmiiller (1928). Atualmente, o parasito de transmissdo venérea
Tritrichomonas foetus (RIEDMULLER, 1928) esta classificado no filo
Sarcomastigophora, classe Zoomastigophorea, ordem Trichomonadida, familia
Trichomonadidae e género Tritrichomonas (LEVINE, 1985).

A Tricomonose Bovina (TB) foi primeiramente diagnosticada no cenario
da pecuaria nacional em 1947 no Estado do Rio Grande do Sul, onde Roehe
(1948) detectou o protozoario no sémen de touros utilizados na inseminag@o
artificial. De acordo com dados levantados por Alves et al. (2011), no Estado de
Minas Gerais, o protozoario foi identificado pela primeira vez por Megale, em
1963. No Brasil, estudos sobre a TB utilizando diferentes testes laboratoriais
apontaram frequéncias que variaram de 0 a 27% (ALVES et al., 2011).

E um parasito comensal (VISCOGLIOSI et al., 1996), anaerébio ou
microaerdbico que vive no trato genital dos bovinos e tende a reproduzir em um
pH proximo de sete, favoravel ao seu desenvolvimento, onde multiplica-se por
divisdo binaria longitudinal (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE
ANIMAL, OIE, 2012).

Os hospedeiros naturais sdo os bovinos (Bos taurus taurus e Bos taurus
indicus), tanto o macho quanto a fémea, embora sua presenga também ja tenha
sido relatada em suinos (FITZGERALD et al., 1958), camelos (WERNERY,
1991) e em felinos acometidos por diarreia cronica (GOOKIN et al., 2002). Na
espécie humana, existe um parasito filogeneticamente relacionado, Trichomonas

vaginalis, protozodrio que também ¢é sexualmente transmissivel que esta
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associado com quadros de vaginite e pode causar o nascimento de fetos
prematuros e com baixo peso ao nascer (SUTTON et al., 2007).

Nas vacas infectadas, o parasito invade as mucosas da vagina e utero
(NICKEL; OLSON; SCHULTZ, 2002) ocasionando morte embrionaria com
repeticio de cio em intervalos irregulares, fetos macerados, abortamentos,
piometra, resultando em infertilidade temporaria e no aumento do intervalo de
partos. Geralmente o parasito € eliminado do aparelho reprodutor feminino entre
2-5 meses pods-infeccio (GRAHN et al., 2005). A maior frequéncia de
abortamentos se da até os cinco meses de gestagio (SKIRROW;
BONDURANT, 1988).

Algumas vacas podem ser portadoras inaparentes por periodos mais
longos, o que torna a fémea apta a transmitir a doenga para um touro susceptivel
na proxima estagdo de monta (SKIRROW et al., 1985). Nestes casos, apesar de
haver infec¢do, ndo ocorre o comprometimento embrionario ou fetal, ocorrendo
0 nascimento a termo de um bezerro normal (OIE, 2012).

No touro, o parasito é encontrado na mucosa peniana, na cavidade
prepucial e, em alguns casos, ocorre invasdo do orificio uretral. Na mucosa
peniana ¢ nas zonas adjacentes da mucosa prepucial observa-se a maior
concentragdo de protozoarios que ndo apresentam carater invasivo, situando-se
na superficie da mucosa, nas secre¢des e na luz glandular. E um parasito
sensivel ao calor e a luz ultravioleta. No meio ambiente o parasito sobrevive por
poucos dias (SOUSA et al., 1991). O microrganismo pode sobreviver no sémen
congelado, na presenga de um crioprotetor (MARTINS et al., 2008; OIE, 2012).

Touros mais velhos muitas vezes tornam-se portadores permanentes,
servindo de reservatorio para a doenca (WALKER et al., 2003). Os machos nio
apresentam sinais clinicos associados com a infec¢do, no entanto, ndo adquirem

imunidade natural contra a Tricomonose Genital Bovina (TGB) (PELLEGRIN;
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LEITE, 2003). O protozoario ndo interfere no comportamento sexual ou na
qualidade do sémen (ANDERSON; BARR; CONRAD, 1994).

Touros mais velhos sdo mais susceptiveis a infeccdo, por apresentarem
as criptas da mucosa prepucial mais profundas ¢ em maior quantidade, o que
proporciona um ambiente de microaerofilia que favorece sobrevivéncia do
agente (PARSONSON; CLARK; DUFTY, 1976). Deve-se levar em
consideragdo também que os touros mais velhos geralmente sdo mais ativos em

relac@o aos touros jovens (RAE et al., 2004).

2.2 Campilobacteriose genital bovina

O agente da Campilobacteriose Genital Bovina (CGB), Campylobacter
fetus subespécie venerealis, ¢ uma bactéria Gram negativo, em forma de “S” ou
“asa de gaivota”, possui um ou dois flagelos polares (conferindo grande
mobilidade) ¢ ndo forma esporos (VANDAMME, 2000). Anteriormente
denominada de vibriose, ¢ uma doenca venérea de bovinos e uma das causas de
infeccdo relacionadas a infertilidade nesses animais (CATENA et al., 2003),
apresentando caracteristicas clinicas e epidemiologicas semelhantes a TB
(McMILLEN et al., 2006).

O relato inicial do achado da bactéria causadora da CGB no Brasil se
deve a D’Apice (1955) no Estado de Sao Paulo. No Estado de Minas Gerais, a
bactéria foi identificada pela primeira vez por Castro et al. (1971 citados por
ALVES et al., 2011).

No Brasil, estudos sobre a CGB utilizando diferentes testes laboratoriais
apontaram indices de prevaléncia que variaram entre 3,5 a 66,9% (ALVES et al.,
2011). No que se refere a esta doenga, Stynen et al. (2003) verificaram indice de
positividade de 25,5% em fémeas em reprodugdo, pela técnica de

imunofluorescéncia direta na cidade de Varginha, mesorregido Sul e Sudoeste de
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MG, situada a 111 km de Lavras — MG , regido de realizagdo do presente
projeto.

A espécie C. fetus ¢ dividida em duas subespécies, cada qual com
distintas caracteristicas epidemiologicas, clinicas e econdomicas (SCHULZE et
al., 2006; BERGEN et al., 2005): Campylobacter fetus ssp. fetus (Cff) pode ser
encontrada no trato intestinal de bovinos e ovinos e pode esporadicamente
causar aborto e infertilidade, enquanto que em seres humanos esta associada
com infec¢des sistémicas (THOMPSON; BLASER, 2000; ON; HARRINGTON,
2001). Em contraste, C. fetus ssp. venerealis (Cfv) ndo € um patdgeno relevante
para seres humanos (CATENA et al., 2003) e estd mais bem adaptado ao trato
reprodutivo bovino, causando a Campilobacteriose Genital Bovina. O agente
ndo sobrevive no trato intestinal de bovinos ou ovinos (WAGENAAR et al.,
2001).

Técnicas de genotipagem foram desenvolvidas com sucesso para
identificagdo do género Campylobacter (WASSENAAR; NEWELL, 2000),
porém nos programas de controle veterinario para erradicacdo desta doenca se
faz crucial diferenciar as subespécies (BERGEN et al., 2005) por meio de
ensaios sensiveis e especificos, tais como a PCR (McMILLEN et al., 2006).

Na fémea bovina, a bactéria invade a mucosa da vagina, cérvix, Utero e
ovidutos (DEKEYSER, 2003). A literatura ja tem descrito a existéncia de
fémeas persistentemente infectadas pelo C. fetus ssp. venerealis. Portanto, o
repouso sexual das fémeas infectadas, para que elas possam se recuperar da
infeccdo, ndo € suficiente para o sucesso no controle da doenga, devido a
presenca de fémeas portadoras que podem manter a doenga no rebanho
(CIPOLLA et al., 1994).

Nos machos, C. fetus ssp. vemerealis tem como habitat a cavidade
prepucial. Neste local, as bactérias permanecem imersas no muco prepucial

presente no interior das criptas prepuciais, sem que o sistema imune do animal
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seja capaz de depura-las, e sem causar problemas clinicos aos animais. Touros
com idade superior a quatro anos, que possuem criptas prepuciais mais
profundas e em maior quantidade apresentam uma maior probabilidade de
portarem a bactéria (DUFTY; CLARK; MONSBOURGH, 1975).

Como exposto, a sintomatologia clinica se assemelha a da Tricomonose
Bovina. Uma caracteristica clinica que pode ajudar a diferenciar a CGB da TB ¢
que pode haver presenca de maceragdo fetal na infecgio por 7. foetus enquanto a
infeccdo por C. fetus ssp. venerealis pode produzir fetos mumificados

(STOESSEL, 1982).

2.3 Importancia econdmica

O Brasil tem o segundo maior rebanho bovino comercial do mundo com
mais de 212,8 milhdes de cabegas, atras apenas da India. Entre os estados da
Regido Sudeste, Minas Gerais se destaca por possuir o maior rebanho,
equivalente a 11,2% do total nacional (IBGE, 2011). No entanto, os indices
reprodutivos e produtivos da pecudria brasileira estio em nivel pouco
competitivo com relagdo aos paises de primeiro mundo (PELLEGRIN, 2002).
Estes indices desempenham um papel fundamental na rentabilidade (PAREZ,
1985; FELLEISEN et al., 1998). Entre as diferentes causas para o problema
podem ser citadas as doengas da reprodugio, onde se destacam a CGB e TB.

A TGB e a CGB siao doengas que atingem tanto o gado de corte quanto
o de leite. E um fato inegavel que ambas as enfermidades determinam perdas de
bezerros, causadas devido aos abortamentos e morte embrionaria (CLARK,
DUFTY, PARSONSON, 1983). Um baixo desempenho reprodutivo determina
menor producdo de leite a ser acrescido na receita da propriedade, incremento
nas despesas de manutengdo com vacas secas, além de maiores taxas de descarte

(LEITE; MORAES; PIMENTEL, 2001). Além disso, causa danos indiretos,
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incluindo honorarios profissionais, gastos com diagnostico, descarte, vacinagdo
e/ou tratamento de animais positivos (PELLEGRIN, 2002).

Tricomonose e campilobacteriose fazem parte da lista de notificacdo
obrigatéria da OIE (World Organisation for Animal Health = Organizago
Mundial de Sanidade Animal) a qual inclui doengas transmissiveis que sdo
consideradas de importancia socioecondmica e/ou saude publica entre paises e
sdo significativas no comércio internacional de animais e seus produtos (OIE,
2014).

Além do impacto na pecuaria, tricomonas estreitamente relacionados
com o Tritrichomonas foetus ja foi identificado no pulmdo de um paciente com
AIDS, salientando o potencial zoonotico do protozoario (DUBOUCHER et al.,
2006).

Em razdo das caracteristicas epidemiologicas de GCB e TB, a partir de
um unico resultado positivo, considera-se o rebanho ou lote como positivo e as
medidas de controle devem ser adotadas (STOESSEL, 1982; LAGE, LEITE,
2000).

2.4 Estudos epidemioldgicos

No Brasil, varios estudos epidemioldogicos apontaram variagdes amplas

quanto a prevaléncia dos agentes, conforme demonstrado nos Quadros le 2.
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Quadro 1 Taxa da Tricomonose Bovina em bovinos de diferentes estados

brasileiros.
Ano Estado” Metodo Taxa (%) Referéncia
diagnéstico”
1947 RS - 1° relato Roehe (1948)
Brasil
1953-1954 CE, PB, I 7,3-9,0 Mello (1954)
PE, BA, RJ
1963 MG I 1° relato Megale (1963)
em MG
1970 SP I 8,0 Amaral et al. (1970)
1971 MG I 14,4 Medeiros e
Figueiredo (1971)
1981 PB I 27,0 Bacalhau (1981)
1991 RS I 1,88 Gomes et al. (1991)
1997 MG I 5,9 Leite et al. (1997)
1958-2001 RJ I 29 Jesus et al. (2004)
2000-2001 PE I 0 Paz Junior et al.
(2010)
2009 RJ I 0 Rocha et al. (2009)
2009 DF I 0 Leal et al. (2012)

% CE: Ceara; BA: Bahia; MG: Minas Gerais; PB: Paraiba; RJ: Rio de Janeiro; PE:
Pernambuco; SP: S3o Paulo; RS: Rio Grande do Sul e DF: Distrito Federal. ° I:

isolamento.

Fonte: Adaptado de Alves et al. (2011).
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Quadro 2 Taxa da Campilobacteriose Genital Bovina em bovinos de diferentes

Estados brasileiros.

Ano Estado” . Mét,Od.O » | Taxa (%) Referéncia
diagndstico
1955 SP I 1° relato D’Apice (1956)
Brasil
1960-1961 RJ MA 3,5 Guida et al.
(1960)
1960 RS MA 27 Mies Filho
(1960)
1963 RS MA 53,8 Mies Filho
(1963)
1967 SP MA 8,2 Castro et al.
(1967)
1971 PR, RS, MG MA 8,0 Castro et al.
(1971)
1976 BA MA 66,9 Costa (1976)
1974-1977 MG IFD 28,9 Leite (1977)
1969-1976 RJ MA 12,0 Ramos e Guida
(1978)
1986 SP I 23,9 Genovez et al.
(1986)
1976-1996 MG IFD 27,9 Lage et al.
(1997)
1995-1996 MS IFD 52,3 Pellegrin et al.
(2002)
1996-1997 MG MA 46,9 Jesus et al.
(1999)
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Ano Método
Estado” . ... 4 | Taxa(%) Referéncia
diagndstico
1996-1997 RJ MA 22,3 Jesus et al.
(1999)
1996-1997 MG I 16,7 Jesus et al.
(1999)
1996-1997 RJ I 423 Jesus et al.
(1999)
1998 MG IFD 25,5 Stynen et al.
(2003)
1999 a RS PCR 10,9 Ziech et al.
2010 (2014)
2000 BA, GO, MA, IFD 19,7 Miranda (2005)
MT, MS, MG,
PA, PR, RS,
RO, SPe TO
2006 MG IFD 0 Freitas et al.
(2006)
2007 ES I 0 Bettero et al.
(2009)
2009 RJ IFD/I 35,9 Rocha et al.
(2009)
2009 DF IFD 11,1 Leal et al.
(2012)

? BA: Bahia; GO: Goias; MA: Maranhdo; MT: Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul;
MG: Minas Gerais; PA: Para; PR: Parana; RJ: Rio de Janeiro; RS: Rio Grande do Sul;

RO: Rondodnia; SP: Sdo Paulo; DF: Distrito Federal e TO: Tocantins; °

Imunofluorescéncia direta; MA: Mucoaglutinagéo; I: isolamento.
Fonte: Adaptado de Alves et al. (2011).

IFD:
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A principal forma de introdugdo da TB e da CGB em um rebanho se da
pela aquisicdo de touros ou vacas infectados (STOESSEL, 1982). Ambos os
agentes sfo encontrados nas criptas epiteliais prepuciais de touros
assintomaticos, onde podem persistir e sdo transmitidos para novilhas ou vacas
durante o coito e vice-versa. No Brasil, acredita-se que estas enfermidades
estejam presentes em todos os Estados da Federacdo em fun¢do das praticas de
manejo reprodutivo utilizadas no pais, tais como a monta natural (ALVES et al.,
2011).

A transmissdo mecanica durante a inseminagdo € rara, porém ¢é possivel
a infeccdo por material ginecoldgico ou androlégico contaminado (YULE;
SKIRROW; BONDURANT, 1989), ou por meio de um touro virgem, quando
este se contamina durante a cobertura com uma vaca infectada ou portadora e,
mecanicamente, contamina uma fémea susceptivel (PELLEGRIN, LEITE,
2003).

Estima-se que apenas 3,8% do rebanho nacional é submetido a
inseminagdo artificial (VOLTA, 1996). Devido a preocupagdo com manejo
sanitario nas centrais de inseminagfo artificial, os animais reprodutores sdo
submetidos a testes intensivos, fato este que contribui para o controle destas
enfermidades (FELLEISEN et al., 1998). Até seis culturas negativas obtidas
semanalmente em intervalos consecutivos sdo necessarios antes do sémen de um
touro ser declarado livre destes agentes (MONKE; MITCHELL, 1998). Porém,
¢ o uso do touro de repasse em matrizes inseminadas que retornam ao cio depois
da 2% ou 3* insemina¢do (PELLEGRIN, 2002), o que compromete o controle de
varias doengas cujos agentes sdo transmitidos durante a monta (PELLEGRIN,
LEITE, 2003).

Segundo Sousa et al. (1991), ndo ha diferenga de susceptibilidade entre
as racas, porém Rae et al. (2004) relataram maior susceptibilidade de Bos taurus

taurus em relacdo a Bos taurus indicus.
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2.5 Diagndstico

Estudos realizados em diversos paises tém sido direcionados mais aos
machos (CLARK; DUFTY; PARSONSON, 1983; BONDURANT, 1990;
PELLEGRIN et al., 1998 ; RAE et al., 2004; ROCHA et al., 2009) que as
fémeas (STYNEN et al, 2003). Os machos sdo considerados como a fonte ideal
para amostragem (McMILLEN et al., 2006) devido ao seu papel de
disseminador da doenga no plantel, por estarem em menor numero na
propriedade e por serem assintomaticos (PELLEGRIN, 2002; BONDURANT,
2005).

Devido ao fato de a infeccdo nas fémeas ser geralmente eliminada
dentro de alguns meses, pode ser dificil detectar as enfermidades nos animais
nas fases tardias da infec¢do (OIE, 2012). Nestas, o material recolhido pode ser
vaginal ou de fetos abortados e suas membranas fetais (CLARK; PARSONSON;
WHITE, 1974).

Nos machos, o esmegma pode ser coletado por raspagem, pipeta de
inseminacdo artificial ou lavado prepucial (GENOVEZ; SCARCELLI,
PICONE, 1986). A raspagem como método de coleta em ambos os sexos em
bovinos infectados produziu contagens mais elevadas dos agentes do que outras
ferramentas de coleta avaliadas. Além disso, a raspagem ¢ considerada mais
facil de ser realizada e isenta de impactos adversos sobre o animal (McMILLEN,
2006).

Deve-se enfatizar que seria ideal o repouso sexual dos touros antes e
durante o intervalo de coletas. No entanto, o produtor geralmente ndo pode
prescindir de seu reprodutor por um periodo de 45 dias, mesmo que isto diminua
a sensibilidade do diagnostico de seu rebanho (PELLEGRIN, 2002). Por esta

razdo, o repouso sexual previamente a amostragem ¢ geralmente negligenciado.
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2.5.1 Microscopia Tritrichomonas foetus

O diagnostico da Tricomonose Bovina pode ser baseado em um exame
microscopico do sedimento do lavado prepucial de touros e swabs de secregdes
cérvicovaginais nas fémaeas (FELLEISEN et al., 1998).

Na microscopia, as amostras s@o inicialmente testadas para mobilidade,
forma piriforme ou fusiforme e sdo corados de modo que a morfologia e nimero
de flagelos possam ser determinados. Tritrichomonas foetus possui 10-25 mm de
comprimento e 3-15 mm de largura e uma membrana ondulante esta presente ao
longo de todo o comprimento do corpo, terminando com um unico flagelo
posterior e trés anteriores (HAYES; ANDERSON; WALKER, 2003). Todos os
flagelos participam do movimento do protozoario (MONTEIRO-LEAL,;
FARINA; SOUZA, 1996). Uma das principais caracteristicas morfologicas de T.
foetus é o movimento em sentido anti-horario (BONDURANT, 1997).

Nos machos, a identificagdo precisa do patogeno bovino Tritrichomonas
foetus €, por vezes, dificultada devido a presenca de outros protozoarios
semelhantes nas amostras clinicas da cavidade prepucial, como
Tetratrichomonas (HAYES; ANDERSON; WALKER, 2003),
Pseudotrichomonas ou Monocercomonas que podem gerar confusdo variando
no numero de flagelos anteriores, porém estas diferencas podem ndo ser
facilmente observadas com microscopia de luz padrio (BONDURANT;
GAJADHAR; CAMPERO, 1999).

Estes outros protozoarios sdo provavelmente de origem intestinal
(DUFERNEZ et al., 2007). A presenca destas espécies pode estar relacionada
com praticas de sodomia (homossexualismo). Este meio de transmissdo € pouco
provavel para o 7. foetus, que é mais especifico para o trato genital. Essa pratica
¢ geralmente observada em propriedades onde ¢ comum a criagdo de touros de

diferentes idades em um tnico local (PARKER et al., 2003).
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A existéncia de outros Tritrichomonas no prepucio bovino sugere que o
teste de diagnoéstico "padrdo ouro”, ou seja, a cultura de organismos vivos de
secregdes reprodutivas deve ser confirmada por um teste mais especifico, tal

como a PCR (CAMPERO et al., 2003).

2.5. 2 Microscopia Campylobacter fetus

C. fetus ssp. venmerealis, devido a presenca de seus flagelos, possui
mobilidade, que pode ser facilmente observada por meio de microscopia de
contraste de fase (QUINN et al., 1994).

Espécimes que sdo suspensas em solugdo salina fisioldgica provaram ser
estaveis durante o transporte a temperatura ambiente por até 48 horas

(McMILLEN et al., 2006).

2.5.3 Isolamento em cultura Tritrichomonas foetus

A inoculagdo de amostras em meios de cultura deve ser feita o mais
rapidamente possivel apos a colheita (OIE, 2012). Os meios de cultura devem
ser examinados microscopicamente desde o dia um ao dia sete apds a inoculagdo
(BRYAN; CAMBELL; GAJADHAR, 1999).

O crescimento de 7. foetus pode ser inibido devido a contaminagdo por
outros microrganismos e a quantidade de microrganismos pode ndo atingir
numero adequado para a utilizagdo de microscopia de contraste de fase ou
técnicas de coloragio (BONDURANT, 1997).

Nas amostras em que o crescimento é adequado, é possivel detectar e
identificar os organismos por microscopia de contraste de fase (TAYLOR;

MARSHALL; STACK, 1994) ou utilizar métodos de coloracdo, tal como
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solugdo de lugol, Giemsa ou prata para ajudar na visualizagdo do parasito (LUN;
GAJADHAR, 1999).

Quando a amostra estd contaminada ou apresentando baixo numero de
parasitas ou com parasitos inviaveis, essa técnica pode ser demorada e laboriosa,
podendo levar a resultados falso-negativos (FELLEISEN et al., 1998). Outro
fator € que tipos selvagens do parasito podem ser de dificil cultura, mesmo em
condigdes ideais (RILEY et al., 1995).

MARTINS et al. (2004) estudou a utilizagdo de agua de coco para
manutengdo in vitro de T. foetus. Porém, o meio que vem sendo mais largamente
empregado é o Diamonds pode, no entanto, ser utilizado o Rieck (leite em
potantibidticos) ou Lactopep (peptona+tleite em pd+antibidticos) que embora
ndo sejam tao seletivos para o Tritrichomonas quanto o Diamonds tem, no seu
facil preparo e baixo custo, sua maior vantagem. O meio Lactopep ¢ eficiente
para o transporte e cultivo do parasito além de ser de facil conservagdo (LOPES
et al., 1995).

Um kit desenvolvido nos Estados Unidos, denominado InPouchTM
(Biomed, San Jose-CA), que contém um meio de cultivo proprio para o
isolamento de 7. foetus tem sido utilizado largamente naquele pais por
apresentar tdo boa sensibilidade quanto o meio de Diamonds, tendo como

vantagem ser de facil manuseio (PELLEGRIN, 2002).

2.5.4 Isolamento em cultura Campylobacter fetus

O isolamento e identificagdo do organismo pela cultura ¢ aceito como
método "padrao ouro" para confirmar o diagnostico da infec¢do por C. fetus. No
entanto, a viabilidade reduzida do agente em amostras clinicas pode afetar os
resultados obtidos (BROOKS et al., 2004). A bactéria € microaerofila, tendo sua

viabilidade limitada em niveis normais de oxigénio atmosférico, o que limita a
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sua sobrevivéncia durante o transporte (CLARK et al., 1974). Esta necessita de
atmosfera rica em CO, (10%) e reduzida concentragdo de O, (5%) para seu
crescimento (VANDAMME, 2000). Recomenda-se que as amostras sejam
inoculadas em até 48 horas apods a coleta no meio seletivo (CLARK; DUFTY,
1978).

O agar sangue parece ser o meio de escolha para a maioria dos testes de
tolerancia utilizados para a identificagdo de isolados de Campylobacter desde
que outros fatores importantes (tais como o tamanho do inéculo e condigdes
atmosféricas) sejam também considerados. Sempre que possivel, prefere-se agar
sangue ao meio liquido, para evitar ma interpretacdo dos resultados dos testes
fenotipicos (ON; HOLMES, 1991).

O teste fenotipico prescrito pela Organizagdo Mundial da Saude Animal
para diferenciar as duas subespécies de C. fetus ¢é o teste da tolerancia a glicina.
Este teste ¢ baseado no crescimento de Cff, mas ndo de Cfv em glicina a 1%. No
entanto, a diferenciacdo fenotipica de isolados de C. fetus pode ser uma tarefa
complicada. Em alguns laboratdrios, variantes de ambas as subespécies de C.
fetus t€m sido observados, o que pode ser atribuido a padronizacdo insuficiente
ou inadequada ndo descartando o fato de que a tolerdncia a glicina pode ser
adquirida por mutacdo (CHANG; OGG, 1971).

Outros exemplos de testes fenotipicos incluem a redugfdo de selenito e
sensibilidade a antibidticos (como metronidazol e cefoperazona). Estes sao
apenas indicativos, ndo discriminando completamente as subespécies (ON,
1996).

Comparando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com o isolamento
bacteriano, Groff et al. (2010) relataram a superioridade da técnica de PCR
(maior rapidez, sensibilidade e especificidade) quando comparada com métodos
padrdo de isolamento, fornecendo evidéncias de sua utilizagdo como um teste de

melhor projecdo para diagndstico da CGB. Segundo estes autores, a utilizagéo



30

da técnica de isolamento como o Gnico método de diagndstico compromete os
dados epidemiologicos e dos programas de controle.

Quando os meios de transporte ndo sdo utilizados o isolamento tem
produzido resultados praticamente insignificantes (GENOVEZ; SCARCELLI;
ROIJAS, et al., 1989). Sdo meios enriquecidos de transporte: Clark (BROOKS et
al., 2004), Cary Blair Transport medium (COBO et al., 2003), Skirrow’s e
Weybridge medium (McMILLEN et al., 2006), MacConkey agar medium
(VARGAS et al., 2003).

Além de fatores relacionados ao transporte, o crescimento lento e as
exigéncias nutricionais e relacionadas as condi¢cdes atmosféricas especiais
requeridas pelo C. fetus ssp. venerealis permitem o crescimento rapido de

organismos contaminantes (CLARK et al., 1974).

2.5.5 Mucoaglutinacao Tritrichomonas foetus

No passado ja foi utilizado um teste de aglutinag@o utilizando muco
recolhido a partir do colo do utero e um antigeno produzido a partir de
organismos cultivados. Do mesmo modo, um teste intradérmico utilizando-se
um precipitado do lisado do microrganismo em acido tricloroacético também foi
utilizado em rebanhos. No entanto, estes métodos ndo sdo recomendados para a
deteccdo de 7. foetus nos animais por apresentarem baixa sensibilidade e

especificidade (OIE, 2012).

2.5.6 Mucoaglutinaciao Campylobacter fetus

A mucoaglutinacio € realizada com o muco cérvicovaginal de fémeas. O

método é muito utilizado em diagnostico de rebanho, porém ndo é capaz de

detectar animais portadores, além de ter baixa sensibilidade e especificidade,
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podendo apresentar resultados falso negativo e falso positivo (PELLEGRIN,
2002).

As tentativas para demonstrar anticorpos para Cfv em material do
prepucio coletados de touros infectados foram infrutiferas. Isso se deve ao fato
de a bactéria ndo ter um carater invasivo nos machos, ndo induzindo, portanto,

grande produgdo de anticorpos (ZIECH et al., 2014).

2.5.7 Testes imunologicos Tritrichomonas foetus

Outro recurso de diagnostico que pode ser empregado é a
imunohistoquimica (RHYAN et al., 1995) ou sorologia (BONDURANT, 1997),
sendo um problema dos testes imunoldgicos para a a detec¢do de anticorpo (tais
como ELISA) a sua utilizacdo de preparacdes brutas contendo diversos
antigenos que reagem de forma cruzada com outros microorganismos (IKEDA,;

BONDURANT; CORBEIL, 1995).

2.5.8 Testes imunologicos Campylobacter fetus

Outros métodos, tais como imunofluorescéncia direta (IFD) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA) sdo também utilizados para o diagndstico, no entanto,
eles apresentam limitagdes em termos de sensibilidade e especificidade
(BROOKS et al., 2004; McFADDEN et al., 2005, McMILLEN et al., 2006). A
IFD néo distingue as duas subespécies de C. ferus (FIGUEIREDO et al., 2002).

2.5.9 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR conta com a vantagem de que este método molecular pode

acomodar um grande numero de amostras, ¢ facil de realizar e é relativamente
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rapido (HO et al., 1994), permitindo a deteccdo de microorganismos mortos
(OIE, 2012). Ja foi comprovado que este método pode ser utilizado com eficacia
para o diagnostico complementar a outros meios de diagndstico ou até mesmo
como diagnostico primario e unico da infec¢do (RILEY et al., 1995). A técnica
permite, sem maiores dificuldades, a analise de amostras contaminadas por
diferentes microrganismos como bactérias, fungos ou até mesmo outros
protozoarios, que dificultariam métodos de diagnostico como o cultivo e o
exame direto (FELLEISEN et al., 1998).

A viabilizagdo das técnicas de diagnostico molecular, baseadas na
deteccdo de genes ou porcdes génicas especificas dos agentes, ofereceu, entre
outros beneficios, a possibilidade de superar alguns problemas de diagndstico
pelos métodos tradicionais, principalmente em relagdo a baixa sensibilidade e
especificidade (McMILLEN et al., 2006).

No entanto, na preseng¢a de material do prepucio, um maior nimero de
agentes ¢ necessario para produzir um resultado PCR positivo, o que ¢é
provavelmente devido a inibi¢do pelos componentes do esmegma no prepucio
(OIE, 2012).

Os inibidores atuam geralmente em uma reacdo das seguintes maneiras:
eles interferem com a lise da célula, necessaria para a extracdo do DNA; por
degradagdo do acido nucleico alvo; ou inibem a atividade da polimerase para a
amplificagdo do DNA alvo e assim reduzem a sensibilidade do teste (HO et al.,
1994).

Durante a coleta de muco prepucial e cérvicovaginal, estas amostras
podem facilmente tornar-se contaminadas com uma gama de materiais,
incluindo urina, pus, s€men, fezes e/ou sangue. Todos os cinco componentes tém
sido documentados como contendo elementos que podem interferir com os testes

de PCR (WILSON, 1997) a menos que medidas adequadas de purificagdo de
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DNA sejam realizadas (AL-SOUD; RADSTRON, 2001; INGLIS,
KALISCHUK, BUSZ, 2003).

Técnicas de lise pelo calor tém sido aplicadas com sucesso para o
isolamento do DNA a partir de amostras para diagndstico e, por conseguinte
oferece uma reducdo de tempo de trabalho para a aplicagdo de rotina de
diagnosticos baseados em DNA. Porém, o processamento da amostra bruta nio
remove todas as substancias potencialmente inibidoras da PCR (KOROLIK et
al., 2001).

No trabalho desenvolvido por Schmidt, Venter e Picard (2010), o limite
de detecgio do ensaio foi aparentemente afetado quando as amostras
enriquecidas com até 50% de urina, esperma ou sangue foram testadas.
Contaminagdo fecal foi demonstrada ter um grande efeito inibitorio sobre o
mesmo ensaio em concentragdes tdo baixas como 1%. A inclusdo de um
controle interno na PCR ¢é a forma viavel de garantir que os resultados falsos
negativos ndo serem apresentados como resultado das falhas de PCR devido a
presenca destes inibidores nas amostras.

Nos machos, a raspagem da mucosa peniana e prepucial foram
consideradas mais rapidas, seguras, por onde a contaminagdo pela urina ¢
facilmente evitada, o volume das amostras é menor e mais concentrado, a
contaminagdo por poluentes ambientais é reduzida (IRONS; HENTON;
BERTSCHINGER, 2002). Porém, como desvantagem, a raspagem sem cautela
pode ser um método traumatico, onde as amostras muitas vezes podem conter
sangue e outros produtos de dano epitelial superficial (MUKHUFHI et al.,
2003).
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2.5.9.1 PCR Tritrichomonas foetus

Para detecgdo de 7. foetus, um conjunto de iniciadores baseados na
sequéncia de rRNA 5.8S demonstrou boa especificidade de diagndstico (TFR3 e
TFR4) (FELLEISEN et al, 1998) e sdo o conjunto de primers mais citados em
literatura publicada (OIE, 2012).

Felleisen (1997) descreveu a analise comparativa da sequéncia do gene
rRNA 5.8S e as regides espacadoras internas transcritas ITS1 e ITS2 de 7. foetus
de varios isolados originarios de diferentes regides geograficas e as sequéncias
provaram ser muito similares em todas as estirpes analisadas. Portanto, estas
sequéncias representam um alvo adequado para a amplificagio por PCR
(CHAKRABARTI et al., 1992).

No trabalho de Felleisen et al. (1998) a elevada sensibilidade do teste de
PCR permitiu a deteccdo de um unico organismo de 7. foetus em meio de
cultura de diagndstico e cerca de 50 parasitas por ml de fluido de lavagem
prepucial. Este baixo limite de detec¢do pode permitir o ensaio de PCR ser
utilizado para aumentar a sensibilidade dos testes de diagnostico atuais
(PARKER; LUN; GAJADHAR, 2001).

Em um estudo realizado por Culberson et al. (1986) para avaliar a
especificidade da PCR utilizando diferentes espécies de parasitos, observou-se
que houve amplificagdo para as espécies 7. mobilensis ¢ T. suis. T. mobilensis
tem sido descrito como um parasita intestinal do macaco esquilo e €, portanto,
de menor importancia em um diagndstico diferencial. 7. suis, no entanto, é um
parasita de suinos, tendo a cavidade nasal e o trato digestivo (estdbmago, intestino
delgado, grosso e ceco) como locais para os quais o organismo tem uma
predilecdo (TACHEZY et al., 2002). T. foetus e T. suis indicam identidades de
sequéncia nas suas unidades de genes de rRNA (FELLEISEN, 1997).
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O trabalho de Xu, Lun e Gajadha (1998) aponta que os numeros
cromossOmicos de 7. foetus e T. suis sao os mesmos. Por conseguinte, este teste
também poderia ndo discriminar entre as duas espécies. Assim, estas
observagdes apoiam a hipotese, ja formulada por outros pesquisadores
(TACHEZY et al., 2002), de que os Tritrichomonas de bovinos, suinos e felinos
(GRAHN et al., 2005) representam apenas as cepas ou variantes da mesma
espécie, caracterizadas por diferencas na gama de hospedeiros e potencial

patogenicidade (FELLEISEN, 1997).

2.5.9.2 PCR Campylobacter fetus

Para Campylobacter o ensaio de PCR tem sido utilizado tanto para a
identificacdo de Campylobacter fetus (BLOM et al., 1995) quanto de suas
subespécies (ON; HARRINGTON, 2001, WAGENAAR, et al.,, 2001). A
especificidade, sensibilidade, praticidade e rapidez tornam a PCR uma
alternativa mais eficiente para o diagndstico da CGB, permitindo, assim, uma
melhor estimativa da prevaléncia desta enfermidade em rebanhos, para a adogcéo
de medidas de controle, visando aumentar a produtividade (GROFF; VARGAS,
2005). O protocolo de amplificacdo bastante utilizado compreende o descrito
por Hum et al. (1997), com modifica¢des realizadas por Vargas et al. (2003) ¢
Groff et al. (2010), onde a amplificag@o baseia-se em dois pares de iniciadores,
sendo o primeiro: MG3F ¢ MG4R, com um amplicon de 750 pb de tamanho e o
segundo VenSF e VenSR, com 142 pb de tamanho, especifico para detectar a
subespécie venerealis. Neste trabalho, utilizando DNA extraido pelo protocolo
de CTAB, foi possivel detectar 63 unidades formadoras de coldnias de C. fetus

por ml de meio na PCR.
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2.5.10 PCR Multiplex

PCR Multiplex pode utilizar mais do que um conjunto de iniciadores
numa mesma reagdo ¢ pode ser usado para a deteccdo simultdnea de varios
patogenos (MOTHERSHED; WHITNEY, 2006).

Esta técnica tem potencial para produzir consideravel redugdo de tempo
e de esfor¢o dentro do laboratorio sem comprometer a utilidade do teste. No
campo das doengas infecciosas, a técnica mostra ser um método valioso para a
identificagdo de virus, bactérias, fungos e parasitas (ELNIFRO et al., 2000).

Ha trabalhos que utilizaram a técnica da PCR Multiplex que se destina a
identificar e diferenciar subespécies C. ferus (SCHMIDT; VENTER; PICARD,
2010; PERSSON; OLSEN, 2005); enquanto ha outros pesquisando a prevaléncia
do T. foetus ¢ do C. fetus em PCR’s individuais para cada microorganismo
(MADOROBA et al., 2011).

Existem pesquisas no desenvolvimento de PCR Multiplex para outras
doengas reprodutivas, como para detecc¢do de Brucella, Leptospira e Herpesvirus
bovino-1 (BHURE et al., 2012), Brucella abortus, Leptospira interrogans
sorovar pomona, Campylobacter fetus e Haemophilus somnus (DIAS et al.,
2012). Porém, n3o foram encontrados trabalhos versando sobre a utilizagdo da
PCR Multiplex para deteccdo simultinea do 7. foetus ¢ do C. fetus ssp.

venerealis.

2.6 Profilaxia e controle

A presenga de animais velhos constitui um dos principais fatores que
levam a tricomonose e campilobacteriose a perpetuar-se no rebanho. Em
rebanhos infectados ¢ recomendado o descarte de touros com sete/oito anos de

idade e substituicdo por reprodutores jovens, se possivel virgens ou testados
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(BONDURANT, 1990). No entanto, em muitas propriedades, animais
considerados geneticamente superiores s@o utilizados por muito mais tempo
(PELLEGRIN, 2002).

E necessario também evitar touros “arrendados” ou utilizados em
parceria e levar touros em pastagens comuns. A segrega¢do de animais jovens
para a formagdo de um rebanho livre dessas doengas sexualmente transmissiveis
a partir de novilhas virgens e de touros nfo infectados seria ideal, mas ¢ dificil
de ser realizada na pratica, porque é necessario que ocorra segregacao total dos
animais livres da infec¢do daqueles infectados. Essas enfermidades sdo de dificil
controle em paises com grandes rebanhos bovinos, como o Brasil (ALVES et al.,
2011).

O controle efetivo tem sido dificultado pela insensibilidade do
diagndstico tradicional que se da pela da microscopia dptica ou que exige o
isolamento e o cultivo do agente (HO et al., 1994).

A protecdo conferida pelas vacinas com 7. foetus se apresenta em niveis
muito baixos, com 45% de protecdo. No entanto, sua utilizagdo é preconizada,
pois reduz os prejuizos dos proprietarios, pela diminui¢do do tempo de infecc¢ao
e pelo aumento da taxa de paricdo (KVASNICKA et al., 1992). A protegdo
estimulada pela vacina¢do contra TB é menor em touros, mas foi observado que
a vacina¢do de touros induz imunidade sistémica e local, o que leva a resisténcia
ao desafio por T. foetus (CLARK; DUFTY; PARSONSON, 1983).

No estudo de PELLEGRIN et al. (1998), o uso tdépico da acriflavina
mostrou-se muito eficaz no tratamento da Tricomonose Bovina, podendo ser
uma alternativa de tratamento desta doenga em nosso meio. Porém, no mercado
nacional nfo ha drogas aprovadas para o tratamento especifico dos animais
infectados (CORBEIL, 1994), sendo a vigilancia estrita de touros por métodos
sensiveis e precisos de diagndstico uma medida eficaz para a prevencdo da

tricomonose bovina (FELLEISEN et al., 1998).
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Vacinas constituem um recurso adequado ¢ importante para o controle
da Campilobacteriose e estas sdo consideradas meios eficazes de controle da
doenga (McMILLEN et al., 2006). Outra medida de controle e prevengdo
amplamente difundida para a CGB ¢ a aquisicdo de touros com certificacdo
negativa para a doenca (LAGE, LEITE, 2000).

A doenga tem sido controlada por meio de uma gestdo de medidas
eficientes. Estas incluem a utilizagdo de novilhas, periodo de descanso de vacas
infectadas até que as culturas uterinas estejam negativas, bem como o abate de
touros infectados e vacas menos valiosas (CORBEIL, 1994).

Rae et al. (2004) ressaltam que o conhecimento do proprietario acerca
das doengas teve um efeito protetor e que a educagdo sobre as mesmas poderia
auxiliar no seu controle. A falta de informagéo por parte dos produtores rurais
ainda € um obstaculo quanto a sanidade do rebanho, sendo necessario divulgar
as informagdes para que os mesmos possam utiliza-las, contribuindo para o

aumento da produtividade dos rebanhos bovinos (VIANA; ZANINI, 2009).
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Resumo: O objetivo dos autores com o presente estudo foi determinar a
prevaléncia da Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) e da Tricomonose
Genital Bovina (TGB) em touros encaminhados a quatro abatedouros da regido
sul de Minas Gerais, Brasil. Para isto, amostras de esmegma prepucial de 200
touros de diversas genealogias foram coletadas em quatro abatedouros da regido
supracitada, no ano de 2013, e foram submetidas ao cultivo ¢ a PCR visando
detectar a presenga dos patogenos Tritrichomonas foetus, Campylobacter fetus
ssp. fetus e Campylobacter fetus ssp. venerealis. Todas as amostras
apresentaram resultado negativo na cultura para isolamento de 7. foetus. Por
meio dos testes moleculares, verificou-se as prevaléncias de 8% (16/200) para T.
foetus; de 17,5% (35/200) para C. fetus ssp. fetus e de 13,5% (27/200) para C.
fetus ssp. vemerealis. Os testes moleculares se mostraram eficientes para

diagnosticar as infecgdes por 7. foetus e por Campylobacter fetus ssp.
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venerealis, evidenciando a ocorréncia da TGB e da CGB em touros

encaminhados a abatedouros da regido sul de Minas Gerais, Brasil.

Termos para indexiza¢io: campilobacteriose, tricomonose, diagnostico, reagao

em cadeia da polimerase, bovino.
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1. Introducio

O Brasil possui o maior rebanho bovino comercial do mundo, estimado
em 212,8 milhdes de cabegas. Entre os estados da regido Sudeste, Minas Gerais
(MG) se destaca por possuir 0 maior rebanho, equivalente a 11,2% do total
nacional (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATfSTICA,
IBGE, 2011).

O desenvolvimento da bovinocultura no Estado de Minas Gerais
apresenta aspectos socioecondémicos importantes, como a contribuicdo ao
agronegocio ¢ o auxilio a fixagdo do homem no campo. Um dos obstaculos a
esse desenvolvimento sdo os problemas sanitarios, que elevam o custo de
producdo e reduzem a competitividade dos produtos gerados. Entre esses
problemas, destacam-se as doengas da reprodugdo por ocorrerem de forma
insidiosa e disseminada, comprometendo o desempenho produtivo e reprodutivo
dos rebanhos afetados.

Entre os agentes causadores de problemas reprodutivos em bovinos
submetidos a monta natural, destacam-se o protozoario Tritrichomonas foetus e
a bactéria Campylobacter fetus ssp. venerealis, causadores da Tricomonose
Genital Bovina (TGB) e da Campilobacteriose Genital Bovina (CGB),
respectivamente, enfermidades que possuem ampla distribui¢do mundial e para
os quais os estudos apontam alta prevaléncia nos rebanhos brasileiros (Alves et
al., 2011). No Brasil, a TGB e a CGB possivelmente estio presentes em todos os
estados da federagdo em fungéo das praticas de manejo reprodutivo utilizadas no
pais, com a predominancia da monta natural em condi¢des extensivas (Alves et
al., 2011, BonDurant, 2005).

A CGB e a TGB sfo doengas que ganham destaque por imporem
prejuizos econdmicos relevantes a exploragdo pecuaria, representados

infertilidade, prolongamento do intervalo de partos (Alves et al., 2011), e danos
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indiretos incluindo honorario profissional, gasto com estabelecimentos de
diagnostico, descarte ou tratamento de animais positivos (Pellegrin, 2002). Além
disto, elas fazem parte da lista de notificacdo obrigatoria da OIE (Organizagdo
Nacional de Sanidade Animal) a qual inclui doengas transmissiveis que sdo
consideradas de importancia socioecondmica e/ou saude publica entre paises e
sdo significativas no comércio internacional de animais e seus produtos (OIE,
2014).

Em rebanhos nacionais, o impacto econdmico decorrente destas
enfermidades ¢ pouco estudado, sendo os estudos escassos e antigos € isso
acontece provavelmente por auséncia de diagndstico sistematico em todo o pais,
associado as dificuldades de envio e analise laboratorial de amostras clinicas e
ao pequeno nimero de laboratorios com capacidade técnica para a realizacdo do
diagndstico destas doengas (Alves et al., 2011).

Os estudos brasileiros sobre a CGB e a TGB em sua maioria utilizam
técnicas de diagndstico tradicionais, tais como isolamento (Leite et al., 1997;
Rocha et al., 2009), mucoaglutinacdo (Castro et al., 1971) e imunofluorescéncia
direta (Stynen et al., 2003; Leal et al, 2012). Estes testes, no entanto,
apresentam baixa sensibilidade e especificidade, o que constitui sério entrave
para o monitoramento e conhecimento da real importincia desta doenga nos
bovinos (McMillen et al., 2006).

O uso de técnicas moleculares, tal como a PCR que possibilita a analise
de grande nimero de amostras ¢ que ¢ de facil e rapida execu¢do (Ho et al.,
1994) para o diagnostico dessas enfermidades, pode possibilitar superar as
limitagdes dos métodos tradicionais de diagndstico para estas enfermidades.
Desta forma, o objetivo com este estudo foi verificar a presenca de 7. foetus ¢ de
C. fetus ssp. vemerealis em amostras de esmegma prepucial de touros

encaminhados a abatedouros da regido sul de Minas Gerais por meio da PCR.
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2. Material e Métodos

2.1 Local do estudo

O estudo foi realizado na regido Sul de Minas Gerais/Brasil em amostras
de esmegma coletadas em quatro frigorificos de bovinos de trés municipios do
estado: Perddes, Boa Esperanga e Campo Belo, com Servicos de Inspeco
Municipal, Estadual e Federal, respectivamente. De acordo com as “guias de
transito animal” (GTA), os animais eram touros provenientes de varios

municipios de Minas Gerais, como demonstrado na Figura 1.
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Fig. 1. Localizagdo geografica das cidades de origem dos animais amostrados no

Estado de Minas Gerais, Brasil. Mapa gerado pelo DIVA-GIS 7.5.

2.2 Amostragem

Trata-se de um estudo no qual o objetivo ¢ investigar a presenca do 7.
foetus e do C. fetus ssp. venerealis em animais provenientes de abatedouros do
Sul de Minas Gerais. Para tal, no periodo de dezembro de 2013, foi realizada
uma amostragem aleatoria, ndo probabilistica de 200 reprodutores de diversas

genealogias. Um total de 200 amostras de esmegma foi coletado, perfazendo 116
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amostras dos abatedouros de Campo Belo, 20 do abatedouro de Perddes e 64 do

abatedouro de Boa Esperanga.

2.3 Coleta das amostras

Em todos os abatedouros, foram selecionados aleatoriamente, durante a
linha de abate, bovinos machos ndo castrados, evitando-se lotes de confinamento
e animais com idade inferior a dois anos. A coleta de amostras se deu logo apoés
a insensibilizagdo ¢ morte dos animais, onde um funcionario do abatedouro
seccionou, com auxilio de uma faca, o pénis juntamente com o prepucio. As
pecas foram higienizadas com toalhas de papel quando havia excesso de
sujidades.

Sobre uma bandeja, realizou-se a exposi¢do do pénis com auxilio de
uma ping¢a dente de rato e entdo raspagem de toda extensdo da regido peniana e
prepucial com colheres de plastico descartaveis, recolhendo-se o esmegma.
Todos os materiais eram renovados, incluindo as luvas, apos a coleta de cada
amostra, visando evitar a contaminac¢io entre as amostras.

O esmegma foi armazenado em frascos esterilizados devidamente
identificados e contendo solug@o salina estéril (5 mL). Os frascos contendo as
amostras foram acondicionados em caixas isotérmicas, em temperaturas
ambiente, e prontamente conduzidas ao laboratério. Uma aliquota das amostras
de esmegma foi semeada em meio Lactopep, visando o isolamento de 7. foetus.
O restante das amostras foi congelado (-20 °C) até o momento da realizagdo dos

testes moleculares.

2.4 Isolamento de T. foetus
Uma aliquota de aproximadamente 200 ul de cada amostra recém-

coletada foi semeada em meio de cultura Lactopep em, no maximo, 12 horas
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apos a coleta, visando o isolamento de 7. foetus. O meio Lactopep foi preparado
segundo Lopes et al. (1995).

Todas as culturas foram incubadas em estufa a 37 °C e analisadas por
meio de microscopia de campo escuro (100 e 400X) diariamente do 1° ao 7° dia
de incubagfo. A presen¢a de pelo menos um protozoario dotado de morfologia
microscopica ¢ de mobilidade tipicas foi interpretada como resultado positivo

(Pellegrin et al., 1998).

2.5 Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR foi realizada a partir do DNA extraido das amostras de muco.
Previamente & extragdo de DNA das amostras, as mesmas foram concentradas
no aparelho Concentrator (Eppendorf, Hamburg, Germany, modelo 5301),
visando aumentar a sensibilidade dos testes moleculares. Para realizar a
concentracdo das amostras, 1,5 ml de cada amostra diluida em solu¢do salina foi
concentrado para 150 pl.

Para a extracfio, foi utilizado o kit comercial (DNeasy” Blood & Tissue
Kit; QIAGEN, Netherlands), utilizando a proteinase K, segundo as
recomendagdes do fabricante. Apds a extragdo as amostras de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5% e coradas em brometo de
etideo, visando avaliar a integridade do DNA extraido. Nao estando o DNA
viavel, era procedida nova extragdio. O DNA extraido das amostras foi
armazenado a -20 °C até o momento de realizagdo da PCR.

Os iniciadores utilizados para a detecgdo de 7. foetus, C. fetus ssp. fetus

e C. fetus ssp. venerealis se encontram relacionados no Quadro 1.
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Quadro 1 Iniciadores utilizados para realizagdo da PCR de 7. foetus, C.

fetus ssp. fetus e C. fetus ssp. venerealis.

Agente Sequéncia 5’ para 3’ Produto de | Referéncia

amplificacdo

Tritrichomonas |TFR3-5CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC-3’ 347 pb Felleisen
Jfoetus et al.
TFR4-5’CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3’ (1998)
Campylobacter MG3F-5>°GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3’ 750 pb
fetus ssp. fetus
MGA4R-5’TAGCTACAATAACGACAACT-3’ Hum et al.
(1997)
Campylobacter | VenSF-5’CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT-3" 142 pb
Setus ssp.

. VenSR-5’GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT-3’
venerealis

Para T. foetus foram utilizados reagentes-padrio para as reacdes (Taq
DNA Polimerase, Ludwig Biotecnologia Ltda, Brasil; Set of dATP, dCTP,
dGTP, dTTP; Roche Applied Science). As reagdes foram ajustadas para um
volume final de 30 uL e as condi¢des definidas para a PCR de cada reagfo
foram: 3 pL. de Tampao da Tag-polimerase (10x), 2,5 uL MgCl, 50 mM, 1,0
mM dNTPs, 2U Taq DNA Polimerase, 10 uM de cada primer ¢ 10 pl de DNA
template. Todas as reagdes foram realizadas em termociclador (Applied
Biosystems, Carlsbad, USA), usando as seguintes condigdes: 95 °C por cinco
minutos; 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos (desnaturacio e abertura das fitas
de DNA), alinhamento dos primers a 66 °C por 30 segundos e extensdo a 72 °C
por 1 minuto e 30 segundos; e extensdo final por 15 minutos a 72 °C.

Para a PCR Multiplex de C. fetus e C. fetus subsp. venerealis foram
utilizados os mesmos reagentes empregados na PCR para 7. foetus. As reagdes
foram ajustadas para um volume final de 30 pL e as condi¢des definidas para a

PCR de cada reacdo foram: 3 pL de Tampao da Tag-polimerase (10x), 2,5 pL
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MgCl, 50 mM, 1,0 mM dNTPs, 1,5U Taq DNA Polimerase, 10 uM de cada
primer e 10 pul de DNA template. Todas as reagdes foram realizadas em
termociclador PT100 (Applied Biosystems, Carlsbad, USA), usando as seguintes
condigdes: 95 °C por trés minutos; 35 ciclos de 95 °C por 30 segundos
(desnaturagdo e abertura das fitas de DNA), alinhamento dos primers a 52 °C
por 30 segundos e extensdo a 72 °C por dois minutos; e extensdo final por 7
minutos a 72 °C.

Para T. foetus, como controle negativo, foi utilizado uma amostra de
Trichomonas vaginalis (cepa X) e como controle positivo uma amostra de 7.
foetus (cepa K). Nos ensaios de PCR Multiplex visando a detec¢do de C. fetus
ssp. fetus e de C. fetus ssp. venerealis foram utilizados como controles positivos
as amostras de C. fetus ssp. fetus ATCC27374 e C. fetus ssp. venerealis
ATCC19438. Como controle negativo foi utilizada a amostra de C. jejuni
ATCC10351.

Os produtos de PCR foram adicionados de tamp3o de corrida 6X (Gel
Loading Dye, Blue, New England” Biolabs Inc) e submetidos & eletroforese em
gel de agarose a 1,5% (Invitrogen Brasil, Sdo Paulo), utilizando tampdo de
corrida TAE 1X (Tris-Acetate, 0,04 M; EDTA, 0,001 M), por duas horas a 60 V.
Foi utilizado marcador de tamanho molecular de 100 pb (New England Biolabs®
Inc). Os géis foram corados por GelRed (Biotium) ou brometo de etideo 0,5
ug/mL (Amresco) e as imagens registradas em aparelho transluminador (L-Pix

Chemi Photo Digitizer - Loccus Biotecnologia, Brasil) para analise e edigdo.

3. Resultados e discussao
O cultivo das 200 amostras de muco em meio de cultura Lactopep ndo
resultou em nenhuma cultura positiva até o sétimo dia de observagdo. Os
primers utilizados se mostraram especificos, resultando na amplificagdo somente

dos agentes para os quais foram desenhados.
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Nao foi possivel a realizagdo da PCR diretamente a partir das amostras
brutas de muco (sem extragdo prévia do DNA), mesmo apos a lise térmica,
possivelmente devido a presenga de inibidores nas amostras, o que implicou na
necessidade de utilizagdo de kits para a extragdo e purificacdo de DNA.

Entre as 200 amostras analisadas, 8% (16/200) foram positivas para 7.
foetus (Fig. 2),; 17,5% (35/200) para C. fetus (Fig. 3) e 13,5% (27/200) para C.
fetus ssp. venerealis (Fig. 4). Nos ensaios de PCR Multiplex para C. fetus e C.
fetus ssp. venerealis, 5,5% (11/200) apresentaram amplificagdo somente para C.
fetus ssp. venerealis, mas estas ndo foram contabilizadas como positivas (Fig. 5),
considerando-se que para isto deveriam estar presentes dois amplicons, sendo

um de 750 pb e outro de 142 pb (Fig. 3).

34Tph

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR para
deteccdo de T. foetus. Controle positivo (1); controle negativo (2); Amostra

positiva (3); Marcador molecular 100 pb DNA ladder (4).
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TS50pb >

Fig. 3. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR Multiplex
para detec¢do de C. fetus ssp. venerealis € de C. fetus ssp. fetus. Marcador
molecular 100 pb DNA ladder (1); Controles positivos (2); Amostras negativas
para C. fetus ssp. venerealis e para C. fetus ssp. fetus (3-7); Amostra positiva

para C. fetus ssp. fetus (8); Controle negativo (9).

750pb [ -

142pb >

Fig. 4. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR Multiplex
para detec¢do de C. fetus ssp. venerealis ¢ de C. fetus ssp. fetus. Marcador
molecular 100 pb DNA ladder (1); Controles positivos (2); Amostras positivas

para C. fetus ssp. venerealis (3-7); Controle negativo (8).
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Fig. 5. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% de produtos de PCR Multiplex
para detec¢do de C. fetus ssp. venerealis € de C. fetus ssp. fetus. Marcador
molecular 100 pb DNA ladder (1); Controles positivos (2); Amostras negativas
(3 e 6); Amostras com bandas unicas para amplicon de 142 pb (4,5 ¢ 7);
Controle negativo (8).

Quatro amostras apresentaram a presenca concomitante de 7. foetus e C.
fetus e outras quatro apresentaram a presenga concomitante de 7. foetus e C.
fetus ssp. venerealis, demonstrando a coexisténcia de ambos os agentes em um
mesmo animal.

A escolha apenas de touros para a realizacdo deste estudo se deu por
estes serem considerados como a fonte ideal para amostragem por seu papel
disseminador da doenga no plantel e por estar geralmente em menor nimero na
propriedade, o que diminui os custos com diagndstico (Lage & Leite, 2000;
Pellegrin, 2002; Bondurant, 2005).

As culturas visando o isolamento de 7. foetus em meio de cultura
Lactopep resultaram negativas, mesmo para amostras com resultados positivos

na PCR. Tal fato pode ser atribuido a baixa sensibilidade do teste, que requer
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trés repetigdes consecutivas para se atestar a auséncia da infec¢do pelo agente
(Pellegrin & Leite, 2003). No presente estudo ndo foi possivel proporcionar o
repouso sexual de 45 dias dos touros antes da coleta de amostras visando o
diagndstico da TGB por meio do isolamento, o que também pode explicar os
resultados negativos. Tentativas de se multiplicar em meio Lactopep a amostra
de T. foetus utilizada como controle nos testes ndo foram exitosas, o que sugere
a baixa eficiéncia deste meio para o isolamento e a multiplicagdo do agente.

No presente estudo ndo foi possivel isolar o 7. foetus, mesmo a partir
das amostras positivas na PCR. Este resultado ¢ corroborado por estudos que
foram realizados nos estados de Pernambuco (Paz Junior et al., 2010) e Distrito
Federal (Leal et al., 2012) nos quais também nao foi constatada a presenca do 7.
foetus por meio da técnica tradicional de isolamento. De acordo com os
resultados obtidos, a utilizagdo somente da técnica de isolamento, como o Unico
método de diagndstico da TGB compromete a qualidade dos dados
epidemiologicos ¢ a eficiéncia dos programas de controle para a TGB.

No presente estudo, ndo foi possivel realizar a amplifica¢do diretamente
a partir do muco bruto (sem extracdo prévia do DNA), o que sugere a presenca
de inibidores na amostra. Embora a técnica de amostragem por raspagem
diminua a contaminagdo das amostras por sangue, urina ¢ fezes, o problema
ainda pode persistir. Estes contaminantes atuam como inibidores da reagdo de
PCR, possivelmente interferindo com a lise da célula, necessaria para a extragio
do DNA, por degradag¢do do DNA ou inibindo a atividade da DN A-polimerase,
reduzindo assim a sensibilidade do teste (Ho et al, 1994). No trabalho
desenvolvido por Schmidt et al. (2010), o limite de detecgdo da PCR foi afetado
quando as amostras estavam contaminadas por urina, esperma ou sangue. A
contaminagdo fecal foi demonstrada ter um grande efeito inibitério sobre o

mesmo ensaio em concentragdes tao baixas como 1%. O problema relacionado
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com a presenca de inibidores de PCR no muco foi solucionado com a utilizagéo
de Kits comerciais para extragdo do DNA.

Os resultados obtidos pela utilizagdo da PCR apontaram a presenca de 7.
foetus de 8% nas amostras examinadas. Estudos prévios apontaram a presenga
da enfermidade em Minas Gerais. Medeiros & Figueiredo (1971) encontraram
um indice de 14,4%, enquanto Leite et al. (1997) verificaram indice de 5,9%,
através do isolamento como método de diagnostico.

Estudos envolvendo a PCR como método de diagndstico para a TGB
foram realizados previamente, com registros de prevaléncias de 32% em bovinos
de corte na Espanha (Mendoza-Ibarra et al., 2012); 5,5% em gado de corte no
Texas (Szonyi et al., 2012) e de 4,1% em bovinos na Africa (Madoroba et al.,
2011). Contudo, ndo foram encontrados registros prévios sobre a utilizagdo da
PCR como ferramenta de diagnostico para a TGB no Brasil.

Os resultados apontaram 13,5% de amostras positivas para C. fetus ssp.
venerealis, para as quais se verificou a presenca de dois amplicons na PCR
multiplex, sendo um de 750 pb para C. fetus ¢ o outro de 142 pb C. fetus ssp.
venerealis. Em estudos prévios (Persson & Olsen, 2005; Schmidt et al., 2010) a
técnica da PCR Multiplex também foi realizada, visando identificar e diferenciar
as subespécies de C. fetus.

Verificou-se nos ensaios de PCR multiplex para Campylobacter que
houve a formagdo apenas do amplicon de 142 pb, indicativa de positividade para
o C. fetus ssp. venerealis, em 5,5% amostras analisadas. Estas amostras ndo
foram, no entanto, consideradas positivas, considerando-se que para tal o
esperado seria a presenca dos dois amplicons citados anteriormente. A
realizag¢do do sequenciamento talvez possa aclarar a natureza destes resultados.

Também foi observada a presenca de algumas amplificagdes
inespecificas para algumas amostras testadas. Tentativas de ajustes da PCR para

eliminar as mesmas foram infrutiferas. A presen¢a destas bandas inespecificas
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talvez possa ser explicada pela presenca de outras espécies de Campylobacter
saprofitas, tais como o C. bubulus ¢ o C. sputorum, no trato genital dos bovinos.
Estas espécies podem possuir sequencias genéticas passiveis de reconhecimento
pelos iniciadores utilizados, gerando os produtos inespecificos na amplificagao.

Estudos prévios realizados em rebanhos do Estado de Minas Gerais
apontaram a ocorréncia da CGB com frequéncias extremamente variaveis, com
frequéncias de 0 a 46,9%, de acordo com levantamento realizado por Alves et al.
(2011). Neste contexto, destaca-se o estudo de Stynen et al. (2003) conduzido na
mesorregido sul e sudoeste de Minas Gerais no qual encontraram indice de
25,5% de positividade em fémeas em reprodu¢do ao utilizar a técnica de
imunofluorescéncia direta (IFD). No entanto, a IFD n3o permite discriminar as
subespécies de C. fetus (Rucherbauer et al.,, 1974), o que de acordo com os
resultados obtidos no presente estudo pode ocasionar superestimativa da
enfermidade, considerando que entre as amostras analisadas 17,5% (35/200)
foram positivas para C. fetus ssp. fetus.

Em estudos nacionais, sdo encontrados poucos trabalhos nos quais se
utilizou a PCR como ferramenta de diagnéstico para a GCB. Ziech et al. (2014)
utilizaram a PCR para detec¢do em nivel de espécie de C. fetus, o que em tese
pode também ocasionar superestimativa da CGB.

Na literatura internacional, s3o encontrados estudos referentes a
utilizacdo da PCR para fins de diagnéstico da CGB. No trabalho de Madoroba et
al. (2011), verificou-se prevaléncia 1,9% de C. fetus em bovinos na Africa. No
estudo de Hamali et al. (2011), realizado no Ird, os autores relataram 3,9% de
positividade para C. fetus ssp. venerealis em amostras de fetos abortados e de
placenta.

Paralelos entre as frequéncias de infec¢do encontrados neste trabalho, de
8% para T. foetus, e de 13,5% para C. fetus ssp. venerealis devem ser realizados

com critério, considerando-se que os delineamentos experimentais foram
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geralmente distintos, além de empregarem técnicas de diagnostico diferentes,

que variam nas caracteristicas de sensibilidade e especificidade.

4. Conclusées

Os resultados deste estudo evidenciaram a presenga da infeccdo por
Campylobacter fetus ssp. venerealis e por Tritrichomonas foetus em touros
provenientes de abatedouros da regido do sul de Minas Gerais.

Nas condigdes do experimento, o isolamento em meio Lactopep
demonstrou ter baixa eficiéncia para a detec¢do de T. foetus.

A PCR demonstrou ser um recurso rapido e confidvel para o diagnostico

da CGB e da TGB.
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