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RESUMO

Objetivou-se com estudo determinar a ocorréncia da infec¢do por Campylobacter fetus subsp. venerealis
e Tritrichomonas foetus em bufalos no estado de Pernambuco, Brasil. Foram coletadas 133 amostras
bioldgicas (muco cervicovaginal e raspado prepucial) de animais, procedentes de oito propriedades, de
diferentes regides do estado. O material biologico coletado foi transferido para solucdo salina tamponada
(PBS) e, posteriormente, inoculado em meios de transporte especificos, Lander para diagnostico de C.
fetus subsp. venerealis e Diamond para T. foetus. Para o diagndstico das infecgdes por Campylobacter
fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus, as amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e cultivadas em meio agar Columbia acrescido de antibidtico e Diamond,
respectivamente. Para pesquisa de C. fetus subsp. venerealis, observou-se uma ocorréncia de 1,8%
(2/113) de animais positivos no exame microbioldgico com confirmag¢do pela PCR. Em relagdo a
procedéncia, observou-se que 100% das amostras positivas pertenciam a dois machos do mesmo rebanho.
Nenhum animal foi positivo na pesquisa de T. foetus. Este é o primeiro registro da infec¢do por C. fetus
subsp. venerealis em bafalos no Brasil. Apesar da baixa ocorréncia, recomenda-se adog¢do de medidas de
controle, com o intuito de se evitar a disseminacdo do agente para outros rebanhos.

Palavras-chave: Bubalus bubalis, campilobacteriose genital bovina, tricomonose genital bovina
ABSTRACT

The objective this study was to determine the occurrence of infection with Campylobacter fetus subsp.
venerealis and Tritrichomonas foetus in buffaloes in the State of Pernambuco, Brazil. Biological samples
were collected (cervico vaginal mucus and shaved prepucial) of 113 animals, coming from 8 properties in
different regions of the state. The biological material collected was transferred into phosphate buffered
saline (PBS) and inoculated in the specific transport, Lander for diagnosis of C. fetus subsp. venerealis
and Diamond for T. fetus subsequently. For the diagnosis of infection by Campylobacter fetus subsp.
venrealis and Tritrichomonas foetus the samples were submitted to Polymerase Chain Reaction (PCR)
grown in Columbia agar plus antibiotics and Diamond, respectively. There was an occurrence of 1.8%
(2/113) of positive animals in the microbiological examination with confirmation by PCR, for C. fetus
subsp. venerealis. We observed that 100% of positive samples were from two (2) males from the same
herd. No animals were positive for T. foetus. This is the first report of infection with C. fetus subsp.
venerealis in buffaloes in Brazil. Despite rare occurrence, control measures are recommended in order to
prevent the spread of the agent to other herds.
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INTRODUCAO

Campylobacter fetus subsp. venerealis e
Tritrichomonas foetus s3o agentes causadores
da campilobacteriose genital bovina (CGB)
e tricomonose genital bovina (TGB),
respectivamente (Givens, 2006). Esses patogenos
podem ocasionar perdas reprodutivas e,
consequentemente, prejuizos para o setor
pecuario (Junqueira e Alfieri, 20006).

Estudos epidemioldgicos indicam a ocorréncia
de CGB em rebanhos bubalinos (Serrano et al.,
1984; Jacobo et al., 2007; Cipolini et al., 2009).
Em relacdo a TGB, existem poucos relatos na
literatura. Na Argentina, foi realizado um estudo
com 151 bufalos, mas ndo foi detectada a
presenga de T foetus no rebanho bubalino
(Jacobo et al., 2007).

A forma de transmissao do Campylobacter fetus
subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus ¢
direta, em que o macho infectado transmite o
agente pela monta natural para as fémeas
susceptiveis (Carvalho e Rodrigues, 2006; Alves
et al., 2011). As fémeas infectadas podem
transmitir o agente para outro macho susceptivel,
completando-se, assim, a cadeia de transmissao
(Pellegrin, 2002; Campero e Cobo, 2006). E
importante destacar que a inseminagdo artificial
com sémen contaminado e fomites contaminados
utilizados durante o procedimento pode infectar
as fémeas (Eaglesome e Garcia, 1997; Campero
e Cobo, 2006).

Os machos sdo considerados como reservatorios,
ndo apresentam sinais clinicos e transmitem o
agente por longos periodos (Gomes e Fernandes,
2006; Sposito Filha e Oliveira, 2009). Os agentes
situam-se na cavidade prepucial e depois
colonizam as criptas prepuciais, onde se
estabilizam, determinando uma infec¢do crénica
assintomatica (Eaglesome e Garcia, 1997; Lage e
Leite, 2000).

Nas fémeas, os agentes colonizam a mucosa
genital, principalmente vagina e utero e
provocam lesdes como a vaginite moderada com
descarga mucopurulenta, uma endometrite
discreta e a infertilidade transitoria, que pode
progredir para salpingite e cervicite e, por
conseguinte, levar a interrupggo da gestagdo e ao
aborto (Pellegrin et al., 2002, , Mardones et al.,
2008; Cobo et al., 2011). Na TGB, pode ocorrer,
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em alguns casos, maceracdo fetal e piometra
(Felleisen, 1999).

Considerando que esses agentes podem
ocasionar perdas reprodutivas na espécie
bubalina e que poucas pesquisas foram realizadas
com essa espécie, objetiva-se com este estudo
determinar a ocorréncia da infec¢do por C. fetus
subsp. venerealis e T. foetus em bufalos no
estado de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

A realizagdo da pesquisa foi aprovada na
Comissio de Etica em Uso de Animais (Ceua) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, com
a licenga nimero 043/2015.

Para determinar a amostragem para o estudo de
ocorréncia, foi considerada uma populagdo de
9.200 bufalos no estado de Pernambuco
(Producdo..., 2014) e uma prevaléncia esperada
de 1,8% para Campylobacter fetus subsp.
venerealis e 6,6% para Tritrichomonas foetus em
bovinos no estado de Pernambuco (Oliveira et
al., 2015), com intervalo de confianga de 95% e
erro estatistico de 5%. Com esse parametro, foi
determinada uma amostragem minima de 33
bubalinos para pesquisa de C. fetus subsp.
venerealis e 100 bubalinos para T. foetus.

A escolha das propriedades foi realizada
por conveniéncia ndo probabilistica. Nas
propriedades, foram coletadas amostras de
machos e fémeas em idade reprodutiva, com
repouso sexual de, no minimo, sete dias. Nas
propriedades visitadas, o manejo reprodutivo
adotado era do tipo monta natural, em que os
machos permanecem com as fémeas durante todo
o ano. Em relagdo as fémeas, nao havia histérico
de repeti¢do de cio e aumento do intervalo entre
parto, com relato de aborto no tergo final da
gestacdo somente em duas propriedades.

Para a pesquisa, foram coletadas amostras
biologicas de 113 animais, sendo 106 fémeas e
sete machos, procedentes de oito propriedades
localizadas em seis municipios de diferentes
regides do estado de Pernambuco, sendo Zona da
Mata Sul (cinco) e no Agreste (trés).

Para coleta do material bioldgico nos machos,
realizou-se a contencdo; em seguida, o corte dos
pelos do dstio prepucial, a limpeza com alcool
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70° e a secagem com papel- toalha. A coleta foi
realizada pela técnica de raspagem do prepucio,
utilizando-se raspadores especificos.

Nas fémeas, efetuou-se a limpeza da regido
vulvar com alcool 70° e secagem com papel-
toalha. Para a coleta do muco cervicovaginal,
utilizaram-se pipetas de infusdo acopladas a
seringas de 20mL esterilizadas.

Apdés a coleta, o esmegma e 0 muco
cervicovaginal foram colocados em tubos tipo
Falcon, esterilizado com 5mL de solugdo salina
tamponada (PBS), pH 7,0. Posteriormente, as
amostras foram transferidas, em um volume de
ImL do PBS, para os meios de transporte
especificos, sendo Lander para diagnostico de C.
fetus subsp. venerealis e Diamond para T. foetus.

Para o cultivo de C. fetus subsp. venerealis, as
amostras no meio Lander foram incubadas em
jarras de microaerofilia a 37°C, em estufa
microbioldgica, por 72h.

Apbs esse periodo, as amostras do meio Lander
foram semeadas em agar Columbia (Difco®),
adicionado de 7% de sangue equino desfibrinado
e suplemento seletivo Skirrow (Merck®), sendo
incubadas novamente em jarras de microaerofilia
por até 72 horas. Nesse periodo, procedeu-se a
leituras das placas com 24, 48 e 72 horas, para
observacdo  do  crescimento  bacteriano,
identificagdo e analise das caracteristicas
fenotipicas das colOnias. Para andlise das
caracteristicas morfotintoriais, realizou-se a
coloracdo de Gram (Quinn et al., 2005). As
coldnias suspeitas foram submetidas a reagdo em
cadeia da polimerase.

Para o cultivo de Tritrichomonas foetus, as
amostras no meio Diamond foram incubadas em
estufa microbiologica a 37°C, realizando-se
leituras nos intervalos de 24, 48, 72 horas.

Para a leitura, as laminas foram preparadas
retirando-se  aliquotas de  40uL, apods
homogeneizagdo das amostras, para identificagdo
do agente em microscopio de contraste de fase
com aumento de 400x (Jacobo et al., 2007).

A extragdo de DNA foi feita a partir do PBS
coletado, utilizando-se o kit comercial “Wizard®
Genomic DNA Purification Kit” (Promega®), de
acordo com o protocolo do fabricante. Apds as
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extracdes dos DNAs, as reagdes de amplificago
do material genémico para C. fetus

subsp. venerealis foram realizadas
com 0s oligonucleotideos VenSF
(5“CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT3")

e VenSR

(5“GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT3"),
de acordo com o protocolo estabelecido por Hum
etal. (1997).

Na reagdo de T. foetus, utilizaram-se os

oligonucleotideos TFR3
(5“CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC3)
e TFR4

(5“CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA3"),
de acordo com o protocolo estabelecido por
Felleisen (1997). Para toda reagdo, foram
utilizados controles positivos e negativos. O
produto  amplificado foi  detectado  por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
Blue Green (LGCbio) e visualizado com a
utilizagdo de luz ultravioleta e fotodocumentado.

RESULTADOS

Para pesquisa de C. fetus subsp. venerealis,
observou-se uma ocorréncia de 1,8% (2/113; 1.C.
0,2 - 6,2%) de animais positivos no exame
microbioldgico com confirmagdo pela PCR. Em
relacdo a procedéncia, observou-se que 100%
das amostras positivas pertenciam a dois machos
do mesmo rebanho, com idade superior a cinco
anos. Nenhum animal foi positivo para T. foetus.

DISCUSSAO

Este ¢ o primeiro registro da infeccdo por C.
fetus subsp. venerealis em bufalos no Brasil. Em
bubalinos, a prevaléncia relatada em outros
estudos varia de 0,6% a 17% (Serrano et al.,
1984; Modulo et al., 1997; Jacobo et al., 2007;
Cipolini et al., 2009). Essa variagdo pode ser
decorrente do delineamento amostral, dos meios
de cultivo utilizados para o transporte do
material biologico, das técnicas empregadas para
o diagnostico e dos diferentes tipos de manejo
higiénico-sanitario e reprodutivo adotados nas
propriedades.

A ocorréncia observada neste estudo ¢ baixa
quando comparada a estudos realizados com a
espécie bovina no Brasil, j4 que a média de
prevaléncia encontrada ¢ de 31,2% (Pellegrin et
al., 2002; Stynen et al., 2003; Rocha et al., 2009;
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Leal et al., 2012). Entretanto, Oliveira et al.
(2015) determinaram uma prevaléncia de 1,8%
(7/333) para infec¢do por C. fetus subsp.
venerealis em fémeas bovinas no estado de
Pernambuco. Dessa forma, acredita-se que a
prevaléncia para essa infeccdo, nos rebanhos
bovinos e bubalinos do estado de Pernambuco,
seja realmente baixa.

Apesar de a ocorréncia ser considerada baixa,
destaca-se que os animais podem servir como
disseminadores do agente dentro do rebanho e
também para outros rebanhos, visto que ¢
comum na regido o empréstimo de animais e a
compra ¢ venda de animais sem o devido
controle sanitario. Neste estudo, ndo foi
detectada a ocorréncia da infecgdo por C. fetus
subsp. venerealis em fémeas. E importante
ressaltar que, na tnica propriedade em que foram
diagnosticados os machos positivos para
ocorréncia desse agente, ndo foi possivel realizar
a coleta de muco cervicovaginal, uma vez que as
fémeas desse rebanho estavam na fase final de
gestacao.

Destaca-se que a forma de transmissdao do agente
¢ direta, em que o macho infectado transmite o
agente pela monta natural para as fémeas
susceptiveis (Alves et al., 2011). Alguns fatores
relacionados a epidemiologia da doenga s@o
diferenciados de acordo com o sexo, visto que os
machos s@o considerados como reservatorios por
ndo apresentarem sinais clinicos. Observa-se
maior frequéncia da infecgdo por esse patdgeno
nos touros mais velhos em fungdo do aumento do
tamanho ¢ do nimero das criptas no epitélio do
prepucio (Dekeyser, 1986; Pellegrin et al, 2002).

Apesar de nao terem sido diagnosticadas fémeas
positivas neste estudo, deve-se levar em
consideracdo que as fémeas infectadas podem
transmitir o agente para outro macho susceptivel,
completando, assim, a cadeia de transmissdo do
C. fetus subsp. venerealis (Alves et al., 2011).
Dessa forma, faz-se necessario um
acompanhamento nos indices reprodutivos dos
rebanhos bubalinos, uma vez que esse agente
pode ocasionar perdas reprodutivas, tais como:
infertilidade temporaria, retorno ao cio,
salpingite e aborto (Lage e Leite, 2000; Cobo et
al., 2011).

Durante as coletas, observaram-se algumas
particularidades no manejo higiénico-sanitario e
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reprodutivo dos rebanhos que favorecem a
disseminag@o do C. fetus subsp. venerealis, tais
como: compra de animais de outras propriedades
sem atestado sanitario, utilizagdo de monta
natural, auséncia de estagdo de monta. Os fatores
de risco associados a CGB s3o pratica de
empréstimo de reprodutores para a cobertura de
vacas em diferentes rebanhos (Mardones et al.,
2008), acesso de reprodutores procedentes de
outras propriedades ao rebanho ¢ o uso de
pastagens compartilhadas (Rojo-Montejo et al.,
2010, Jimenez et al., 2011), aquisi¢io de animais
de rebanhos onde ndo se tenha o conhecimento
do status sanitario (Mai et al., 2013) e rebanhos
acima de 100 animais (Oliveira et al., 2015).

Neste estudo, ndo foi possivel identificar a
ocorréncia da infec¢do por T. foetus, resultado
semelhante ao estudo conduzido por Jacobo et al.
(2007) em bufalos na Argentina. Estudos com
um maior numero de rebanhos devem ser
realizados, visto que a TGB em bufalos ja foi
notificada a Organizagdo Mundial de Satde
Animal (OIE) no estado de Minas Gerais, Brasil,
em 2009 (Organizagao..., 2015).

Resultados falsos negativos para pesquisa de T.
foetus podem ocorrer devido a uma baixa
quantidade de parasito durante a coleta. Outro
ponto que deve ser destacado ¢ que, neste estudo,
s6 foi possivel realizar uma unica coleta nas
propriedades. Destaca-se que, para o diagnostico
de Campylobacter fetus subsp. venerealis e
Tritrichomonas foetus, os animais s6 devem ser
considerados negativos com a realizagdo de trés
exames consecutivos. De acordo com Ortega-
Mora et al. (1996), um unico teste pode ser
adequado para o diagnostico de rebanho quando
um ou mais touros estdo infectados, mas, para
exame individual de um touro, trés exames
negativos sdo necessarios para assegurar que O
animal ndo esteja infectado com T. foetus.

A CGB ¢ a TGB si3o enfermidades pouco
conhecidas pelos médicos veterinarios que atuam
a campo, e esse fato, associado a auséncia de
uma rede de laboratdrios veterinarios aptos a
realizarem o diagnéstico de forma padronizada,
dificulta determinar a real prevaléncia dessas
infecgoes.

O controle das enfermidades deve ser realizado
mediante a identificacdo dos fatores de risco.
Dessa forma, recomenda-se a eliminagdo dos
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touros infectados, a introdugdo de inseminagdo
artificial (IA), a adogdo de uma estagdo de monta
e o repouso sexual das fémeas por 90 dias. O
monitoramento dos rebanhos, mediante a
realizagdo  rotineira do  diagndstico das
enfermidades, também pode contribuir para o
controle (Pellegrin et al., 2002; Spoésito Filha,
2009; Oliveira, 2015; Molina et al., 2013).

CONCLUSAO

Este ¢ o primeiro registro da infeccdo por C.
fetus subsp. venerealis em bufalos no Brasil.
Apesar da baixa ocorréncia, recomenda-se que
medidas de controle sejam adotadas, com o
intuito de evitar a disseminagdo do agente para
outros rebanhos.
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