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Resumo - Objetivou-se com este estudo determinar a situacdo epidemioldgica das infec¢bes por
Tritrichomonas foetus e Campylobacter fetus subsp. venerealis em bovinos na microrregido do
Brejo Paraibano, regido Nordeste do Brasil, identificando os possiveis fatores de risco associados
a infeccdo por T. foetus. Para pesquisa de T. foetus foram coletadas 349 amostras de muco
cérvico vaginal e esmegma em bovinos de corte e leite (290 fémeas e 59 machos) em 31
propriedades e para pesquisa de C. fetus subsp. venerealis foram coletadas 273 amostras de
muco cérvico vaginal de vacas leiteiras procedentes de 19 propriedades. Para a pesquisa do DNA
dos agentes utilizou-se a Reacdo em Cadeia da Polimerase e cultivo com meio Diamond
Modificado para isolamento de T. foetus. Para analise dos fatores de risco associados & infeccéo
por Tritrichomonas foetus na espécie bovina, foi realizada uma analise univariada das variaveis
de interesse pelo teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario.
Posteriormente foi realizada uma regressao logistica considerando como variavel dependente
para Tricomonose a PCR (positivo ou negativo). Foram elaborados mapas teméaticos com as
distribuicbes das prevaléncias na area estudada. A prevaléncia da infeccdo por C. fetus subsp.
venerealis em vacas foi 7,7% (21/273) (1.C. 95%; 4,8 - 11,5%) e 31,6% (6/19) das propriedades
apresentaram ao menos um animal positivo. A prevaléncia da infecgdo por T. foetus foi 3,7%
(13/349) (1.C. 95%; 2,1 — 6,4%). Em relacdo ao sexo, observou-se uma prevaléncia da infeccéo
por T. foetus de 4,5% (fémeas) e 0,0% (machos). A porcentagem de propriedades que
apresentaram ao menos um animal positivo para T. foetus foi de 19,3% (6/31). No cultivo,
nenhuma amostra foi positiva para T. foetus. O fator de risco associado a infeccdo por T. foetus
identificado neste estudo foi contato de fémeas com touros de outras propriedades (OR 5,9; I.C.
1,5 - 22,4). Este é o primeiro relato da infeccdo por C. fetus subsp. venerealis em vacas leiteiras
nesta regido do Brasil e o primeiro na microrregido do Brejo Paraibano a analisar a infec¢do por
T. foetus em bovinos. Para diminuir os riscos de infeccdo, recomenda-se a adocdo de um
programa de inseminacdo artificial nas propriedades com sémen de touros negativos, bem como
um programa de vacinagdo contra a Campilobacteriose Genital Bovina para estimular a
imunidade, com o intuito de reduzir a ocorréncia da infeccéo e possiveis problemas reprodutivos.
O contato das fémeas com machos de outras propriedades deve ser evitado, principalmente

qguando néo se conhece o status sanitario desses touros em relagéo a estas duas infecgoes.

Palavras-chave: bovinocultura, campilobacteriose, fatores de risco, tricomonose, Paraiba, PCR.



Abstract - The objective of this study was to determine the epidemiological situation of
infection by Tritrichomonas foetus and Campylobacter fetus subsp. venerealis in cattle at Brejo
Paraibano microregion, Northeastern Brazil, identifying the possible risk factors associated with
T. foetus infection. For the study of T. foetus, 349 samples of cervico-vaginal mucus and smegma
were collected in beef and dairy cattle (290 females and 59 males) in 31 farms and for C. fetus
subsp. venerealis, 273 samples of cervico-vaginal mucus from dairy cows from 19 farms were
collected. Polymerase Chain Reaction was used to identify the DNA of the agents and culture
with Modified Diamond medium for isolation of T. foetus. For analysis of risk factors associated
with Tritrichomonas foetus infection in bovine species, univariate analysis of the variables of
interest was performed by the Pearson chi-squared test, or Fisher's exact test, when necessary.
Subsequently, logistic regression was performed considering PCR (positive or negative) as the
dependent variable for trichomoniasis. Thematic maps were prepared with prevalence
distributions in the studied area. The prevalence of C. fetus subsp. venerealis infection in cows
was 7.7% (21/273) (Cl 95% 4.8% — 11.5%), and 31.6% (6/19) of the farms showed at least one
positive animal. The prevalence of T. foetus infection was 3.7% (13/349) (Cl 95%, 2.1 - 6.4%).
Regarding the gender, a prevalence of T. foetus infection of 4.5% (females) and 0.0% (males)
was observed. The percentage of farms that had at least one positive animal for T. foetus was
19.3% (6/31). In culture, no samples were positive for T. foetus. The risk factor associated with
T. foetus infection identified in this study was contact of females with bulls of other farms (OR
5.9; Cl 1.5 - 22.4). This is the first report of C. fetus subsp. venerealis infection in dairy cows in
this region of Brazil and the first in Brejo Paraibano microregion that analyzed T. foetus
infection in cattle. To reduce risk of infection, it is recommended to adopt an artificial
insemination program on the farms with negative bull semen, as well as a vaccination program
against Bovine Genital Campylobacteriosis to stimulate immunity to reduce the occurrence of
infection and possible reproductive problems. Contact of females with males of other farms
should be avoided, especially when the health status of these bulls is not known regarding these

two infections.

Keywords: bovine farming, campylobacteriosis, risk factors, trichomonosis, Paraiba, PCR.
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1. INTRODUCAO

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro no cenario
mundial. O Brasil possui 0 segundo maior rebanho efetivo do mundo, com cerca de 200 milhdes
de cabecas. Além disso, desde 2004, assumiu a lideranca nas exporta¢fes, com um quinto da
carne comercializada internacionalmente e vendas para mais de 180 paises. O rebanho bovino
brasileiro proporciona o desenvolvimento de dois segmentos lucrativos: as cadeias produtivas da
carne e leite. O valor bruto da producdo desses dois segmentos, estimado em R$ 67 bilhdes,
aliado a presenca da atividade em todos os estados brasileiros, evidenciam a importancia
econdmica e social da bovinocultura em nosso pais (BRASIL, 2017).

A microrregido do Brejo Paraibano possui uma producdo anual de 7.458.000 litros de
leite (IBGE, 2015) e 18.792 cabecas de bovinos nos rebanhos com pecuéaria de corte (IBGE,
2006).

O desenvolvimento de uma pecudria bovina rentavel € baseado na obtencédo de resultados
adequados nos parametros reprodutivos (FERNANDEZ et al., 2007; LEAL et al., 2012). Os
problemas reprodutivos sdo responsaveis por diversos sinais clinicos como: auséncia ou
repeticdo de cio, intervalo irregular entre partos, abortos, natimortalidade, mortalidades perinatal
e/ou neonatal (MARQUES et al., 2005). O nascimento de animal debilitado e a retencdo de
placenta sdo duas outras formas comuns de sinais clinicos associados a problemas reprodutivos.
Muitas vezes, falhas na eficiéncia reprodutiva ndo sdo devidamente estudadas. Esses sinais
clinicos causam prejuizos aos rebanhos bovinos, diminuindo o nimero de nascimentos, a idade
das primiparas ao primeiro parto, e, por consequéncia, diminuem direta e significativamente os
indices de produtividade dos rebanhos, com prejuizos na receita financeira da propriedade e
aumento dos custos da atividade pecuaria (PEGORARO et al., 2009).

Apesar do fato de Campylobacter fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus estarem
afastados um do outro na arvore genealogica e filogenética, a sua ecologia, epidemiologia e
patologia sdo quase idénticas (BONDURANT, 2005). C. fetus possui duas subespécies, C. fetus
subsp. fetus, que causa aborto esporadico em bovinos e infertilidade enzo6tica em ovinos, e C.
fetus subsp. venerealis, responsavel pela Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) (ALVES et
al., 2011). A tricomonose bovina (TB) é uma enfermidade venérea causada por um protozoario
flagelado denominado Tritrichomonas foetus (PELLEGRIN; LEITE, 2003).

A campilobacteriose genital bovina tem maior prevaléncia nos paises em
desenvolvimento, onde a monta natural em bovinos é amplamente praticada (MSHELIA et al.,
2010b). A CGB é uma doenca que causa elevados prejuizos as cadeias produtivas do leite e da

carne no pais. A transmissdo de C. fetus subsp. venerealis ocorre por via sexual e as fémeas se
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infectam apds a monta natural com touro infectado ou vice-versa, quando ocorre infeccdo em
quase 100% dos casos (ALVES et al., 2011). A presenca de C. fetus subsp. venerealis no sémen
de touros ocasiona risco de disseminacdo do agente pela inseminacéo artificial (OIE, 2008).

A Tricomonose Bovina possui distribuicdo cosmopolita e pode ocorrer em qualquer
regifo onde existam bovinos, seja de aptidio leiteira ou de carne (SPOSITO FILHA,
OLIVEIRA, 2009). A transmissdo do agente ocorre por meio da monta natural ou pelo uso de
sémen contaminado (BONDURANT, 2005). Pode-se observar uma maior frequéncia de
diagndsticos positivos para a tricomonose nos machos, confirmando a sua importancia na
manutencdo e disseminacdo do agente no rebanho, principalmente pela auséncia de sinais
clinicos nestes animais. Entretanto, isto ndo implica necessariamente em uma maior
suscetibilidade dos machos (JESUS et al., 2004).

O conhecimento dos fatores de risco para as doencas € essencial para o desenvolvimento
de programas de controle eficazes e econdmicos (MAI et al., 2013a). A analise espacial € Util
para a visualizacdo de areas em risco de infeccdo e serve para alertar rapidamente sobre
problemas iminentes que precisam de acdo imediata (OLIVEIRA FILHO et al.,, 2014).
Consequentemente, a detec¢do precoce e o rastreamento do rebanho para estas infec¢es sdao um
pré-requisito para uma cria¢do de bovino bem-sucedida e economicamente viavel (NJIRO et al.,
2011).

A Tricomonose Bovina e a Campilobacteriose Genital Bovina sdo enfermidades de
grande importancia, pois podem causar sérios problemas reprodutivos aos bovinos e,
consequentemente, prejuizos econdmicos aos produtores e um impacto negativo na producao.
Por isso, e em funcdo da lideranca do Brasil no comércio internacional de carne, e devido a
limitacdo no conhecimento atual sobre essas infeccbes em bovinos no Brejo Paraibano, é
importante conhecer a situacdo epidemioldgica dessas infec¢cOes, para que se possam adotar as

devidas medidas de controle e prevencéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CAMPILOBACTERIOSE GENITAL BOVINA
2.1.1 Etiologia

Campylobacter fetus possui duas subespécies, C. fetus subsp. fetus, que causa aborto
esporadico em bovinos e infertilidade enzodtica em ovinos, e C. fetus subsp. venerealis.
Campylobacter fetus subsp. venerealis (C. f. venerealis) causa a Campilobacteriose Genital
Bovina (CGB). Esta bactéria € um bastonete Gram-negativo microaerofilico, movel, espiralado,
em forma de virgula ou em “S” (melhor visto em microscdpio de campo escuro), possui um ou
dois flagelos polares e ndo forma esporos (CORBEIL et al., 2003; BONDURANT, 2005;
ALVES et al., 2011).

Os micro-organismos do género Campylobacter sdao quimiorganotroficos, ndo fermentam
acucares, obtendo energia a partir de aminoacidos ou de componentes intermediarios do ciclo do
acido tricarboxilico. A maioria das espécies é positiva para a enzima citocromo-oxidase e
redutoras de nitrato. Esses microrganismos sdo sensiveis ao sal, sendo esta sensibilidade variavel
em funcdo da temperatura. Assim, ndo se multiplicam em meios contendo 2% de NaCl quando
mantidos a 30°C ou a 35°C. A temperatura de 4°C so sensiveis em meios contendo 1% de NaCl.
Sao também bastante sensiveis ao pH &cido, crescendo na faixa de pH entre 5,5 - 8,0, com valor
6timo proximo do neutro (6,5-7,5) e a desidratacdo (BRASIL, 2011).

Para caracterizacdo das espécies, coldnias que apresentarem caracteristicas compativeis
ao género Campylobacter deverdo ser submetidas ao teste de sensibilidade aos antibiéticos
cefalotina (30mg) e acido nalidixico (30mg), assim como as seguintes provas para a
caracterizacdo final: catalase, oxidase, fermentacdo da glicose, reducdo de nitrato, producdo de
H.S, hidrolise do hipurato e tolerancia a glicina a 1% (LADEIRA; SCHILD, 2007).

2.1.2 Epidemiologia

A CGB é uma doenga de notificacdo obrigatoria a Organizagdo Mundial de Salde
Animal (OIE, 2017) e permanece enzodtica, principalmente em bovinos de corte causando
perdas reprodutivas (MICHI et al., 2016). Estudos realizados no mundo estao descritos na Tabela
1.
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Tabela 1 - Registros da infeccdo por Campylobacter fetus subsp. venerealis em bovinos no

mundo

Autor Ano Localidade Prevaléncia (%) Método de

diagnostico

Griffiths et al. 1984 Colémbia 15,0 Isolamento
Finlay et al. 1985 Canada 0,3 Isolamento
Otte et al. 1995 Colombia 0,0 Isolamento
Kodakaram-Tafti; Ikede 2005 Canada 0,4 Isolamento
Mshelia et al. 2010a Nigéria 11,0 ELISA
Madoroba et al. 2011  Sul da Africa 1,9 PCR
Njiro et al. 2011  Africa do Sul 1,4 Isolamento e PCR
Mendoza-Ibarra et al. 2012 Espanha - Isolamento e PCR
Hosseinzadeh et al. 2013 Ird 12,6 Isolamento e PCR
Mai et al. 2013b Nigéria 13,3 Isolamento
Molina et al. 2013 Argentina 15 IFD
Hancock et al. 2015 Australia 4,9 Isolamento

Convencgoes: IFD - Imunofluorescéncia Direta; PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase; ELISA — Ensaio de

Imunoabsorcéo Enzimética
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No Brasil a prevaléncia de CGB foi estimada nos 12 estados com a maior producdo de
bovinos do pais em 50,8% (IC 95%: 41,6%; 60,1%) de propriedades positivas (MIRANDA,
2005). Os registros da infeccdo por C. f. venerealis em bovinos no Brasil a partir do ano 2000

encontram-se dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Registros da infec¢do por Campylobacter fetus subsp. venerealis em bovinos no Brasil

Autor Ano Estado Prevaléncia Método de
(%) diagnostico
Pellegrin et al. 2002 MS 52,3 IFD
Stynen et al. 2003 MG 25,5 IFD
Miranda 2005 BA, GO, MA, MT, MS, 19,7 IFD
MG,
PA, PR, RS,
RO, SP, TO
Giuffrida* 2007 SP 7,8/5,8/1,9  Isolamento/PCR/IFD
Rocha et al. 2009 RJ 35,9 IFD
Leal et al. 2012 DF, GO 11,1 IFD
Oliveira et al. 2015 PE 1,8 PCR

Convencoes: IFD - Imunofluorescéncia Direta; MA — Muco-aglutinacdo; PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

* Prevaléncia de propriedades

C. f. venerealis é transmitido de forma venérea por touros infectados durante a monta
natural (BURNS et al., 2010; MSHELIA et al., 2010b). Existe o risco de 0 agente ser encontrado
em sémen de doadores infectados (CARVALHO et al., 2007). Touros mais velhos tém maior
risco de serem portadores, pois com a idade aumenta a profundidade e o nimero das criptas;
podem ser mais ativos e tendem a exercer dominancia sobre jovens, aumentando 0s riscos
(ROCHA et al., 2009; BURNS et al., 2010). O estado de portador em fémeas dura de dois a seis
meses e é regra em touros infectados com mais de trés anos (BONDURANT, 2005). As chances
de infeccdo tendem a ser maiores em Bos taurus que Bos indicus (JESUS et al., 2004; MAI et al.,
2013b). Os fatores de risco associados a infeccédo por C. f. venerealis em bovinos estdo descritos

na Tabela 3.
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Tabela 3 — Fatores de risco associados a infeccdo por Campylobacter fetus subsp. venerealis em

bovinos
Fator de risco OR Valordep Autor Ano
Abortos 3,08 0,020 Jimenez et al. 2011
Contato com touros de outros
rebanhos 2,03 0,060
Compra de >3 animais ou auséncia de Mai et al. 2013a
quarentena nos Gltimos 12 meses 10,9 0,002
Exame ginecoldgico 5,26 0,001
Aquisicdo inicial de animais em feiras
de gado 14,8 0,009
Sistema de manejo pastoral 7,3 <0,010 Mai et al. 2013b
Touros > 7 anos de idade 3,4 0,010
Presenca de brucelose (touros) 8,3 <0,0001
Presenca de brucelose (rebanhos) 16,0 <0,0001
Rebanhos maiores que 100 animais 7,2 0,020 Oliveira et al. 2015

2.1.3 Patogenia

C. f. venerealis é adaptado ao trato genital, especialmente do macho (MSHELIA et al.,
2010b). N&o parece haver imunidade eficaz no touro, pois 0 agente ndo causa lesdo e habita o
trato genital por intervalos longos (BONDURANT, 2005; GIVENS, 2006; MICHI et al., 2016).

Nas fémeas, enquanto os anticorpos IgG sdo capazes de opsonizacdo (e, portanto,
aumento da fagocitose por macrofagos ou neutréfilos) e lise do agente patogénico mediada pelo
complemento, os anticorpos IgA geralmente imobilizam ou aglutinam, mas ndo destroem o
micro-organismo (BONDURANT, 2005). A moderada inflamacdo da mucosa uterina que
caracteriza a infeccdo com este agente pode permitir que IgG e complemento obtenham acesso
ao limen do atero eliminando o patdégeno. Uma relativa falta de resposta espontanea de 1gG na
vagina, ou o bloqueio dos efeitos de IgG pela ligacdo de IgA vaginal ao micro-organismo, pode
explicar o estado de portador vaginal por um periodo maior para C. f. venerealis
(BONDURANT, 2005). C. f. venerealis € um agente ndo invasivo extracelular, logo a produgéo

de anticorpos é crucial para protecdo (CORBEIL et al., 2003).
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2.1.4 Sinais clinicos

A apresentacdo clinica habitual ¢ diminuicdo de fertilidade resultante de morte fetal
precoce (OIE, 2008). A CGB pode ocasionar endometrite, cervicite, vaginite, salpingite e
intervalos entre estros prolongados. Podem-se notar irregularidades nos ciclos estrais e abortos
esporédicos (OIE, 2008; BURNS et al., 2010; BOREL et al., 2014). Segundo Burns et al. (2010),
C. f. venerealis é a maior causa de mortalidade embrionaria (tardia) e fetal - 6° ao 8° més de
gestacdo - e infertilidade. Os machos sao assintomaticos (BONDURANT, 2005; BURNS et al.,
2010; HANCOCK et al., 2015).

2.1.5 Diagnostico

O diagndstico definitivo deve ser realizado com base nos achados epidemioldgicos,
clinicos (quando a histéria do rebanho indica infertilidade) e laboratoriais, com a coleta de
esmegma prepucial, sémen, placenta, secrecdo vaginal e liquido fetal (GIVENS, 2006). O
material bioldgico deve ser submetido ao laboratério em meios de transporte-enriquecimento
(Weybridge, Cary-Blair, Amies, Clark, etc.). Os materiais biologicos de elei¢do para diagndstico
da CGB sdo esmegma obtido por raspagem e muco vaginal por aspiracdo (BONDURANT,
2005).

Para o cultivo do agente pode-se utilizar meio Skirrow, agar sangue e outros, em
atmosfera microaerofilica. Testes fenotipicos para caracterizacdo de subespécies de C. fetus sdo
indispensaveis (SCHULZE et al., 2006). Foram desenvolvidos ensaios de PCR multiplex (HUM
et al., 1997) e PCR em tempo real (McMILLEN et al., 2006) para diferenciar as subespécies.
Também podem ser utilizadas a Imunofluorescéncia Direta (IFD) (PELLEGRIN et al., 2003;
ROCHA et al., 2009) e Muco-aglutinacgdo (LEITE, 1977; JESUS et al., 1999).

Alguns fatores podem dificultar o diagnostico, tais como: método de coleta do material
biolégico; meio utilizado para o transporte das amostras; tempo decorrido entre a coleta e o
processamento e métodos de diagnostico utilizados (MSHELIA et al., 2010b). A sobrevivéncia
de C. f. venerealis durante o transporte do campo para o laboratério é considerado um entrave no
diagnostico de CGB por isolamento (GARCIA et al., 1983).

Amostras de esmegma sdo muitas vezes contaminadas com fezes, sangue, urina ou
sémen, o0 que pode limitar a eficacia dos testes (MENDOZA-IBARRA et al., 2012). Para
identificar o agente é necessaria uma combinacdo de culturas em série e Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (MICHI et al., 2016).
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2.1.6 Prevencdo e Controle

Um programa de inseminacdo artificial com cuidados sanitarios rigorosos deve ser
implementado nas propriedades para evitar a propagacdo do agente nos rebanhos
(BONDURANT, 2005; OLIVEIRA et al., 2015). Vacinas tém sido associadas a prevencao e cura
de infeccdes (MICHI et al., 2016). O sucesso da imunizagéo de touros infectados parece ser alto
e a maioria dos protocolos de vacinacdo de touro para C. f. venerealis requer a inoculacdo de
uma dose dupla de vacina administrada em duas ocasides, com um intervalo de um més. Para
machos pode ser feita a associacdo de antibidticos e vacina¢do, sendo requerida cultura/pesquisa
de sensibilidade aos antibidticos. Essa associacdo também pode ser utilizada para fémeas
(BONDURANT, 2005). No entanto, os tratamentos com antibioticos tém eficacia limitada
(MICHI et al., 2016).

O controle é feito pela remocdo de touros infectados, e substituicdo por touros virgens
(BONDURANT, 2005; MADOROBA et al., 2011). Provavelmente, a estratégia mais factivel a
ser adotada para o controle da Campilobacteriose Genital Bovina seja a combinacdo de préaticas
sanitarias, envolvendo descarte de touros velhos e reposicdo com touros jovens,
comprovadamente negativos e estabelecimento de uma estacdo de monta (PELLEGRIN, 2002).

Oliveira et al. (2015) sugerem medidas de controle, como diagnostico, separacdo e
descanso sexual para fémeas infectadas. Deve-se realizar 0 manejo reprodutivo utilizando

fémeas virgens com touros nao infectados (BURNS et al., 2010).

2.2 TRICOMONOSE GENITAL BOVINA
2.2.1 Etiologia

Tricomonose Genital Bovina (TGB) é causada pelo protozoario flagelado Tritrichomonas
foetus (T. foetus) (CARVALHO et al., 2007; SILVA et al., 2008; SPOSITO FILHA;
OLIVEIRA, 2009). T. foetus tem morfologia piriforme, e seu tamanho oscila entre 8-18 um de
comprimento e 4-9 um de largura. Possui quatro flagelos, trés deles sdo anteriores e livres e 0 4°
acompanha a membrana ondulante, que é perfeitamente visivel a microscopia, localizando-se na
parte posterior (PELLEGRIN; LEITE, 2003). T. foetus é ativamente modvel e anaerdbio
facultativo e se multiplica por divisio binaria. E sensivel ao calor, & luz ultravioleta, aos sabdes e
aos desinfetantes comuns. Sobrevive por poucos dias no ambiente e pode sobreviver ao
congelamento (SOUSA et al., 1991; SPOSITO FILHA; OLIVEIRA, 2009; ALVES et al., 2011).
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2.2.2 Epidemiologia

A Tricomonose Genital Bovina é uma doenca de notificacdo obrigatéria a OIE (OIE,
2017). A infeccdo é enzodtica, principalmente em bovinos de corte, quando o controle é
deficiente, o sistema é extensivo, com monta natural, onde ha touros de repasse ou inseminagao
artificial de mé qualidade (BONDURANT, 2005; CARVALHO; RODRIGUES, 2006). Estudos

realizados no mundo estao descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Registros da infec¢do por Tritrichomonas foetus em bovinos no mundo

Autor Ano Localidade  Prevaléncia (%) Método de
diagnostico
Griffiths et al. 1984 Colémbia 13,7 Isolamento
Kvasnicka et al. 1989 EUA 4,7 Isolamento
Perez et al. 1992 Costa Rica 7,2 Isolamento
Grotelueschen et al. 1994 EUA 0,2 Isolamento
Otte et al. 1995 Colémbia - Isolamento
Peter et al. 1995 EUA 20,9 Isolamento
Martin-Gémez et al. 1998 Espanha 2,9 Isolamento
Rae et al. 2004 EUA 6,0 Isolamento
Fernéndez et al. 2007  Argentinae 0,8 Isolamento
Uruguai

Rodning et al.
Prospectivo 2008 EUA - Isolamento e PCR
Retrospectivo 2008 EUA 0,3 Isolamento e PCR
Serin et al. 2010 Turquia 8,5 Isolamento
Madoroba et al. 2011  Sul da Africa 41 PCR
Njiro et al. 2011  Africa do Sul 2,1 Isolamento e PCR
Gonzélez-Carmonaetal. 2012 Colémbia 61,9 Isolamento
Mendoza-lbarra et al. 2012 Espanha 32,0 Isolamento e PCR
Mendoza-lbarra et al. 2013 Espanha 4,0 Isolamento e PCR
Mai et al. 2013b Nigéria - Isolamento
Molina et al. 2013 Argentina 1,1 Isolamento
Hancock et al. 2015 Austrélia - PCR

Convencdes: PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase
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Tabela 5 — Registros da infec¢do por Tritrichomonas foetus em bovinos no Brasil
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Autor Ano Estado Prevaléncia (%0) Meétodo de
diagndstico
Roehe 1948 RS 1° relato -
Mello 1954  CE, PB, PE, BA, 9,09 Isolamento
MG, ES, RJ, RS
Rabello 1955 SP 9,09 Isolamento
Megale 1963 MG 1° relato em MG Isolamento
Amaral et al. 1970 SP 6,64 Isolamento
Medeiros; Figueiredo 1971 MG 14,29 Isolamento
Guida et al. 1972 RJ, SP, MG 14,6 Isolamento
Gomes et al. 1991 RS 1,88 Isolamento
Oliveiraet al. 2000 PA 4,64 Isolamento
Jesus et al. 2003 RJ 14,05 Isolamento
Jesus et al. 2004 RJ 1,6 Isolamento
Rocha et al. 2009 RJ - Isolamento
Silva et al. 2009 RS 2,63 Isolamento
Paz Janior et al. 2010 PE - Isolamento
Leal et al. 2012 DF, GO - Isolamento
Oliveira et al. 2015 PE 334 PCR

Convencoes: PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase

A transmissdo de T. foetus é venérea (RAE; CREWS, 2006). O agente pode ser veiculado
por fomites e inseminacéo artificial (PEGORARO et al., 2009; SPOSITO FILHA; OLIVEIRA,

2009). Os touros mais velhos infectados sdo portadores assintomaticos (WALKER et al., 2003;

RAE et al., 2004). Em touros com menos de 3-4 anos a infecgdo pode ser transitoria (OIE, 2012).

Os fatores de risco associados a infeccéo por T. foetus em bovinos estdo descritos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Fatores de risco associados a infec¢do por Tritrichomonas foetus em bovinos

Fator de risco OR Valordep Autor Ano
Touros Bos taurus 6,94 0,020 Perez et al. 1992
Touros em repouso sexual 11,88 0,020
Touros >3 anos de idade 17,15 0,020
Touros >5 anos de idade 2,2 0,022 Rae et al. 2004
Touros Simental 13,4 0,000
Touros Charolés 13,6 0,000
Touros Angus 12,7 0,001
Rebanhos maiores com manejo mais 12,8 0,004
extensivo
Maior relacdo touro-vaca (rebanhos) 12,8 0,039
Maior relacdo touro-vaca (touros) 2,2 0,030
Mais de 10 touros por grupo de 3,9 0,002
reproducéo
Aumento de repetidoras de cio 5,20 0,007 Mendoza-1barra et al. 2012
Touros >3 anos de idade 3,45 0,040

27,29 < 0,001 Mendoza-Ibarra et al. 2013

Monta natural 2,4 0,041 Oliveira et al. 2015

2.2.3 Patogenia

T. foetus é encontrado nas criptas prepuciais, onde a tensdo de oxigénio é menor
(BONDURANT, 2005). No touro, a imunidade em nivel local é incipiente (PELLEGRIN;
LEITE, 2003). A infeccdo em touros ndo afeta o sémen e o comportamento sexual (MARTIN-
GOMEZ et al., 1998). Com evasdo das respostas imunes, T. foetus pode persistir no trato genital
de touros (COBO et al., 2011). A localizacdo superficial de T. foetus sugere que as células
apresentadoras de antigenos podem capturar antigenos de T. foetus de superficies genitais, seja
usando suas projecdes dendriticas ou por contato direto com células epiteliais e subepiteliais
genitais. Portanto, parece que T. foetus é restrito as superficies da mucosa e é incapaz de invadir
os tecidos (MICHI et al., 2016).

Apo0s a infecgdo das vacas o0 agente penetra nas células do epitélio vaginal e do Utero e
placenta e colonizam o oviduto. A inflamagdo ocasiona um ambiente intrauterino desfavoravel
(GIVENS, 2006; LUCAS et al., 2008; SPOSITO FILHA; OLIVEIRA, 2009). Ha acimulo de
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polimorfonucleares, macrdfagos, linfocitos e células plasméticas (PELLEGRIN; LEITE, 2003).
E provavel que a morte de células do oviduto por T. foetus seja importante na infertilidade
(BENCHIMOL et al., 2006; MIDLEJ et al., 2009). Endometrite e salpingite podem estar
relacionadas com falha reprodutiva (FELLEISEN, 1999), impedindo que o embrido se fixe na
mucosa uterina (PELLEGRIN; LEITE, 2003).

Parsonson et al. (1976) demostraram em infeccdo experimental com fémeas virgens a
presenca de T. foetus em secrecBes superficiais, lumen de glandulas endometriais ou entre
componentes maternos e fetais dos placentomas. Sua localizacdo em secrecOes do trato genital e
absorcéo de material antigénico parece ser o estimulador da inflamagdo. Antes de oito semanas
da infeccdo ndo havia nenhuma perda fetal e pouca inflamacéo do trato reprodutivo ou placenta
das fémeas prenhes. Isso pode explicar o intervalo entre estros prolongado. Rhyan et al. (1995)
evidenciaram que T. foetus penetra a mucosa fetal, tecido conjuntivo e vasos linfaticos.
Hipotrofia placentaria e invasdo do tecido fetal podem resultar em aborto (FELLEISEN, 1999).

A vaca normalmente elimina o agente com repouso sexual (FELLEISEN, 1999; SILVA
et al.,, 2008). Fémea portadora é a que por motivo ndo conhecido (provavelmente falha na
imunidade) mantém o agente por um periodo prolongado (PELLEGRIN; LEITE, 2003).

Para a tricomoniase, a classe predominante de anticorpos protetores no Gtero é 1gG1, e na
vagina IgA ou IgG1 (CORBEIL et al., 2003). A degradacdo de IgG pode ser um mecanismo de
evasdo. Em animais adultos, T. foetus pode ser considerado um parasito que habita
principalmente no lIimen dos 6rgdos reprodutivos e na superficie das mucosas; portanto pode-se
assumir que o sistema imunoldgico de mucosa desempenha papel-chave no controle da infeccao
por T. foetus. Mecanismos imunes humorais e mediados por células podem estar envolvidos. Os
neutréfilos podem representar uma primeira linha de defesa. O papel exato destes e outros
leucocitos como efetores imunes na tricomonose bovina in vivo deve ser esclarecido
(FELLEISEN, 1999).

2.2.4 Sinais clinicos

A TGB pode ocasionar endometrite, cervicite, vaginite, salpingite e intervalos entre
estros prolongados. Podem-se observar irregularidades nos ciclos estrais e abortos esporadicos
(1° ao 5° més de gestagdo) (MICKELSEN et al., 1986; BURNS et al., 2010; BOREL et al.,
2014). Os sinais clinicos podem ser mais comuns em vacas mais velhas (BURNS et al., 2010).

Segundo Bondurant (2005) a maior parte da perda da prenhez é tecnicamente fetal (> 42 dias de
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gestacdo) e ndo embrionéria, e esta morte do concepto ndo é detectavel como um aborto expulso
a ndo ser que ele morra apds o terceiro més.

Em cerca de 5% dos bovinos infectados, pode ocorrer piometra, provavelmente como
resultado da contaminacdo bacteriana que ocorre no momento da perda fetal, quando a cérvix
esta provavelmente relaxada o suficiente para ocorrer infec¢do por outros patdgenos presentes no
ambiente exterior. Em touros ndo ocorre nenhum sinal clinico (BONDURANT, 2005; BURNS et
al., 2010; OIE, 2012).

2.2.5 Diagnostico

A observacdo dos sinais clinicos, do histérico dos animais e da avaliacdo dos dados
zootécnicos da propriedade podem auxiliar no diagnostico da infeccdo por T. foetus. No entanto,
o diagnostico laboratorial é fundamental, pois s6 ele pode confirmar o agente responsavel pelo
problema reprodutivo observado no rebanho (ALVES et al., 2011).

Os materiais biologicos de eleicdo para diagnostico da TGB sdo esmegma obtido por
raspagem e muco vaginal por aspiracdo (BONDURANT, 2005). Recomenda-se repouso sexual
de pelo menos uma semana depois do Ultimo servico antes de se coletar uma amostra do
prepucio (OIE, 2012). Cultura e PCR em combinacdo produzem maior sensibilidade e
especificidade, sendo aconselhavel para testar amostras sob condi¢des de campo (MENDOZA-
IBARRA et al., 2012; MICHI et al., 2016). As desvantagens da cultura sdo: tempo; presenca de
celulas viaveis; baixa sensibilidade (YAO, 2013).

Na cultura de T. foetus, a visualizacdo do parasito com morfologia e movimentos
caracteristicos confere positividade preliminar. Quando um touro € positivo, todo o rebanho deve
ser considerado positivo para controle, mas um animal s6 pode ser considerado negativo apds
trés testes negativos com intervalo entre sete e 15 dias (PELLEGRIN; LEITE, 2003;
BONDURANT, 2005).

A PCR apresenta maior sensibilidade para o diagnéstico de T. foetus, mas é limitada pelo
custo (KENNEDY et al., 2008). Esta técnica pode detectar o agente com baixas concentracfes de
DNA (MUKHUFHI et al. 2003; MUTTO et al. 2006), além de ndo depender de organismos
viaveis, e e capaz de detectar o organismo quando o transporte ou técnica de coleta resultou na
perda de viabilidade (KENNEDY et al., 2008).

2.2.6 Prevencdo e Controle
Devem-se adquirir apenas novilhas virgens e evitar pastos comuns, assim como se deve

evitar levar touros para esses locais e introduzir inseminacéo artificial sem touro de repasse
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(PELLEGRIN; LEITE, 2003). Recomenda-se estacdo de monta permitindo repouso de fémeas,
devendo os reprodutores serem testados 60 dias antes da atividade reprodutiva (PELLEGRIN,
2002). Animais novos devem vir de rebanhos livres com atestado sanitario (PELLEGRIN;
LEITE, 2003).

O correto diagnostico € o primeiro passo para a implantacdo de medidas de controle
eficazes contraa TGB (ALVES et al., 2011). O controle da tricomoniase € baseado na deteccéo e
remocao de touros infectados e substituicdo com touros virgens e segregacdo de vacas expostas
(BONDURANT, 2007). Conhecer o status sanitario de touros antes da esta¢cdo de monta é uma
medida importante para o controle (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2014).

No caso de rebanhos diagnosticados com T. foetus recomenda-se abater todos os touros
(BONDURANT, 2005). Programa com abate de touros infectados diminuiu o intervalo entre
partos e aumenta o percentual de partos (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2014). Touros
velhos devem ser substituidos por touros jovens testados (PELLEGRIN; LEITE, 2003; YAO,
2013). Devem-se evitar touros “arrendados” ou em parceria (PELLEGRIN, 2002; PELLEGRIN;
LEITE, 2003). Fémeas positivas devem passar por repouso sexual ou devem ser descartadas
quando apresentarem falhas na concepcéo, abortarem ou apresentarem piometra (PELLEGRIN;
LEITE, 2003; BONDURANT, 2005; MADOROBA et al., 2011; YAO, 2013).
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OBJETIVOS
Geral
Estudar a situacdo epidemioldgica das infeccbes por Tritrichomonas foetus e

Campylobacter fetus subsp. venerealis em bovinos na microrregido do Brejo Paraibano.

Especificos

Determinar a prevaléncia das infeccdes por Tritrichomonas foetus e Campylobacter fetus
subsp. venerealis em bovinos de corte e leite na microrregido do Brejo Paraibano;
Identificar os possiveis fatores de risco associados a infec¢do por Tritrichomonas foetus;
Determinar a distribuicdo espacial das infeccbes por Tritrichomonas foetus e

Campylobacter fetus subsp. venerealis.
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ABSTRACT

Studies on C. fetus are essential. The objective of this study was to determine prevalence of
Campylobacter fetus subsp. venerealis infection in dairy cows from the Brejo Paraibano region,
northeastern Brazil. Samples of cervico-vaginal mucus were collected from 273 dairy cows from 19
farms. Polymerase chain reaction was used for laboratory diagnosis using the oligonucleotides VENSF1
(CCTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT?) and VENS2 (*GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT?)
for detection of a 142 base-pairs product. The prevalence of C. fetus subsp. venerealis infection in cows
was 7.7% (confidence interval [CI] 95%, 4.8%-11.5%), and 31.6% (6/19) of the farms showed at least
one positive animal. This is the first report of C. fetus subsp. venerealis infection in dairy cows in this
region of Brazil. It is recommended to adopt an artificial insemination program on the farms, as well as a
vaccination program to stimulate immunity in order to reduce the occurrence of infection and possible

reproductive problems.
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Introduction

Bovine genital campylobacteriosis (BGC) is a contagious disease caused by Campylobacter fetus subsp. venerealis.

Transmission of C. fetus subsp. venerealis occurs sexually and females become infected after copulation with
infected bulls or vice versa.? Infection usually goes unnoticed in most breeding establishments.®

Development of profitable livestock is based on obtaining adequate results in reproductive parameters.*
Reproductive problems such as BGC result in an increase in the calving interval by frequent repetition of estrus,
increase in age at first calving as the heifer category is the most affected, increase in the number of doses of semen
or services by conception, and reduction in the number of animals born and weaned. These changes lead to
reductions in herd fertility rates and additional expenses with discarding and replacement of bulls, causing
significant economic losses to cattle breeding. >°

Bovine genital campylobacteriosis is more prevalent in developing countries, where natural mating in cattle
is widely practiced.” In Brazil, BGC is possibly present in all federal states due to the reproductive management
practices used.? Some epidemiological studies were carried out in different regions, with different frequencies of
infection being reported in cattle, ranging from 1.8%2 to 52.3%.°

Some factors may contribute to the introduction or dissemination of the agent, such as the high number of

10-12 and herds in

animals in the herd,® acquisition of animals from markets,'® lack of herd prophylactic measures,
which the cattle graze communally during the rainy season but may cover large distances in search of pasture and
water during critical period of dry season.*

Early detection and screening of the herd for this infection is a prerequisite for successful and economically
viable cattle farming.”* Due to the importance of cattle breeding in Brazil, to the impact of BGC on bovine
reproductive health, and since campylobacteriosis has never been studied in this region of Brazil, epidemiological

studies on C. fetus infection in bovine herds are essential. Thus, this study aimed to determine the prevalence of C.

fetus subsp. venerealis infection in cattle from the Brejo Paraibano microregion, Brazil.
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Materials and Methods

Ethical approval

The present study was approved by the Ethics Committee for Animal Use in the Federal Rural University of

Pernambuco under protocol number 048/2014.

Study area
A cross-sectional study was conducted to determine prevalence of animals infected by C. fetus subsp. venerealis.
The Brejo Paraibano microregion is part of the Agreste mesoregion of the state of Paraiba, and consists of eight

counties: Alagoa Grande, Alagoa Nova, Areia, Bananeiras, Borborema, Matinhas, Pildes, and Serraria.**

Sampling

In order to compose the sample of this study, the prevalence was estimated by means of a two-stage sampling
design, primarily directed to detect farms with positive animals for C. fetus subsp. venerealis infection. In the first
stage, the number of farms (primary sampling units) to be sampled was calculated using Win Episcope version 2.0
software (The University of Edinburgh, UK).

The selection of the primary sampling units was based on the register of rural properties of cattle of the
Secretariat of State for the Development of Agriculture and Fishery (SEDAP), being considered the farms with more
than 50 bovines, since these properties are part of the cattle production chain. In order to compose the sample of the
number of farms, a total of 30 farming establishments with milk cattle'® and expected prevalence of 1.8%,® 95%
confidence interval (Cl) and statistical error of 5% were considered, which provided a minimum of 15 farms.

Farms were selected randomly. The selected farm that for some reason could not be visited was replaced by
another nearby with the same production characteristics. The selected farm that at the time of the visit had less than
the 50 cattle previously estimated was also sampled. In total, 19 properties were sampled.

In relation to the farms sampled by county, the numbers were as follows: Areia (7); Serraria (1); Alagoa
Grande (3); Bananeiras (6); Pil6es (1); and Alagoa Nova (1).

The number of cows in each farm (secondary unit) was calculated using Win Episcope version 2.0
software, using the values of expected prevalence, statistical error, and Cls mentioned above. Thus, 273 samples of

cervico-vaginal mucus were collected from adult dairy cows, non-pregnant, from July 2015 to May 2016.
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Sampling of cows by county was as follows: Areia (n = 90), Serraria (n = 13), Alagoa Grande (n = 42),

Bananeiras (n = 54), Pildes (n = 53), and Alagoa Nova (n = 21).

Collection of biological material

In order to collect the biological material, the cows were restrained and then a cleaning of the vulvar region was
carried out with water and 70% alcohol, and later drying with paper towels. For collection of cervicovaginal mucus,
the vulvar lips were separated and then a uterine lavage pipette coupled to a 20 ml syringe was introduced into the
vagina to aspirate the mucus. Samples were transferred and stored in tubes containing 5 mL of phosphate buffered

saline (PBS, pH 7.2) and transported immediately to the laboratory for due processing.

Laboratory processing of samples

In the laboratory, samples were transferred to polypropylene tubes and submitted for DNA extraction using the
“Wizard® SV Genomic DNA Purification System” (Promega®) commercial kit, following the manufacturer’s
instructions.

After DNA extraction, the amplification reactions of the genomic material to C. fetus subsp. venerealis
were performed using the oligonucleotides VENSF1 (5'CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT3') and VENS2
(5GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT3'), as described by Hum et al.’® In addition, positive and negative
controls were used in all reactions. As a negative control, ultra-pure water was used. The thermal profile used was:
initial denaturation at 95 °C for 10 min, followed by 30 cycles of denaturation at 95 °C for 20 s; annealing at 50 °C
for 20 s and extension at 72 °C for 2 min; and final extension at 72 °C for 10 min. The PCR product was analyzed
by electrophoresis in agarose gel at 1.5%, stained with Blue Green (LGCbio), visualized in a transilluminator with
ultraviolet light, and photodocumented to detect product with 142 base pairs (bp). Amplicon sizes were determined

in comparison to a 100 bp marker.

Sequencing

In order to confirm the results, positive samples were purified after amplification and bidirectional sequenced using
the BigDyeTerminator v3.1 CycleSequencing kit (AppliedBiosystems, USA), according to the manufacturer’s
instructions. Sequencing was performed by capillary electrophoretic separation in an ABI 3500 Genetic Analyzer
sequencer (Applied Biosystems). Data were collected using Data Collection Software (Applied Biosystems) and

underwent quality inspection through SequencingAnalysis Software (AppliedBiosystems). After sequencing, the
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contigs were submitted to BLAST in the NCBI GenBank database (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) in order to

investigate correspondence in species identification.

Georeferencing

A thematic map was prepared with prevalence distributions in the studied area. Each property was georeferenced to
define and visualize its location in physical space, i.e., identifying the farm properties on the map of the Brejo
Paraibano microregion. The location of the properties was obtained with the aid of satellite tracking equipment
(GPS-Global Positioning System), configured to provide the positions in the coordinate latitude/longitude system in
the SAD-69 (South American Datum, 1969) system, which is the coordinate system of the cartographic base in the
Brejo Paraibano microregion. In order to map the occurrence, the georeferenced data were processed in TerraView

3.1.3 software.'’

Results

The prevalence of positive cows was 7.7% (21/273) (Cl 95%, 4.8%-11.5%). Of the cattle herds, 31.6% (6/19) had at
least one positive animal. Prevalence in positive herds ranged from 3.2% to 40.0%. Of the six counties surveyed, all
(100.0%) had positive animals, with a positive farm per county (Table 1 and Figure 1). Regarding age, it was
observed that all positive animals were between two and 15 years old, with a mean age of 6.2 years.

In the genetic sequencing, the samples presented had between 100% and 99% similarity with C.

fetus subsp. venerealis.

Discussion

This is the first report of C. fetus subsp. venerealis infection in cattle in the state of Paraiba, northeastern region of
Brazil. In this microregion, 7.7% (21) were positive in the PCR. Researches in several parts of the world have
revealed prevalence’s ranging from 0.0%"" to 15.0%.% Information regarding prevalence and outbreaks of the
disease is not regularly reported by many countries,?* and this may be due to the lack or inefficiency of surveillance
and monitoring programs on these sites. The difficulty of diagnosing BGC is well reported; this may be related to
deficient infrastructure, lack of proper isolation media, and the sensitive nature of the bacteria. This difficulty has

been the major limitation of the control of this disease in developing countries.’
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Table 1 - Prevalence of dairy cows positive for C. fetus subsp. venerealis in Brejo Paraibano microregion, Brazil

Positive Positive
County N° samples % N° farms %
samples farms
Alagoa Grande 42 4 9.5 3 1 333
Farm A 4 0 0
Farm B 28 0 0
Farm C 10 4 40
Alagoa Nova 21 3 14.3 1 1 100.0
Farm D 21 3 14.3
Areia 90 2 2.2 7 1 14.3
Farm E 6 0 0
Farm F 15 0 0
Farm G 25 0 0
Farm H 20 2 10.0
Farm | 8 0 0
FarmJ 8 0 0
Farm K 8 0 0
Bananeiras 54 1 1.8 6 1 16.7
Farm L 2 0 0
Farm M 3 0 0
Farm N 5 0 0
Farm O 8 0 0
Farm P 31 1 3.2
Farm Q 5 0 0
Pildes 53 10 18.9 1 1 100.0
FarmR 53 10 18.9
Serraria 13 1 7.7 1 1 100.0
Farm S 13 1 7.7
Total 273 21 1.7 19 6 31.6
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Campylobacter fetus subs. venerealis

7 — 7 T
® 0% / y / /
m 323% | = - \ /\
\ / \ / .
/ \ / \ N {
NELC |\ LA " e f\ﬁ L V)
® 10% |/ W |
.72 ’ 3 \ |
®  1429% \* / < ° l ‘ \ / /) J
*  1887% ‘ ,\ \/\/\(\ “
¢ 40% / ‘
e"ana

\ 'A'—\ I~ \ )i N
// e = s

- \ ® @ Areia \ N \ i ks 550 |
— I ) <
/ J & \ / ,;/.\\; / j/y[ \
(fj /J\Z . Alagoa Grande /\v 4 V/\/k > Q
0

/%\\4{ =1 | ¢ \
)) Plloes R | —
A i, °

r ]

\

N
/ / Alagoa Nova
B /¥ ”‘/\ww/ — ¢ vﬂ - j
\ \ ¥ 7 P,

A

5 10 20 Quilémetros
1:556.552 I T T |

Fig. 1 - Distribution and prevalence of C. fetus subsp. venerealis infection in Brejo Paraibano microregion,

Paraiba, Brazil. Upper map: Paraiba state; Bottom map: surveyed counties.

Considering only the samples of females, in Brazil a result close to that of the present study was obtained

by Leal et al.?

which determined a prevalence of 10.5% (27/258) using direct immunofluorescence (DIF) in
samples of uterine and vaginal swabs from animals slaughtered in slaughter houses in the Federal District and Goias.
However, the prevalence observed in the present study was lower than that generally reported, including other
regions of the country. In Minas Gerais, a prevalence of 25.5% (40/157) was found using DIF in samples of
cervicalvaginal mucus from cows from herds with reproductive problems.? Ziech et al.3 observed that 13.6% of
samples from cows were PCR positive in the state of Rio Grande do Sul.

It is difficult to accurately compare the results of this research with previously published studies because
the gender of the animals among the studies may vary. Also, since males generally remain chronically infected and
females can clear the infection after a period of sexual rest, the prevalence directed to bulls and herds with a history

of reproductive problems may be higher. The differences between the performed studies in prevalence may also be

due to other factors such as type of farming (extensive, semi-intensive, and intensive), time the samples were
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collected, use of artificial insemination, sample transport time to laboratory, differentiation between subspecies of C.
fetus, and sexual rest before collection.?

In some studies, the authors do not use an experimental design to estimate prevalence, only doing surveys
specifically on problem farms and on animals with reproductive problems, as well as using different diagnostic
techniques that vary in sensitivity and specificity.?2”® In this study, the farms and the animals sampled were
randomly selected, regardless of whether or not they presented characteristic clinical signs of the disease. This
provided the general prevalence in the studied region, which was not only taken from herds with reproductive
problems, and may also explain the lower prevalence found compared to other studies, since animals with infertility
problems are more likely to be C. fetus subsp. venerealis positive.

The methods of collection, pregnancy, and the phase of the estrous cycle can also influence the quality of
the collected material. The cows in this study were not pregnant, but it was not possible to identify the stage of the
estrous cycle due to the lack of record in zootechnical records by the owners. The number of microorganisms in the
vaginal mucus and the amount of secretion obtained are higher during estrus, which may decrease the sensitivity of
diagnostic tests for carrier females, since not all collected females are in this condition,®? which probably occurred
in this study, and may have influenced the detection of the agent DNA, and consequently the prevalence may be
higher than that found. Therefore, it is recommended to collect from females in the estrus period and to use estrus
synchronization when the objective is to obtain representative sampling of the herd,® since a larger number of cows
will be in heat at the same time during a visit to the farm. However, the use of drugs for synchronization only for
collection, when the rural producer does not yet use this tool as a reproductive strategy, increases costs for the owner
in the case of routine diagnosis or for the researcher when performing epidemiological surveys like this one.

Therefore, the use of high sensitivity tests, such as PCR, which can detect a small number of
microorganisms, is important in studies of this nature. In the work of Groff et al.,® the PCR technique was more
sensitive and specific for the detection of C. fetus when compared with traditional isolation methods. The results of
McMillen et al.?® confirmed the sensitivity and specificity of the PCR assay by detecting an additional 40 bulls that
were not detected by culture. The PCR is also faster and can be used as an effective alternative for genital
campylobacteriosis diagnosis in cattle.”®

In general, epidemiological surveys should take into consideration the factors that may influence
prevalence. These factors include herd size, management factors, age, geographical area, sampling design and

sensitivity of diagnostic tests.?’
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C. fetus subsp. venerealis was detected in six (31.6%) of the cattle herds sampled. The prevalence of farms
with positive animals, associated with the detection of infection in cattle of all the counties surveyed, makes it
possible to affirm that C. fetus subsp. venerealis infection is present in cattle in the Brejo Paraibano microregion.

Because of the damages that C. fetus subsp. venerealis infection can cause, the knowledge of distribution of
this agent is important and the differences between regions should be considered. The prevalence rates found are, in
general, randomly scattered in the study area. The spatial analysis of Molina et al.?* showed that those herds in the
center-south of La Pampa province (Argentina) were more likely to contain bulls infected with C. fetus than herds
located in other areas of the province.

The vast spread of infectious agents constitutes a constant challenge for those involved with animal health,
particularly in relation to control. Spatial epidemiology is useful for the visualization of areas at risk for infection
and serves to rapidly alert of impending problems that need immediate action.”®

It is probable that the introduction of infected animals and lack of knowledge on the part of dairy farmers
could have been responsible for the introduction and maintenance of the agent in the herds.® Considering the number
of positive herds, BGC should be considered in investigations of infertility problems in dairy cows from herds in
this region.

Although the introduction of infected cows into breeding herds may contribute to the spread of BGC, non-
virgin bulls involved in commercial exchanges are the major cause of spread.?* Because of its epidemiological
characteristics, mainly because it is a venereal transmission disease, BGC should be understood as a disease of the
herd.?

This study demonstrates the presence of C. fetus subsp. venerealis DNA in dairy cows in the surveyed
region. Considering the percentage of farms with positive animals, an artificial insemination program should be
adopted on the properties, as well as a vaccination program to stimulate immunity with the aim of reducing the

prevalence of positive animals.
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Prevaléncia e fatores de risco associados a infecciao por Tritrichomonas foetus em

bovinos no estado da Paraiba, Brasil

ABSTRACT

Objetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia da infeccdo por Tritrichomonas
foetus e analisar os fatores de risco em bovinos no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil.
Foram coletadas amostras de muco cérvico vaginal de 290 vacas leiteiras e de esmegma de
59 touros, de corte (31), aptidao mista (10) e leite (18), procedentes de 31 propriedades.
Para o diagnoéstico laboratorial utilizou-se o meio de cultivo Diamond modificado e a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para andlise dos fatores de risco, foi realizada
andlise univariada e regressao logistica. Foi elaborado um mapa com a prevaléncia. A
prevaléncia da infeccao por T. foetus na PCR foi 3,7% (13/349) (I.C. 95%; 2,1 - 6,4%). No
cultivo, nenhuma amostra foi positiva para a infeccdo por T. foetus. A porcentagem de
propriedades que apresentaram ao menos um animal positivo para T. foetus foi 19,3%
(6/31). Em relacao ao sexo, observou-se uma prevaléncia da infeccdo por T. foetus de 4,5%
(fémeas) e 0,0% (machos). Na andlise dos fatores de risco observou-se associacdo do
contato de fémeas com touros de outras propriedades (OR 5,9; I.C. 1,5 - 22,4; p = 0,009).
Este estudo indica que a infec¢do por T. foetus ocorre em vacas leiteiras na regido
pesquisada. Tendo em vista a porcentagem de propriedades com animais positivos e com o
intuito de reduzir a prevaléncia, o repouso sexual ou descarte das fémeas positivas deve
ser adotado nas propriedades. Para diminuir os riscos de infec¢do, recomenda-se evitar o
contato das fémeas com machos de outras propriedades, principalmente quando nao se

conhece a situacdo sanitaria desses touros em relacao a esta infeccao.

Keywords: bovino, cultivo, fatores de risco, PCR, tricomonose
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Introducao

A tricomonose genital bovina (TGB) é uma enfermidade venérea causada por um
protozoario flagelado denominado Tritrichomonas foetus (T. foetus), cujo habitat é o trato
genital de bovinos (PELLEGRIN; LEITE, 2003). Esta enfermidade possui distribuicdo
cosmopolita com ocorréncia em rebanhos de aptidio leiteira e de carne (SPOSITO FILHA;
OLIVEIRA, 2009). Dependendo da area estudada, a elevada prevaléncia dessa doenca
constitui um dos principais fatores sanitarios que interferem nos indices reprodutivos do
rebanho bovino (ROCHA et al., 2009).

T. foetus pode persistir em rebanhos enzodticos sem detec¢do por muitos anos e ter
um impacto econdmico substancial em uma criacdo de gado devido a trés fatores: (1)
reducdo da producao de bezerros, devido a perda embrionaria precoce ou aborto; (2)
reducdo do peso ao desmame devido a concepcdo tardia; (3) eliminacdo e substituicao de
bovinos infectados (RODNING et al,, 2008). A transmissao de T. foetus ocorre por meio da
monta natural, utilizacao de touros de repasse ou inseminac¢ao artificial com utilizacao de
sémen sem certificacdo sanitaria (CARVALHO; RODRIGUES, 2006).

Alguns fatores podem contribuir para a introducao ou disseminag¢do do agente como
touros mais velhos (PEREZ et al., 1992; RAE et al., 2004; MENDOZA-IBARRA et al.,, 2012;
MENDOZA-IBARRA et al,, 2013); proprietarios ou fazendeiros que compartilham animais
com outros rebanhos (MARDONES et al., 2008); rebanhos maiores em ambientes de
manejo mais extensivos, maior propor¢do touro-vaca, muitos touros por grupo de
reproducdo e auséncia de conhecimento sobre a doenga (RAE et al., 2004).

Em funcdo da importdncia da bovinocultura no Brasil e do impacto que a TGB
ocasiona na saude reprodutiva dos bovinos, é fundamental a realizagio de estudos

epidemiolégicos sobre a infeccdo por T. foetus nos rebanhos bovinos. Desta forma,
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objetivou-se com este estudo determinar a prevaléncia da infeccdo por T. foetus e analisar

os fatores de risco em bovinos no estado da Paraiba, Brasil.

Materiais e Métodos
Area de estudo

A microrregido do Brejo Paraibano estd localizada na mesorregido do Agreste do
estado da Paraiba, e é composta por oito municipios: Alagoa Grande, Alagoa Nova, Areia,

Bananeiras, Borborema, Matinhas, Pildes e Serraria (IBGE, 2017) (Figura 1).

Amostragem

Foi realizado um estudo transversal para determinar a prevaléncia de animais
infectados por T. foetus. Para compor a amostra deste estudo foi estimada a prevaléncia por
meio de um delineamento amostral em dois estagios, dirigido, primordialmente, para
detectar propriedades com animais positivos para a infeccdo por T. foetus. No primeiro
estagio, o numero de propriedades (unidades primarias de amostragem) a ser amostrado
foi calculado com o auxilio do programa Win Episcope 2.0.

A principio a escolha das unidades primarias de amostragem foi baseada no
cadastro de propriedades rurais de bovinos da Secretaria de Estado do Desenvolvimento
da Agropecuaria e da Pesca da Paraiba (SEDAP), sendo consideradas as criagcdes com mais
de 50 bovinos, visto que, sao essas propriedades que fazem parte da cadeia produtiva da
bovinocultura. O cadastro continha informagdes sobre a localizagdo da fazenda, tamanho
do rebanho e nimero de animais por faixa etaria e sexo.

Para compor a amostra do numero de propriedades foram considerados um total de
160 estabelecimentos agropecuarios com fémeas com mais de dois anos de idade (SEDAP)

e prevaléncia esperada de propriedades com animais positivos de 90,5% (OLIVEIRA et al.,
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2015), intervalo de confianca de 95% e erro estatistico de 10%, o que forneceu um nimero
minimo de 28 propriedades.

O namero de vacas em cada propriedade (unidade secundaria) foi calculado com o
auxilio do programa Win Episcope 2.0, utilizando os valores de prevaléncia esperada de
33,4% (OLIVEIRA et al., 2015), erro estatistico de 5% e intervalo de confianca de 95%. As
amostras de fémeas foram obtidas apenas em rebanhos leiteiros ou mistos. Em todas as
propriedades visitadas, os proprietarios de rebanhos foram encorajados a ter todos os
touros em idade reprodutiva amostrados.

As propriedades foram selecionadas por sorteio. A propriedade selecionada que, por
algum motivo, ndo pdde ser visitada foi substituida por outra, nas proximidades, com as
mesmas caracteristicas de producao.

No periodo de julho de 2015 a setembro de 2016 foram coletadas 290 amostras de
muco cérvico-vaginal de vacas leiteiras, adultas, ndo prenhas e 59 amostras de esmegma de
touros de corte e leite, adultos e que passaram por um periodo de repouso sexual de 7 a 15
dias, em 31 propriedades de seis municipios. Para classificar uma fémea como prenha ou
ndo, baseou-se nos registros da propriedade. Nas propriedades onde houve fémeas
positivas, foram realizadas trés coletas nos machos.

Em relacdo as propriedades amostradas por municipio, os numeros foram os
seguintes: Areia {(15 propriedades); (n=108 animais, 90 fémeas e 18 machos)}; Serraria
{(1 propriedade); (n=15; 13 fémeas e 2 machos)}; Alagoa Grande {(4 propriedades); (n=67;
59 fémeas e 8 machos)}; Bananeiras {(9 propriedades); (n=84; 54 fémeas e 30 machos)};
Pildes {(1 propriedade); (n=53 fémeas)}; e Alagoa Nova {(1 propriedade); (n=22; 21

fémeas e 1 macho).
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Aplicagdo de questionario investigativo

Durante as visitas as propriedades foi utilizado um questionario investigativo
padronizado para coleta de dados relativos aos possiveis fatores de risco, com as seguintes
variaveis: a) dados individuais: faixa etaria (2-5 anos, 5,1-7,9 anos e >8 anos) (a idade foi
estimada usando os registros da fazenda) e sexo (macho e fémea), b) dados do rebanho:
tipo de exploracdo (corte, leite e mista), pastos comuns com outras propriedades,
qualidade das cercas (boa, ruim e regular), raca predominante (pura e mestica), tempo de
permanéncia dos reprodutores com as fémeas (0-6 meses, 6-12 meses e 6-12 meses como
repasse), aluguel de pastos, sistema de criagcdo (extensivo, semi-intensivo e intensivo) e
incorporacdes de novas fémeas reprodutivamente ativas, c) dados reprodutivos:
possibilidade de contato de fémeas com touros de outras propriedades, consércio de
touros, controles reprodutivos regularmente e manejo reprodutivo (monta natural e

inseminacao artificial).

Coleta de material bioldgico

Para a obtencdo do material biol6gico, as vacas foram contidas e em seguida foi
realizada uma limpeza da regidao vulvar com agua e alcool a 70°GL e, posteriormente,
secagem com papel toalha. Ap6s esse procedimento, os labios vulvares foram afastados e
entdo uma pipeta de lavagem uterina acoplada a seringa de 20mL foi introduzida na vagina
para aspirar o muco cérvico vaginal. As amostras foram transferidas e armazenadas em
tubos contendo 5mL de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS, pH 7,2).

Os machos foram previamente contidos. Os pelos do 6stio prepucial foram aparados.
Posteriormente foi realizada uma limpeza da area prepucial externa com alcool a 70°GL e
secagem com papel toalha. A coleta do esmegma prepucial foi realizada usando a técnica de

raspagem da cavidade prepucial com auxilio de raspadores cilindricos especificos



47

esterilizados. Ap6s a coleta, imediatamente os raspadores foram imersos em tubos tipo
Falcon estéreis com solucao PBS (pH 7,2).

Realizada a coleta das amostras, a suspensao de PBS foi cuidadosamente misturada
para assegurar uma amostra homogénea a partir da qual foi tomada uma aliquota de 1mL,
destinada ao cultivo de Tritrichomonas foetus, que foi imediatamente transferida para tubos
contendo Meio Diamond Modificado (DMM), que foram acondicionados a temperatura

ambiente e transportados imediatamente ao laboratério para devido processamento.

Processamento laboratorial das amostras

As amostras no DMM foram incubadas em estufa a 37°C por 72 horas e examinadas
microscopicamente 24, 48 e 72 horas apés a incubacdo. Na leitura foi pesquisada a presenca
de Tritrichomonas. A confirmacdo de um cultivo positivo baseou-se na visualizacao de pelo
menos um trofozoito flagelado vivo com morfologia e movimentos abruptos e ondulantes
caracteristicos em cada lamina.

Aliquotas da suspensao de PBS de todas as amostras foram transferidas para tubos
de polipropileno e submetidas a extracdo de DNA com o kit comercial “Wizard® SV Genomic
DNA Purification System” (Promega®) utilizando-se o protocolo do fabricante.

Apébs a extracdo do DNA, as reagdes de amplificacdo do material genémico de T.
foetus foram realizadas utilizando 0s oligonucleotideos TFR3
(®CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC?) e TFR4 (*CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA3), de
acordo com o protocolo estabelecido por Felleisen et al. (1998). Além disso, controles
positivos e negativos foram usados em todas as reagdes. Como controle negativo foi
utilizada agua ultrapura. Como controle positivo, foi utilizada uma amostra isolada de

bovino no estado de Pernambuco.
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O produto amplificado foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
corado com Blue Green (LGCbio), visualizado em transluminador com luz ultravioleta e
fotodocumentado para deteccdo de produto com 347 pares de bases (pb). Os tamanhos dos

amplicons foram determinados em comparac¢ao com um marcador de 100 pb.

Andlise de fatores de risco para infec¢do por T. foetus

Foi realizada uma anadlise descritiva, determinando-se medidas de dispersao para as
frequéncias absolutas e relativas. Para andlise dos fatores de risco associados a infecgao
por Tritrichomonas foetus na espécie bovina, foi realizada uma analise univariada das
variaveis de interesse pelo teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher, quando
necessario. Posteriormente foi realizada uma regressao logistica considerando como
variavel dependente para Tricomonose a PCR (positivo ou negativo). As varidveis
independentes ou explanatorias consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram
significancia estatistica <0,20. Essa probabilidade foi estipulada para que possiveis fatores
de risco do evento nao sejam excluidos da analise (HOSMER; LEMESHOW, 1989). O

programa Epilnfo 3.5.2 foi utilizado para a execugao dos calculos estatisticos.

Georreferenciamento

Foi elaborado um mapa tematico com as distribuicdes da prevaléncia na area
estudada. Cada propriedade foi georreferenciada para definir e visualizar suas localizacdes
no espago fisico, ou seja, identificar as propriedades no mapa da microrregidao do Brejo
Paraibano.

A localizacdo das propriedades foi obtida com auxilio de um aparelho de localizagdo
por satélite (GPS - Global Position System), configurado para fornecer as posicdes no

sistema de coordenadas de latitude / longitude, no Sistema SAD-69 (South American
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Datum de 1969), que é o sistema de coordenadas da base cartografica na microrregidao do
Brejo Paraibano. Para o mapeamento da prevaléncia, os dados georreferenciados foram
langados no software QGIS 2.14.

0 estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal Rural de Pernambuco com licenga n? 048/2014.

Resultados

Este é o primeiro relato da infeccao por T. foetus em bovinos na microrregido
geografica do Brejo Paraibano, regido Nordeste do Brasil. Considerando a PCR, a
prevaléncia de bovinos positivos foi 3,7% (13/349) (I.C. 95%; 2,1 - 6,4%). No cultivo,
nenhuma amostra foi positiva para a infeccao por T. foetus.

Dos rebanhos bovinos, 19,3% (6/31) tiveram pelo menos um animal positivo. A
prevaléncia nos rebanhos positivos variou de 9,4% a 28,6%, com uma média de 16,7%. Dos
seis municipios pesquisados, quatro (66,7%) possuiam propriedades com animais
positivos. O nimero de propriedades positivas por municipio positivo variou de uma a trés
(Figura 2). Os dados referentes ao sexo estdo descritos na Tabela I. Quanto a idade,
observou-se que todos os animais positivos tinham entre dois e 10 anos de idade, com
meédia de 5,5 anos.

Na andlise dos fatores de risco observou-se associacdo do contato de fémeas com

touros de outras propriedades (OR 5,9; I.C. 1,5 - 22,4; p = 0,009) (Tabela II).

Discussao
A prevaléncia de propriedades positivas, associada a detecg¢ao da infeccao em 66,7%

dos municipios, possibilita afirmar que a infeccdo estd presente no Brejo Paraibano. Na
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Paraiba, Mello (1954) determinou prevaléncia de 8,0% com exame direto ou laminas
coradas pelo Giemsa ou fucsina, mas ndo cita a microrregido do estudo, quantas
propriedades foram amostradas, e ndo informa se os rebanhos tinham suspeita de
tricomose ou problemas reprodutivos.

A prevaléncia em outras partes do mundo variou de 0,0% (OTTE et al., 1995; MAI et
al.,, 2013; BERNASCONI et al., 2014; HANCOCK et al., 2015) e 61,9% (GONZALEZ-CARMONA
et al., 2012). No Brasil, de 0,0 (ROCHA et al., 2009; PAZ JUNIOR et al., 2010; LEAL et al,,
2012) a 33,4% (OLIVEIRA et al., 2015).

Neste estudo, as propriedades e os animais foram selecionados independentemente
do historico reprodutivo e se os animais apresentavam sinais clinicos sugestivos da
enfermidade. Isso fornece a prevaléncia geral, e ndo apenas nos rebanhos com problemas
reprodutivos, e pode explicar a menor prevaléncia encontrada se comparada a estudos
pontuais.

Pode-se citar a exigéncia de células vivas e a baixa sensibilidade, dentre as
desvantagens da cultura que podem ter influenciado o resultado deste teste neste estudo
(YAO, 2013). Pereira-Neves et al. (2012) demonstraram que T. foetus pode se transformar
em pseudocistos e pode nao ser detectado pelo cultivo.

Neste estudo foram tomadas todas as precau¢des para obtencdo de amostras em
quantidade e de qualidade adequadas, minimizando a contaminacgdo, evitando variagoes de
temperatura e o transporte foi realizado o mais rapido possivel para o laboratério, com
uma média de tempo de aproximadamente trés horas. A deteccio do DNA do parasito na
PCR e ndo deteccdo do agente no cultivo pode ser devido a maior sensibilidade da PCR, de
acordo com Silva et al. (2009) e Mukhufhi et al. (2003).

A maior positividade em fémeas que em touros pode ser devido a condi¢do de

fémeas portadoras, que sdo fémeas infectadas e, por provavel falha da imunidade, mantém
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o parasito por longos periodos (PELLEGRIN; LEITE 2003). Essas vacas sao fonte de
infeccdo no rebanho e enfatizam que os programas de controle devem ser baseados em
todo o rebanho e nao apenas no touro (RAE; CREWS, 2006).

A nado deteccdo de machos positivos pode ser atribuida principalmente a dois
fatores: contato com reprodutores de outras propriedades e idade dos touros. A
possibilidade de contato de fémeas com touros de outras propriedades foi um fator de risco
neste estudo (OR 5,9; I.C. 1,5 - 22,4; p = 0,009). Isso também evidencia o risco de
propagacdo do agente entre os animais de diferentes propriedades, mostrando a
importancia da monta natural apenas entre animais do mesmo rebanho. Nos estudos de Jin
et al. (2014) e Mardones et al. (2008), a infeccao foi associada ao contato com animais de
outras propriedades. Jesus et al. (2003) também encontraram rebanhos com fémeas
infectadas, mas os machos foram negativos, e sugerem como explicagdo a troca recente de
machos.

Nas propriedades com fémeas positivas, 63,6% dos touros tinham até cinco anos, e
no geral 74,6% tinham até cinco anos, fazendo com que esses animais possam ter debelado
a infeccdo. Em touros jovens, a infeccdo pode ser transitéria (OIE, 2012). Touros mais
velhos sdo mais provaveis de estarem infectados (PEREZ et al., 1992; RAE et al., 2004;
MENDONZA-IBARRA et al. 2012, 2013).

Maior prevaléncia foi observada em animais de rebanhos onde se realizavam
incorporacdes de novas fémeas reprodutivamente ativas. Isso, associado a auséncia de
diagndstico nos animais recém-adquiridos, pode ter sido responsavel por essa maior
prevaléncia. Vacas recém-adquiridas possivelmente infectadas poderiam ainda nao ter tido
contato sexual com os touros das propriedades onde estavam durante a coleta, e
consequentemente ndo houve a possibilidade de transmissao do agente, fazendo com que

os machos fossem negativos.
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Auséncia de programas sanitarios que tenham como um dos critérios a entrada de
animais novos apds certificacao sanitaria influencia a epidemiologia da infecgao (JESUS et
al,, 2003).

As trés coletas nos machos das propriedades com fémeas positivas minimizam o
risco de resultados falso-negativos. No entanto, em cinco machos de trés propriedades, isso
nao foi possivel, visto que foram vendidos. Apesar de os touros fornecerem o material ideal
para diagnostico (PEGORARO et al.,, 2009), este estudo mostra a necessidade da coleta em
fémeas em rebanhos com status sanitario desconhecido para essa enfermidade.
Recomenda-se a pesquisa dessa infeccdo na rotina de diagndstico, para prevengdo e
controle de rebanhos com baixo indice reprodutivo nesta regido.

A ocorréncia de propriedades positivas foi maior no setor norte, ndo havendo
distribuicdo proporcional, assim como em outros estudos que avaliaram a distribuicao
espacial. Szonyi et al. (2012) identificaram o sudeste do Texas com maior risco para TGB, o
que s6 poderia ser parcialmente explicado pela densidade do rebanho. Molina et al. (2013)
indicam que rebanhos no centro-sul da provincia de La Pampa (Argentina) eram mais
propensos a possuir touros infectados do que os localizados em outras areas da provincia.
As medidas de controle devem ser adotadas principalmente no setor norte.

Este estudo indica que a infec¢ao por T. foetus ocorre em vacas leiteiras na regido
pesquisada. Tendo em vista a porcentagem de propriedades com animais positivos, com o
intuito de reduzir a prevaléncia, o repouso sexual ou descarte das fémeas positivas deve
ser adotado nas propriedades. O contato das fémeas com machos de outras propriedades
deve ser evitado, principalmente quando nao se conhece a situagdo sanitaria desses touros
em relacdo a esta infeccdo. Sugere-se a criacdo de um programa de controle no Brasil por
parte das autoridades sanitarias competentes, com a devida educacao sanitaria referente a

essa enfermidade.
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Tabela I
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Prevaléncia da infec¢do por T. foetus em rebanhos bovinos, por sexo, na microrregido do

Brejo Paraibano, Brasil.

N2 Machos Fémeas
Municipio % N2 Fémeas %
Machos positivos positivas
Alagoa Grande 8 - 0,0 59 2 3,4
Alagoa Nova 1 - 0,0 21 0 0,0
Areia 18 - 0,0 90 3 3,3
Bananeiras 30 - 0,0 54 6 11,1
Piloes 0 - 0,0 53 0 0,0
Serraria 2 - 0,0 13 2 15,4
Total 59 - 0,0 290 13 4,5




Tabela I1

Andlise univariada e regressdo logistica dos fatores de risco associados a infeccdo por

Tritrichomonas foetus em bovinos no Brejo Paraibano

PCR Regressao Logistica
Variavel N Positivo Valor de p OR IC95% Valor de
(%) p
Sexo
Fémea 290 13 (4,5%)
Faixa etaria
(anos)
Entre2a5 152 6 (3,9%)
Entre51a79 111 4 (3,6%) 0,980
>8 86 3 (3,5%)
Raca
Pura 31 -
Tipo de criacao
Extensivo 86 4 (4,7%)
Semi- 256 9(3,5%) 0,775
intensivo
Intensivo 7 -
Tipo de
exploracao
Corte 31 -
Leite 270 11 (4,1%) 0,517
Mista 48 2 (4,2%)
Pasto comum
Sim 10 -
Nao 339 133s%) 0% _
Aluga pasto
Sim 19 -
Nio 330 13(139%)  Y7° _
Qualidade da
cerca
Boa 205 7 (3,4%)
Ruim 1 - 0,913
Regular 143 6 (4,2%)
Manejo
reprodutivo
Monta natural 189 8 (4,2%)
Insc?r-ni-na(,‘éo 160 5 (3,1%) 0,400
artificial




Contato das
fémeas com
reprodutores
de outras
propriedades

Sim

Nao
Incorporam-se
fémeas no
rebanho em
atividade
reprodutiva

Sim

Nao
Esporadicamente
Consorcio de
touros*

Sim

Nao
Controle
reprodutivo

Sim

Nao
Tempo de
permanéncia
dos
reprodutores
com as fémeas*

0 - 6 meses

6,1 - 12 meses

6,1 - 12 meses

(repasse)

80
269

238
90
21

44
252

239
110

21
168

107

8 (10,0%)
5 (1,9%)

8 (3,4%)
2 (2,2%)
3 (14,3%)

13 (5,2%)

9 (3,8%)
4 (3,6%)

8 (4,8%)
5 (4,7%)

0,002

0,027

0,117

0,609

0,594

60

5,86 1,53 -22,39 0,009

1,00 0,19 -5,25 0,999

*Base = 296
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Figura 1

Microrregido do Brejo Paraibano (azul) do estado da Paraiba (verde) no nordeste do Brasil.
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Distribuicdo e prevaléncia da infec¢do por T. foetus na microrregidao do Brejo Paraibano,

estado da Paraiba, Brasil.
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5 CONCLUSAO

o Apesar de nenhum touro ter sido positivo para T. foetus, a infeccdo foi observada em
fémeas de aptiddo leiteira. 1sso pode ser atribuido principalmente a trés fatores: contato com
reprodutores de outras propriedades; idade dos animais e introducao de fémeas infectadas.

o A quantidade de rebanhos com animais positivos, associada a detec¢do da infec¢do em
bovinos de todos os municipios pesquisados possibilita afirmar que a infeccéo por C. fetus subsp.
venerealis esta presente em bovinos na microrregido do Brejo Paraibano.

o A ocorréncia de rebanhos positivos para T. foetus foi maior no setor norte da
microrregido do Brejo Paraibano, onde se encontra 0 municipio de Bananeiras, ndo havendo uma
distribuicdo proporcional. Dessa forma, é necessaria intervencdo principalmente nesta area para
o0 controle da infeccéo.

o Os proprietarios devem evitar o contato das fémeas com machos de outras propriedades,
principalmente quando ndo se conhece a situacdo sanitaria desses touros em relacdo a estas
infeccdes, para diminuir os riscos de infeccdo por esses agentes, bem como o repouso sexual ou
descarte das fémeas positivas deve ser adotado nas propriedades.

o Neste estudo, 0 manejo reprodutivo ndo teve associacdo com as prevaléncias das
infeccbes. No entanto, recomenda-se a adogcdo de um programa de inseminacdo artificial nas
propriedades com sémen de touros negativos, bem como um programa de vacinacdo contra a
Campilobacteriose Genital Bovina para estimular a imunidade, com o intuito de reduzir a
ocorréncia de possiveis problemas reprodutivos. Essas praticas devem ser adotadas para evitar a
introducdo e disseminacao de diversos patdgenos.
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APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA ANIMAL TROPICAL

QUESTIONARIO INVESTIGATIVO PARA TRICOMONOSE E
CAMPILOBACTERIOSE

FICHA No: PROPRIEDADE N°
DATA: [ |
INVESTIGADOR:

IDENTIFICACAO

Fazenda: Proprietario:
Endereco:

Municipio:

Contatos:

Coordenadas geograficas:

Ndmero de animais
Sexo/ldade | <1 ano 1-2anos | 2-3anos | >3 anos Total
Macho
Fémea
Total
Area destinada aos bovinos:
Proporcédo Macho:Fémea:
Quantidade de animais amostrados:

DADOS DO REBANHO 3) Raca predominante

Qual?

1) Tipo de criacao

a) Extensivo a) Pura

b) Semi-intensivo b) Mestica

¢) Intensivo
4) Qualidade das cercas

2) Tipo de exploragao a) Boa

a) Corte b) Regular

b) Leite ¢) Ruim

c) Mista

5) Realizam-se incorporac0es de
novos animais reprodutivamente ativos?
Machos: a) Sim b) Nao

Fémeas: a) Sim b) Nao



6) Se sim, qual a procedéncia dos
animais?

a) comerciantes de animais

b) exposicao/leildo

c) feira livre

7) Os animais adquiridos sao
virgens?

a) Sim

b) Ndo

8) Os touros permanecem sempre
com 0 mesmo grupo de fémeas?

a) Sim

b) Néao

9) Tempo de permanéncia dos
reprodutores com as fémeas

a) 0-3 meses

b) 3-6 meses

c) 6-9 meses

d) 9-12 meses

Detalhar

meses:

10)  Pastos comuns com outras
propriedades

a) Sim

b) Nédo

11)  Aluguel de pastos
a) Sim
b) Nédo

12)  Realizagédo de quarentena
a) Sim
b) Nao

DADOS REPRODUTIVOS

13) Intervalo entre
partos:

14)  Manejo reprodutivo
a) Monta natural

b) Inseminacéo Acrtificial

¢) Transferéncia de embrides
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15)  Possibilidade de contato de fémeas
com touros de outras propriedades?

a) Sim

b) Néo

16)  As fémeas apresentam abortos
a) Sim
b) Nédo

17)  Houve aumento no nimero de
abortos no ultimo ano?

a) Sim

b) Nédo

18)  As fémeas apresentam repeticéo de
cios?

a) Sim

b) Nédo

19)  Notou aumento na frequéncia de
repeticdo de cios?

a) Sim

b) Nédo

20)  Sao feitos controles reprodutivos
regularmente?

a) Sim

b) Nédo

21)  Realiza provas diagnosticas em
touros recém-adquiridos?

a) Sim

b) Nédo

22)  Vacina contra enfermidades
reprodutivas

a) Sim.

Quiais?
b) Nao

23)  Fornece suplementos alimentares
na época reprodutiva?

a) Sim

b) Nao

24)  Origem do sémen
a) Prépria fazenda

b) Central idonea

c) Terceiros



25)  Touro de repasse
a) Sim
b) Ndo

26)  Consdrcio de touros
a) Sim
b) N&do

OUTROS DADOS

27)  Tem conhecimento sobre
tricomonose ou campilobacteriose?
a) Sim

b) Ndo
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28) J& realizou exame  contra
tricomonose ou campilobacteriose?

a) Sim

b) Néo

29)  Sesim, os resultados foram
positivos?

a) Sim

b) Néo

30)  Possui assisténcia veterinaria
a) Sim
b) Nédo
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ANEXOS

| - Licenca para uso de animais em pesquisa

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comisséo de ética no uso de animais - CEUA

Licenga para o uso de animais em experimentaciio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugdo do projeto descriminado abaixo.

O presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil,

especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 048/2014
Nuamero do processo 23082.003578/2014
Data de emissdo da licenga 07 de Abril de 2014

Titulo do Projeto

Situagdo epidemioldgica da infecgdo por Tritrichomonas
foetus em bovinos na microrregifio geogréfica do Brejo

Paraibano.

Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extensdo)

Pesquisa

Responsavel pela execugdo do

projeto

José Wilton Pinheiro Junior

Colaboradores

Ruy Brayner de Oliveira Filho; Ant6énio Fernando Barbosa
Batista Filho; Junior Mério Baltazar de Oliveira; Paulo

Jedyson da Silva Feitosa; Jonas de Melo Borges

Tipo de animal e quantidade

total autorizada

Bovino ; total de 385 animais.

PP Dr! Matleyse Amorim

IM\Q.LW j Goorderadora CEUA

Prof. Dr. Marleyne José Afonso Accioly Lins Amorim
(Presidente em Exercicio da CEUA-UFRPE)
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I1 - Normas do periodico Brazilian Journal of Microbiology

SCOPE OF THE JOURNAL

Brazilian Journal of Microbiology, published by the Brazilian Society of Microbiology,
publishes original research papers and reviews, covering all aspects of Microbiology.

The publication fee for this journal is USD 300 for non-Brazilian citizens, R$ 840,00 for
Brazilian citizens and USD 100 for Genome Announcements.

The following categories of papers are acceptable for publication in Brazilian Journal of
Microbiology:

* Research paper: the research paper reports results of original research, which has not been
published elsewhere.

+ Short Communication: a Short Communication is new and signifi cant fi ndings. Submit form
is the same way as research paper. They receive the same review, they are not published more
rapidly than research paper.

« Short-review: Review articles should deal with microbiological subjects of broad interest
(ONLY BY INVITATION).

« Letter to the editor: Letters to the Editor are intended only for comments on fi nal, typeset
articles published in the journal (manuscripts posted online are not accepted) and must cite
published references to support the writer’s argument.

Your manuscript must be written clearly, in comprehensible English.

The text submitted for publication has to be English reviewed before submission. To submit the
manuscript, you must attach the issued certifi cate in supplementary files.

SECTIONS

Biotechnology and Industrial Microbiology

Bacterial Fermentation

* biosynthesis and bioconversion of natural products, including antibiotics, xenobiotics, and
macromolecules produced by bacteria.

 molecular aspects of bacterial biotechnology

Fungal Fermentation

* biosynthesis and bioconversion of natural products, including antibiotics, xenobiotics, and
macromolecules produced by fungi

 molecular aspects of fungal biotechnology

Food Microbiology

Technology

« applications of microorganisms (bacteria and fungi) for food production

Safety and Quality

* food borne diseases

» food spoilage

* microbial ecology in foods

Clinical Microbiology

Bacteria, Fungi, and Virus

* Laboratory diagnosis of human infections and the role of the laboratory in both the
management of infectious diseases and the elucidation of the epidemiology of infections.

* Microbial resistance and mechanisms of antimicrobial agents.

Environmental Microbiology

Microbial Ecology

* ecology of natural microbial assemblages, microbial diversity of natural environments such as
water, soil, sediments and higher organisms

* microbial interactions
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« environmental aspects of public health

* biodegradation

* bioremediation

Bacterial and Fungal Molecular

Pathogenesis

* Genetic, biochemical, and structural basis of bacterial and fungal pathogenesis
Bacterial and Fungal Physiology

* Biochemistry, biophysics, metabolism, cell structure, stress response, growth, differentiation,
and other related process of bacteria and fungi

Veterinary Microbiology

* control and/or treatment of animals

+ animal pathogen diagnostics

* veterinary or zoonotic pathogens

SUBMISSION OF A MANUSCRIPT

Submission of a manuscript to Brazilian Journal of

Microbiology is understood to imply that it has not previously been published (except in an
abstract form) and that it is not being considered for publication elsewhere.

Upon receipt of a manuscript all authors will receive an electronic message acknowledging the
receipt.

Responsibility for the accuracy of the manuscript content lies entirely with the authors.

PUBLICATION OF A MANUSCRIPT

Manuscripts are accepted for publication after having been critically reviewed by at least two
referees, indicated by the Editors.

The suggestions and recommendations of the reviewers and Editors will be forwarded
electronically to the corresponding author, who should return the reviewed manuscript to the
Editors within the stipulated date, via online system. Whenever applicable, the corresponding
author should explain or comment each modification introduced in the text.

The corresponding author will receive an electronic message whenever the manuscript moves
from one status to the next.

Membership in Brazilian Society for Microbiology is not a pre requisite for submission of a
manuscript for publication.

Nonmember scientists from Brazil and other countries are invited to submit papers for analysis.

ETHICS

When the study, described in the manuscript, is related to experiments carried out with human
beings and/or animals, author(s) must inform, within the text, if the research project has been
approved by the Research Ethics Committee of their institution, according to the Declaration of
Helsinki (http://www.fcm.unicamp.br/fcm/sites/default/fi les/declaracao_de_helsinque.pdf).
Experimental studies involving animals should follow the guidelines established by the “Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK54050/)
(Institute of Laboratory Animal Resources, National Academy of Sciences, Washington, D. C.
1996), and the Principios Eticos na Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) (Ethical Principles for Animal Experimentation of the
Brazilian College of Animal Experimentation -
http://www.cobea.org.br/conteudo/view?ID_CONTEUDO=65).

PREPARATION OF A MANUSCRIPT
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The manuscript should be submitted as one single WORD file. This single fi le should include:
the whole text, fi gures, tables, etc. Only manuscripts written in English will be considered.
For research papers, the WORD file should contain:

* Title (100 characters)

* Running title (40 characters)

* Authors and Affi liations

* Abstract (up to 200 words)

* Three to fi ve key-words

* Introduction

* Materials and Methods

* Results

* Discussion

* Acknowledgements (optional)

» References

For short communications, the WORD file should contain:

* Title

* Running title

* Authors and Affi liations

* Abstract (up to 50 words)

* Three to fi ve key-words

* Text not divided in topics

» Acknowledgements (optional)

* References

For short-review, the WORD fi le should contain:

« Title (100 characters)

* Running title (40 characters)

« Authors and Affi liations

* Abstract (up to 200 words)

* Three to fi ve key-words

* Text

* Acknowledgements (optional)

» References

For Letter to the Editor the WORD fi le should contain:

« Title (100 characters)

* Running title (40 characters)

* Authors and Affi liations

* Text (no more than 500 words and must be typed double-spaced)

» References

Author affiliations should be presented in decreasing hierarchical order (e.g. Harvard University,
Harvard Business School, Boston, USA) and should be written as established in its own
language (e.g. Université Paris-Sorbonne; Harvard University, Universidade de Sao Paulo).
All manuscripts should be typed double-spaced with 3 cm margins and pages should be
numbered sequentially. The lines in each page of the manuscript should be numbered too. The
Editors recommend that a manuscript should be critically read by someone fl uent in English
before submission. Manuscripts written in poor English will not be accepted. Research papers
and short-review consist of 20 pages, including references, tables and figures. Abbreviations of
terms and symbols should follow the recommendations of IUPAC-IUB Commission (Comission
on Biochemical Nomenclature, Amendments and Corrections) and the units are to be used
according to Sl (International Systems of Units).

Suggested Reviewers
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Authors may submit suggestions of reviewers to evaluate the manuscripts. The following
information must be provided: reviewer name, e-mail address, and the home institution.

Use of plant extracts in microbiological experiments

Articles that present studies with plant extracts, or other complex substances, will be accepted
only after identification of compounds.

ORGANIZATION

The full Title of the article should be as brief as possible, not exceed 100 characters including
spaces, should not contain abbreviations, and be truly indicative of the subject of the paper.
Authors should suggest a Running title that appears in the page header which should not exceed
40 characters, including spaces. Expressions like “Effects of”, “Influence of”, “Study on”, etc,
should be avoided. Care should be exercised in preparing the title since it is used in literature
retrieval systems. The Abstract should summarize the basic content of the paper. The abstract
should be meaningful without reference to the text. An abstract should not contain references,
tables or unusual abbreviations. Abstracts are reprinted by abstracting journals and therefore will
be read by persons who do not have access to the entire paper. The Introduction should provide
the reader with sufficient information so that the results reported in the paper can be properly
evaluated without referring to the literature. However, the introduction should not be an
extensive review of the literature. The introduction should also give the rationale for and
objectives of the study that is being reported. The Materials and Methods section should provide
enough information for other investigators to repeat the experiments. Repetition of details of
procedures which have already been published elsewhere should be avoided. If a published
method is modified, such modifi cation(s) must be described in the paper. Sources of reagents,
culture media and equipment (company, city, state, country) should be mentioned in the text.
Names that are registered trade marks should be so indicated. Subheading often makes this
section easier to read and understand. The Results section should, by means of text, tables and/or
figures, give the results of the experiments, extensive interpretation of results has to be avoid but
do so in the Discussion section. Tables and fi gures should be numbered using Arabic numerals.
All tables and figures must be mentioned in the text. The approximate location of tables and
figures in the text should be indicated. The Discussion section should discuss the results in
relation to the literature cited. In-text citations: Indicate references by (consecutive) superscript
arabic numerals in the order in which they appear in the text. The numerals are to be used outside
periods and commas, inside colons and semicolons. For further detail and examples you are
referred to the AMA Manual of Style, A Guide for Authors and Editors, Ninth Edition, ISBN 0-
683- 40206-4, copies of which may be ordered from Lippincott Williams & Wilkins
(http://www.lww.com/index.html).

Data references: This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your Reference List.
Data references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. This
identifier will not appear in your published article. [dataset] 5. Oguro M, Imahiro, S Saito, S
Nakashizuka, T. Mortality data for Japanese oak wilt disease and surrounding forest
compositions, Mendeley. Data, v1; 2015. http://dx.doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1

Reference list: Number the references in the list in the order in which they appear in the text.
General rules from the 10th edition

* Items are listed numerically in the order they are cited in the text

* Include up to 6 authors

* For more than six, provide the names of the first three authors and then add et al

Examples:
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I11 - Normas do periodico Acta Parasitologica

ACTA PARASITOLOGICA, an international, peer-reviewed journal, publishes original full
length articles, short research notes, invited review articles and book reviews, of high scientific
quality on all aspects of pure and applied parasitology. Casuistic notes and papers of local
importance are not accepted. Submission of the manuscript implies that it has not been
published before nor is being considered for publication elsewhere. The manuscript should be
accompanied by a letter signed by the authors. If the article was prepared jointly with other
authors, the signatory of this form warrants that he has been authorized by all co-authors to
sign this agreement on their behalf, and agrees to inform his co-authors of the terms of this
agreement. The corresponding author is requested to provide an e-mail address to facilitate.

MANUSCRIPT SUBMISSION

Before submission of the manuscript Authors should register themselves first as new users and
then upload their manuscripts along with a cover letter. Authors should submit their manuscripts
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