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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho realizar uma analise epidemioldgica da infeccdo por
Campylobacter. fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus em bovinos do estado de
Pernambuco, Brasil. Para isso, foram colhidas 383 amostras de muco céervico-vaginal de
vacas procedentes de 21 propriedades distribuidas nos 19 municipios que compdem a
microrregido de Garanhuns e 105 amostras de esmegma prepucial de machos em idade
reprodutiva, procedentes de 32 propriedades e quatro matadouros do estado de
Pernambuco. As amostras tiveram seu material genémico extraido e submetido a reacao
em cadeia da polimerase para o diagnostico. Para analise de fatores de risco aplicou-se um
questionario investigativo com perguntas referentes ao manejo higiénico-sanitario e
reprodutivo. Nas fémeas, observou-se uma prevaléncia de 1,8% (0,8% - 3,9%; I.C. 95%) e
33,4% (28,7% - 38,4%; I.C. 95%;) para Campylobacter fetus subsp. venerealis e
Tritrichomonas foetus, respectivamente. Em relacdo ao nimero de focos observou-se que
28,6% das propriedades apresentaram pelo menos um animal positivo para C. fetus subsp.
venerealis e 90,5% para T. foetus. Os fatores de risco identificados neste estudo para
campilobacteriose genital bovina em fémeas foi rebanhos acima de 100 animais (OR=7,2;
I.C. 1,3 - 38,4%; p=0,020) e para tricomonose bovina foi a utilizacdo da monta natural
(OR=2,4; I.C. 1,1 - 5,9%; p=0,041). Nos machos, observou-se uma frequéncia de 6,6%
(2,7% - 13,2%; 1.C. 95%) para T. foetus e nenhuma amostra foi positiva para C. fetus
subsp. venerealis. Em relacdo ao nimero de focos, 21,8% das propriedades apresentaram
animais positivos para T. foetus. Nenhuma das variaveis analisadas apresentou associagdo
com a infec¢do. Quanto as amostras dos matadouros, nenhuma foi positiva. Conclui-se que
as infeccOes por C. fetus subsp. venerealis e T. foetus estdo presentes nos rebanhos bovinos
do estado de Pernambuco e sugere-se que medidas de controle e profilaxia como o
diagnostico, separacdo e repouso sexual das fémeas infectadas, utilizacdo de um programa
de inseminacéo artificial com cuidados sanitarios rigorosos, descarte dos touros infectados
e reposicdo por animais jovens devem ser implementadas a fim de evitar a disseminacdo do
agente nos rebanhos.

Palavras-chave: Bovinocultura; diagndstico; fatores de risco; campilobacteriose;
tricomonose.



ABSTRACT

The objective of this study was to perform an epidemiological analysis of Campylobacter
fetus subsp. venerealis and Tritrichomonas foetus infection in cattle from state of
Pernambuco, Brazil. For this, 383 samples of cervical-vaginal mucus of cows from 21
properties distributed in the 19 counties that make up the microregion of Garanhuns and
105 samples of preputial smegma of males in the reproductive age, coming from 32
properties and four slaughterhouses were collected from state Pernambuco. The samples
had their genomic materials extracted and subjected to polymerase chain reaction for
diagnosis. To analyze the risk factors applied an investigative questionnaire on the
hygienic, sanitary and reproductive management. The risk factors identified in this study
was to bovine genital campylobacteriosis in female herds above 100 animals (OR=7.2, C.I.
1.3 to 38.4%, p=0.020) and bovine trichomoniasis was the use of natural mating (OR=2.4,
C.I. 1.1 to 5.9%, p=0.041). In males, there was a frequency of 6.6% (2.7%-13.2%, 95%
C.1.) for T. fetus and no sample was positive for C. fetus subsp. venerealis. Regarding the
number of outbreaks, 21.8% of farms had animals positive for T. foetus. None analyzed
variables was associated with infection. Regarding the samples from slaughterhouses, none
was positive. It is concluded that infection by C. fetus subsp. venerealis and T. foetus are
present in cattle in the state of Pernambuco and suggest that control measures such as
diagnosis and prophylaxis, and sexual segregation and rest of infected females, using a
program of artificial insemination with strict health care, elimination of infected bulls and
replacement for young animals are implemented to prevent the spread of agents in herds.

Keywords: Cattle, diagnostics, risk factors, campylobacteriosis, trichomoniasis.



LISTA DE TABELAS

Revisado de Literatura

Tabela 1
Tabela 2

Artigo 1
Tabela 1

Tabela 2

Artigo 2
Tabela 1

Estudos da Campilobacteriose Genital Bovina realizados no Brasil

Estudos da Tricomonose Bovina realizados no Brasil

Andlise dos fatores de risco associados a infec¢do por Campylobacter
fetus subsp. venerealis em vacas procedentes da microrregido de
Garanhuns, estado de Pernambuco, Brasil, 2013

Anadlise dos fatores de risco associados a infeccdo por Tritrichomonas
foetus em vacas procedentes da microrregido de Garanhuns, estado de

Pernambuco, Brasil, 2013

Analise dos fatores associados a infeccdo por Tritrichomonas foetus

em touros no estado de Pernambuco, Brasil, 2013

16
24

61

62

76



Artigo 2
Figura 1
Figura 2

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo geografica dos municipios estudados
Distribuicdo geogréafica dos matadouros estudados

77
77



© 00 N O

11

SUMARIO

INTRODUCAO
OBJETIVOS
2.1 Geral
2.2 Especificos
REVISAO DE LITERATURA
3.1 Campilobacteriose Genital Bovina (CGB)
3.1.1 Etiologia
3.1.2 Epidemiologia
3.1.3 Patogenia
3.1.4 Sinais clinicos e achados anatomo-patol6gicos
3.1.5 Diagnostico
3.1.6 Controle e prevencéo
3.2 Tricomonose Bovina (CG)
3.2.1 Etiologia
3.2.2 Epidemiologia
3.2.3 Patogenia
3.2.4 Sinais clinicos e achados anatomo-patologicos
3.2.5 Diagnostico
3.2.6 Controle e prevencao
REFERENCIAS
ARTIGOS CIENTIFICOS
51 Artigol
5.2 Artigo 2
CONSIDERACOES FINAIS
APENDICE A. Questionario Investigativo
APENDICE B. Termo de Autorizac&o

ANEXO A. Normas para publicacéo de periodico Tropical Animal Health

and Production

ANEXO B. Normas para publicacdo de periodico Research in Veterinary

Science

ANEXO C. Licenga para uso de animais em pesquisa

12
14
14
14
15
15
15
15
18
19
20
21
23
23
23
25
27
27
29
32
45
45
63
78
79
81

82

94

107



12

1 INTRODUCAO

O Brasil detém o segundo maior rebanho bovino do mundo, com cerca de 200
milhdes de cabecas. O valor bruto relacionado a bovinocultura é estimado em R$ 67
bilhGes, aliado a presenca dessa atividade em todos os estados brasileiros, evidencia-se a
importancia econdmica e social da bovinocultura para o pais (BRASIL, 2013). O estado de
Pernambuco possui um rebanho de aproximadamente 2,3 milhdes de bovinos e uma
producdo leiteira de 877 mil litros/ano, dados esses, responsaveis por colocar o estado
como quarto maior rebanho efetivo e segundo maior produtor de leite da regido nordeste
(IBGE, 2013).

Diversas sdo as causas que interferem na produtividade da bovinocultura. Os
disturbios reprodutivos sdo considerados uma das principais causas de perdas econémicas
nesse segmento (FERNANDEZ et al., 2007). Os principais problemas reprodutivos de
ordem plurietioldgica relatados sdo anestro, falha de concepcgdo, infertilidade e
mortalidades embrionaria e/ou fetal (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006). Tais condi¢bes
afetam negativamente os principais parametros de eficiéncia na cadeia produtiva da
bovinocultura, como o intervalo entre partos, porcentagem de vacas em lactacdo no
rebanho e nimero de bezerros produzidos por ano (LAGE et al., 1997; PELLEGRIN et al.,
2002).

Os distarbios reprodutivos podem ser divididos em: ndo-infecciosos e infecciosos
(JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006). Dentre as causas ndo-infecciosas, destacam-se as falhas
nutricionais, plantas toxicas, falhas de manejo e distdrbios enddcrinos de origem materna
(GIVENS, 2006; FERNANDEZ et al., 2007). J& os infecciosos podem ser de origem viral,
fangica, protozoaria ou bacteriana (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006). Dentre as infecciosas,
a Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) e a Tricomonose Bovina (TB) constituem
umas das principais causas de distarbios reprodutivos em rebanhos leiteiros
(BONDURANT, 2005; GIVENS, 2006; ALVES et al., 2011).

A CGB e a TB séo enfermidades de carater venéreo, que possuem como agentes
etiologicos o Campylobacter fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus,
respectivamente. No Brasil, diversos estudos foram conduzidos em diferentes regibes
(STYNEN et al., 2003; JESUS et al., 2004; ROCHA et al., 2009; SILVA et al., 2009;
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LEAL et al., 2012), entretanto, hd uma escassez de dados atuais relacionados a essas
infeccdes no nordeste brasileiro, sobretudo no estado de Pernambuco.

Apesar de o C. fetus subsp. venerealis e T. foetus serem micro-organismos
filogeneticamente diferentes, a ecologia, epidemiologia e patologia de ambos sdo
semelhantes; o que possibilita que sejam estudados conjuntamente como causas de
problemas reprodutivos de ordem infecciosa em rebanhos de status sanitario desconhecido
(BONDURANT, 2005).

Tendo em vista a escassez de dados na regido e as perdas econémicas decorrentes
dessas enfermidades, objetivou-se com este estudo, diagnosticar e analisar 0s aspectos
epidemioldgicos relacionados a infeccdo por C. fetus subsp. venerealis e T. foetus em

rebanhos de bovinos leiteiros procedentes do estado de Pernambuco.



14

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar um estudo epidemioldgico da Campilobacteriose Genital Bovina e da

Tricomonose Bovina no estado de Pernambuco.

2.2 Especificos

- Determinar a prevaléncia da campilobacteriose genital bovina e da tricomonose
bovina em fémeas da microrregido de Garanhuns, Pernambuco;

- Pesquisar a ocorréncia das infec¢fes por C. fetus subsp. venerealis e T. foetus em
machos no estado de Pernambuco;

- Identificar os fatores de risco associados as infeccdes em bovinos no estado de

Pernambuco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1  Campilobacteriose Genital Bovina (CGB)

3.1.1 Etiologia

A CGB ¢é uma doenga infecto-contagiosa, sexualmente transmissivel, causada pelo
Campylobacter fetus subsp. venerealis (OIE, 2008). As bactérias do género Campylobacter
sdo microaerofilas estritas, necessitando de uma atmosfera ideal de 5-10% de oxigénio e de
1-10% de diéxido de carbono para o seu desenvolvimento. O agente € um bastonete Gram
negativo, espiralado, sigméide ou em forma de virgula, formam pequenas coldnias
arredondadas, lisas e translucidas, semelhantes a uma “gota de orvalho” (QUINN et al.,
2005).

Em relacdo aos testes fenotipicos, o agente é capaz de produzir as enzimas catalase
e oxidase, ndao possui a capacidade de produzir H,S em meio Triple Sugar Iron (TSI), ndo
apresenta crescimento em meios contendo 1% glicina, ndo reduz o selenito e é resistente ao
metronidazol e cefoperazone (ON, 1996; SCHULZE et al., 2006).

O C. fetus subsp. venerealis apresenta sensibilidade a desidratacdo e a luz
ultravioleta; consequentemente, é provavel que o tempo de sobrevivéncia do agente no
meio ambiente seja curto (BONDURANT, 2005).

3.1.2 Epidemiologia

A CGB apresenta distribuicdo cosmopolita e ja foi diagnosticada em diversos
paises, como Alemanha, Austrélia, Estados Unidos, Espanha, Franca e Reino Unido (VAN
BERGEN, 2005). Entretanto, ha uma escassez de dados sobre esta enfermidade em
algumas regides do mundo como na Asia e Africa (MSHELIA et al., 2010). Apesar da

escassez de diagnostico e notificacOes, acredita-se que essa enfermidade seja responsavel



16

por sérios disturbios reprodutivos em paises africanos, como na Africa do Sul
(MADOROBA et al., 2011). Na Argentina, a CGB é considerada uma das maiores causas
de aborto nos rebanhos bovinos (CAMPERO et al., 2005).

Estudos recentes em algumas regides do mundo relatam prevaléncias que variam
entre 1,5% e 2,2% (MADOBORA et al., 2011; MSHELIA et al., 2012; MOLINA et al.,
2013). No Brasil, o primeiro diagnostico da CGB foi realizado no estado de S&o Paulo em
um feto bovino abortado (D’APICE, 1956). Desde entfo, foram conduzidos diversos

estudos epidemiologicos nas diferentes regides do pais, conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Estudos da Campilobacteriose Genital Bovina realizados no Brasil

Método de Prevaléncia

Autores Ano Estado Amostra diagnéstico (%)

D Apice 1956 SP F | 1° relato
Mies Filhoetal. 1960 RS M MA 27,0

Castro et al. 1967 SP M,LPeF I/IMA 10,5/8,0
Fernandesetal. 1975 RS E I 33,3
Genovez etal. 1993 SP F I 4,6
Pellegrinetal. 1996 MS E IFD 56,0
Lage et al. 1997 MG/MS/SP/RS/DF/ M,EeF IFD 27,9

BA/RJ/GO/PE
Pellegrinetal. 2002 MS E IFD 52,3
Stynen et al. 2003 MG M IFD 25,5
Giuffrida 2007 SP E PCRI/I 5,8/7,8

Rocha et al. 2009 RJ E I/IFD 10,3/35,9

Leal et al. 2012 DF MeE IFD 11,1
E - Esmegma; F - Feto; LP - Lavado prepucial; M - Muco; | - Isolamento; IFD - Imunofluorescéncia direta; MA -

Muco-aglutinacdo; PCR - Reagdo em Cadeia da Polimerase

O modo de transmissdo de maior importancia epidemioldgica do agente é pela
monta natural, onde um animal infectado transmite o C. fetus subsp. venerealis para um
ndo infectado no momento da cépula (MIES FILHO, 1960; CARROLL; HOERLEIN,
1972; ALVES et al.,, 2011). Entretanto, a transmissdo também pode acontecer pela
inseminacdo artificial com sémen contaminado (GARCIA et al., 1983; EAGLESOME;
GARCIA, 1997; OIE, 2008) e por fémites, principalmente devido a falta da higienizacéao
dos materiais utilizados na inseminagdo dos animais (GENOVEZ et al., 1997; MAI et al.,
2013).
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Os touros sdo considerados como portadores sadios (CASTRO et al.,, 1967;
CLARK; DAFTY, 1978; PELLEGRIN, 2002), por ndo apresentarem sinais clinicos e pelas
caracteristicas particulares do aparelho reprodutivo, como a presenca das criptas
prepuciais, que proporcionam caracteristicas adequadas para o desenvolvimento do agente
(BONDURANT, 2005).

Os fatores de risco associados a esta enfermidade estdo principalmente relacionados
a idade dos reprodutores, ao tipo de manejo reprodutivo utilizado nos rebanhos e ao
manejo higiénico-sanitario adotado nas propriedades (ALVES et al., 2011). Novilhas sao
mais susceptiveis a infecgdo, provavelmente devido a falta de mecanismo de defesa e
anticorpos de memoria que facilitem o processo de eliminagdo do patégeno (PELLEGRIN
et al., 1999) e touros mais velhos, provavelmente devido ao maior tamanho das criptas
prepuciais que consequentemente, aumenta a capacidade de manutencdo do agente
(CARROLL; HOERLEIN, 1972; DUFTY; CLARK; MONSBOURGH, 1975).

A utilizacdo da monta natural no manejo reprodutivo dos animais é considerada
como a principal de transmissdo do agente dentro de um rebanho (CASTRO et al., 1967;
PELLEGRIN et al., 2002; BONDURANT, 2005). Além disso, a utilizacdo de reprodutores
mais velhos aumentam a probabilidade de disseminacdo desse agente, devido a
caracteristicas particulares de dominancia desses animais perante 0s outros machos do
rebanho (BONDURANT, 2005).

A prética de empréstimo de touros para a cobertura de vacas em diferentes
rebanhos (MARDONES et al., 2008), a falta de monitoramento das propriedades atraves
do diagnostico da enfermidade (MSHELIA et al., 2010), o acesso de touros procedentes de
outras propriedades ao rebanho (JIMENEZ et al., 2011), a frequéncia de contato entre 0s
animais (MADOROBA et al., 2011) e a aquisicdo de animais de rebanhos onde ndo se
tenha o conhecimento do status sanitario podem contribuir com a introducdo e
disseminacédo do agente dentro dos rebanhos (MAI et al., 2013).

Outros fatores que podem contribuir para a disseminacao do agente sdo: a utilizacao
do chamado “touro de repasse”, que ¢ empregado na cobertura de vacas que ndo
conceberam apds a inseminacdo artificial (PELLEGRIN, 2002; STYNEN et al., 2003;
ROCHA et al., 2009) e a falta de conhecimento por parte dos produtores, o que inviabiliza
a implementacdo de quaisquer medidas de controle e/ou profilaxia (GIUFFRIDA, 2007;
VIANA; ZANINI, 2009).
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3.1.3 Patogenia

Nos machos, o C. fetus subsp. venerealis esta restrito ao pénis e mucosa prepucial
(GARCIA et al.,, 1983; COBO; CORBEIL; BONDURANT, 2011) colonizando as
invaginacgdes e criptas do epitélio estratificado da mucosa peniana e prepucial, onde ha
condicdes favoraveis para o seu desenvolvimento como temperatura e baixa concentragdo
de O, (SAMUELSON; WINTER, 1966; GENOVEZ et al., 1997). Essa infeccdo ndo
resulta em nenhuma manifestacdo inflamatoria e/ou clinica para o reprodutor, porém, o
animal torna-se portador do agente durante toda sua vida (COBO et al., 2011),
provavelmente, devido a capacidade do agente em realizar pequenas variagdes antigénicas
nas proteinas de superficie da parede celular, resultando em uma diminuicéo da atuacédo do
sistema imunoldgico do hospedeiro (TU et al., 2003).

Nas fémeas, o micro-organismo coloniza as células da mucosa vaginal, cérvix,
utero e ovidutos (GARCIA et al., 1983; CHIAPPARRONE et al., 2011). A colonizagédo
ocorre principalmente durante a fase ovulatdéria, como nessa fase ha um grande aporte de
neutrdfilos para a vagina e Utero, somente 0S micro-organismos que conseguirem escapar
da fagocitose e se multiplicarem irdo invadir o Utero durante a fase progesterdnica, quando
0 aporte de neutréfilos € menor (LAGE; LEITE, 2000).

Uma vez depositado na vagina, o agente se multiplica e atinge a cérvix em
aproximadamente cinco dias, 0s cornos uterinos em cerca de 12 dias e posteriormente o
ovidutos em 20 dias. Ao final de 40-60 dias, inicia-se, entdo, o processo de sintese de
anticorpos na vagina e Utero, debelando a infeccdo no sentido inverso. Quando esta
presente no Utero acarreta em modificacBes do endométrio nas camadas mais profundas,
principalmente, causando infiltracdo por células de defesa, podendo resultar em falhas no
processo de nidacdo e/ou morte embrionaria, aborto, retorno ao cio com intervalos
irregulares e infertilidade (GENOVEZ et al., 1997; LAGE; LEITE, 2000).

O principal tipo de resposta imunoldgica nos machos é a producgéo local de IgA,
entretanto, essa producdo ndo é suficiente para debelar a infeccdo (COBO et al., 2011).
Enquanto que nas fémeas, logo apds o processo de infeccdo, hd uma pequena producdo de
IgM, porém, o principal mecanismo de resposta imunoldgica seria a producdo da IgA

responsdvel por impedir a colonizagdo e por altimo, a sintese de IgG, que estd
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principalmente relacionada com o processo de opsonizagdo (CORBEIL et al., 1974,
CORBEIL, 1999; COBO et al., 2003; CORBEIL et al., 2003).

Ap0s trés a cinco cios, dependendo da concentragdo do agente, ocorre a cura
espontanea das fémeas devido a atuagédo do sistema imunoldgico (STYNEN et al., 2003) e
eliminacdo do agente atraves da produgdo de muco (LAGE; LEITE, 2000; CORBEIL et
al., 2003).

3.1.4 Sinais clinicos e achados anatomo-patoldgicos

Nos machos, a infeccdo nao resulta em nenhuma manifestacao clinica e/ou reducéo
na qualidade seminal dos animais (GARCIA et al., 1983; GENOVEZ et al., 1997). Os
principais sinais clinicos observados nas fémeas acometidas s&o: repeticdo de cio com
intervalos aumentados e irregulares; aumento do intervalo entre partos (CARROLL;
HOERLEIN, 1972; HOFFER, 1981; BONDURANT, 2005); reducdo nas taxas de prenhez
(JIMENEZ et al., 2011); prolongamento da estagcdo de monta (PELLEGRIN et al., 2002);
infertilidade temporaria, endometrite, morte embrionaria, aborto e retencdo de placenta
(CASTRO et al., 1967; HOFFER, 1981; ANDERSON, 2007); vaginite ndo purulenta
(MIES FILHO, 1960); e reducéo da producdo de leite (AKHTAR et al., 1993).

Normalmente, o aborto ocorre até a metade da gestacdo (GIVENS; MARLEY,
2008; JIMENEZ et al., 2011) e é seguido de uma endometrite com focos de infiltrados
linfociticos no estroma uterino (HOFFER, 1981).

Nos fetos abortados, pode-se observar broncopneumonia neutrofilica, abomasite
ndo supurativa, serosite fibrino-supurativa no periténio, pleura e pericardio (CAMPERO et
al., 2005), enterite intersticial ndo supurativa, hepatite multifocal ndo supurativa e
meningite fibrino-supurativa (MORRELL et al., 2011). Na placenta, pode-se ainda

observar um quadro de placentite neutrofilica e necrosante (CAMPERO et al., 2005).
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3.1.5 Diagnostico

O diagndstico presuntivo para a enfermidade pode ser realizado a partir de
observacdo dos sinais clinicos, andlise do histérico do rebanho e dos parametros
zootécnicos de producdo (ALVES et al., 2011). Entretanto, o diagnostico laboratorial €
fundamental para a confirmacdo da doenca e pode ser realizado a partir do isolamento do
agente em amostras de esmegma prepucial (BONDURANT, 2005), muco cérvico-vaginal
(STYNEN et al., 2003) ou amostras de aborto ou placenta (KODAKARAM-TAFTI,
IKEDE, 2005).

A colheita do material bioldgico dos machos pode ser realizada mediante a lavagem
prepucial ou por aspiracdo e raspagem do esmegma. Porém, o ultimo procedimento
apresenta os resultados mais satisfatorios devido a menor contaminacdo das amostras
(TEDESCO; ERRICO; DEL BAGLIVI, 1977; OIE, 2008). Além disso, a realizacdo de um
repouso sexual acima de 15 dias € recomendavel para que 0s micro-organismos se
desenvolvam, resultando em um aumento da probabilidade de isolamento do agente
(LAGE et al., 1997). Outra alternativa seria a realizagéo de trés colheitas consecutivas com
um repouso sexual superior a 15 dias entre elas (SAMUELSON; WINTER, 1966;
PELLEGRIN et al., 1999)

O isolamento do agente é considerado como um dos melhores testes de diagndstico
para a CGB. Porém, sdo necessarios cuidados especiais com o procedimento de colheita e
transporte das amostras. Apds a colheita, deve-se transportar rapidamente o material para o
laboratério, uma vez que o agente apresenta baixa taxa de sobrevivéncia fora do
hospedeiro, sendo necessaria a utilizacdo de meios de transporte especificos com o
objetivo de manter as bactérias viaveis (ROCHA et al., 2009).

Os meios de transporte e enriquecimento empregados no diagnostico da CGB sdo o
Clark, Lander, Foley e Clark, Cary-Blair (OIE, 2008). Porém, 0 meio Lander é o mais
indicado por apresentar menor contamina¢do (LANDER, 1990 a,b). Em relagdo ao exame
microbioldgico, 0 meio de cultura que apresenta os melhores resultados € o Skirrow devido
a sua constituicdo com antibidticos como o sulfato de polimixina B, trimetoprim,
vancomicina e cycloheximidina (OIE, 2008).

Apesar de o isolamento e dos métodos fenotipicos como o crescimento em meio

contendo 1% de glicina, prova da catalase e oxidase, producédo de H,S, reducédo do selenito
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e resisténcia ao metronidazol e cefoperazone serem importantes para a diferenciacdo das
espécies de Campylobacter spp. (ON, 1996), a utilizacdo da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) deve ser utilizada para a confirmacéo dos resultados, devido a sua maior
sensibilidade e especificidade (SCHULZE et al., 2006; GROFF et al., 2010). Além disso, a
PCR (HUM et al., 1997; VARGAS et al., 2003) e suas derivacOes, como a PCR multiplex
(WILLOUGHBY et al., 2005) e PCR Real Time apresentam uma maior rapidez e precisao
em relacdo aos métodos tradicionais de diagnostico (SPENCE et al., 2013).

Além do isolamento e/ou deteccdo do material gendmico do agente, outras técnicas
laboratoriais podem ser utilizadas no diagnostico, tais como: imunofluorescéncia direta
(IFD) (DUFTY, 1967; FIGUEIREDO et al., 2002; PELLEGRIN et al., 2002); ensaio
imunoenzimatico (ELISA) (HUM; STEPHENS; QUINN, 1991; PELLEGRIN et al., 2011);
teste de aglutinacdo (CASTRO et al., 1967; ERGANIS et al., 2002) e exames anatomo-
patologicos (CAMPERO et al., 2005; MORELL et al., 2011). Entretanto, é aconselhavel a
confirmacdo desses métodos de diagndstico mediante a cultura e métodos moleculares
(MORRELL et al., 2011).

O diagnostico diferencial para a CGB deve ser realizado para as enfermidades que
ocasionam distdrbios reprodutivos, tais como: tricomonose bovina, leptospitose,
neosporose, brucelose, ureaplasmose, rinotraqueite infecciosa bovina e diarreia viral
bovina (GIVENS; MARLEY, 2008).

3.1.6 Prevencéo e controle

O controle da CGB deve ser fundamentado principalmente em dois aspectos: a
identificacdo dos portadores e o manejo reprodutivo das fémeas (PELLEGRIN et al.,
2002). Dessa forma, as principais medidas de controle que devem ser adotadas séo: a
identificacdo e descarte dos reprodutores infectados (JIMENEZ et al., 2011); e a
implementacdo de um programa de inseminacdo artificial com rigorosos cuidados
sanitarios (CARROLL; HOERLEIN, 1972; HOFFER, 1981; LAGE; LEITE, 2000).

Em relacdo as medidas prevencdo, deve-se realizar o descarte dos touros velhos e
reposicdo por animais jovens comprovadamente negativos (PELLEGRIN et al., 2002;

ROJO-MONTEJO et al., 2008), evitar 0 acesso de touros procedentes de rebanhos vizinhos
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ao rebanho (JIMENEZ et al., 2011), evitar a préatica de pastagens compartilhadas, pois
pode haver a transmisséo do agente pela monta com animais infectados, principalmente de
rebanhos onde o status sanitario ndo é conhecido (ROJO-MONTEJO et al., 2008) e
realizar um monitoramento do rebanho mediante o diagndstico periddico da infeccédo
(MOLINA et al., 2013).

A utilizag&o de vacinas pode ser realizada, mas de acordo com Cobo et al. (2003) as
vacinas disponiveis no mercado ndo conferem uma boa imunidade nos rebanhos vacinados.
Cobo et al. (2004b) relatam que vacinas elaboradas com antigenos purificados de C. fetus
subsp. venerealis induzem nas fémeas uma resposta imunoldgica capaz de reduzir 0s casos
da infeccdo e aumentar as taxas de prenhez dentro dos rebanhos. Entretanto, 0 mesmo néo
ocorre nos machos, provavelmente, devido ao tipo de resposta imunoldgica frente ao
agente (COBO; CORBEIL; BONDURANT, 2011).
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3.2 Tricomonose Bovina (TB)

3.2.1 Etiologia

A tricomonose bovina é uma enfermidade venérea causada por um protozoario
denominado Tritrichomonas foetus (PELLEGRIN; LEITE, 2003). O T. foetus € um
protozoario de morfologia piriforme cujo tamanho oscila entre 10 a 20 mm. Possui um
nacleo bem definido e quatro flagelos, trés na porcdo anterior e um na posterior,
acompanhando a membrana ondulante, que é perfeitamente visivel a microscopia
(FELLEISEN, 1999; RAE; CREWS, 2006). Além disso, esse patdgeno apresenta uma
grande sensibilidade ao calor, a luz ultravioleta e aos sabdes e desinfetantes comuns
(SOUSA et al., 1991).

3.2.2 Epidemiologia

Essa enfermidade possui distribuicio cosmopolita (OIE, 2008; SPOSITO FILHA;
OLIVEIRA, 2009). Estudos realizados em diversas localidades relataram diferentes
prevaléncias: 6,0% (119/1984) em touros da Flérida (RAE et al., 2004); 8,5% (14/164) em
vacas leiteiras na Turquia (SERIN et al., 2010); 4,1% (142/3458) na Africa do Sul
(MADOBORA et al., 2011); 32,0% (33/103) e 4,0% (13/327) em touros procedentes de
rebanhos de corte oriundos do norte da Espanha (MENDOZA-IBARRA et al., 2012;
2013); 3,7% (1154/31202) em touros de corte nos Estados Unidos (SZONY!I et al., 2012);
5,0% (4/80) em fetos abortados na China (YANG et al., 2012) e 1,1% (309/29.178) na
regido dos pampas da Argentina (MOLINA et al., 2013).

No Brasil, o primeiro diagnostico da TB foi realizado por Roehe (1948) em
rebanhos bovinos do estado do Rio Grande do Sul. Desde entdo, foram conduzidos
diversos estudos em diferentes regides do pais (Tabela 2). No estado de Pernambuco, Paz
Junior et al. (2010) analisaram amostras procedentes de 150 vacas e sete touros,

procedentes do Municipio de Sanhard e ndo identificaram o agente em nenhuma amostra.
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O principal modo de transmissdo do agente é pela monta natural (CORBEIL et al.,
1989; FELLEISEN, 1999; BONDURANT, 2005; CARVALHO; RODRIGUES, 2006;
RAE; CREWS, 2006). Outra forma de transmissao € por inseminacdo artificial, caso o
sémen esteja contaminado (EAGLESOME; GARCIA, 1997; FELLEISEN, 1999;
BONDURANT, 2005).

Tabela 2 - Estudos da Tricomonose Bovina realizados no Brasil

Método de  Prevaléncia
Autores Ano Estado Amostra

diagnostico (%)

Roehe 1948 RS FS/IM I 1° relato

CE/PB/PE/

Mello 1954 BA/RI/MG LP/M I 0,0-14,8
Amaral et al. 1970 SP LP/M I 8,1
Medeiros e Figueiredo 1971 MG LP I 14,3
Bacalhau 1981 PB LP I 27,0
Leite et al. 1997 MG LP/FIM I 7,3
Jesus et al. 2004 RJ M/LP I 1,6
Silva et al. 2009 RS LP I 2,6

FS - Fluido seminal; LP - Lavado prepucial; M - Muco; | - Isolamento.

Os machos sdo considerados 0s principais responsaveis pela manutencdo e
disseminacdo do agente nos rebanhos, principalmente devido a auséncia de manifestacdes
clinicas da infec¢do e caracteristicas particulares do aparelho reprodutivo, que possibilitam
a proliferacdo do T. foetus sem que ocorra a eliminacdo do patdgeno pelo sistema
imunolégico (JESUS et al., 2004).

Além disso, outros fatores estdo relacionados com a capacidade de transmissdo do
agente pelos reprodutores, como por exemplo, a concentra¢do de organismos na superficie
do pénis e prepucio, sua libido e classificacdo hierarquica de dominancia perante 0s outros
machos do rebanho (BONDURANT, 2005). Estima-se que a taxa de transmisséo do touro
para a vaca, dependendo da concentragdo do agente e atuacdo dos mecanismos de defesa
do aparelho reprodutor das fémeas, possa variar entre 30% e 70% (ROJO-MONTEJO et
al., 2008).

A utilizacdo da monta natural no manejo reprodutivo do rebanho é sem davida um
dos principais fatores de risco para transmissdo do agente (CORBEIL et al., 1989;
FELLEISEN, 1999; BONDURANT, 2005; CARVALHO; RODRIGUES, 2006; RAE;

CREWS, 2006). Além disso, o risco de transmissdo no rebanho aumenta a medida que
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aumenta a idade dos reprodutores (RAE; CREWS, 2006 MENDONZA-IBARRA et al.,
2012). Isso ocorre devido ao aumento das invaginacOes das criptas prepuciais, oferecendo
condicdes ideais para o desenvolvimento do agente (GENOVEZ et al., 1997).

Outros fatores que podem contribuir para a disseminacdo do agente nos rebanhos
sdo: utilizacdo do touro de repasse no programa de inseminacdo artificial (PELLEGRIN et
al., 2002; STYNEN et al., 2003; CARVALHO; RODRIGUES, 2006; ROCHA et al., 2009;
VIANA; ZANINI, 2009); a utilizacdo da inseminacéo artificial sem um controle higiénico-
sanitario rigoroso (CARVALHO; RODRIGUES, 2006); aumento do numero de vacas que
apresentam repeticdo de cio no rebanho (MENDONZA-IBARRA et al., 2012); utilizagdo
de pastagens compartilhadas e empréstimo de touros (MARDONES et al., 2008; ROJO-
MONTEJO et al., 2008).

Além dos fatores supracitados, acredita-se que em rebanhos maiores, o risco de
transmissdo também seja maior devido o contato sexual mais frequente entre os animais
(RAE; CREWS, 2006) e o desconhecimento das medidas preventivas da TB por parte dos
produtores favorece a introducdo do agente nos rebanhos (RAE et al., 2004; GIUFFRIDA,
2007; VIANA; ZANINI, 2009).

3.2.3 Patogenia

Nos machos, o agente coloniza os espacgos entre as criptas epiteliais da mucosa
prepucial sem causar nenhuma manifestacdo inflamatéria e/ou clinica. Os touros
acometidos tornam-se portadores assintomaticos devido a incapacidade de eliminacdo do
T. foetus pelo sistema imunoldgico (CORBEIL, 1999; FELLEISEN, 1999; RAE; CREWS,
2006; SPOSITO FILHA; OLIVEIRA, 2009; COBO et al., 2011).

Nas fémeas, 0 agente pode ser encontrado na vagina, cérvix, Utero e oviduto
(ROEHE, 1948; PERSONSON et al., 1976; COBO et al., 2004a). Primeiramente, 0 agente
coloniza a vagina, onde causa vaginite, e posteriormente, Utero e oviduto, resultando em
infertilidade devido a reacdo inflamatdria local, que dificulta e/ou impossibilita 0 processo
de nidacdo embrionaria (EAGLESOME; GARCIA, 1997; BENCHIMOL; DIAS;
FONTES, 2006; MEDLEJ et al., 2009).
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Acredita-se que a colonizacdo total do aparelho genital das vacas ocorra em
aproximadamente duas semanas (PELLEGRIN; LEITE, 2003) e que o0s seguintes
processos estejam relacionados a infeccdo pelo agente: mimetismo antigénico devido a
capacidade de variacdo de epitopos (CORBEIL et al., 1994); penetracdo mecanica do
epitélio (RHYAN et al., 1995; ROJO-MONTEJO et al., 2008); secrecdo de enzimas que
degradem e/ou inibam a aderéncia dos anticorpos (CORBEIL et al., 1989; CORBEIL et al.,
1994; FELLEISEN, 1999; KENNETT; HOOK JR, 2002) e a inducdo do processo de
apoptose celular, resultando em um aumento na taxa de sobrevida do protozoario devido a
baixa resposta imunologica do organismo frente a infeccdo (SINGH et al., 2004;
RUTKOWSKI; HARMSEN, 2007).

Além desses fatores, € provavel que as células epiteliais fornecam alguns nutrientes
e proporcionem um ambiente de anaerobiose propicio para a sobrevivéncia do T. foetus
(SINGH et al., 1999). Ainda, segundo 0s mesmos autores, 0s niveis de adesdo e
multiplicacdo do T. foetus as células epiteliais do aparelho reprodutivo das fémeas sdo
maiores quando a concentracdo de progesterona esta elevada no organismo.

A colonizacéo do utero resulta em um quadro de endometrite, tornando o ambiente
intra-uterino improprio para o desenvolvimento embrionario (COBO et al., 2004a; ROJO-
MONTEJO et al., 2008). Este protozoario pode causar a morte embrionaria precoce ou
aborto desde a fecundacao até o sétimo més de gestacdo, porém o aborto ocorre com maior
frequéncia entre o0 50° e 70° dia da gestacdo (BONDURANT, 2005). Em alguns casos, ndo
h& a expulsdo do feto e ocorre o processo de maceracdo fetal intra-uterino e piometra
(FELLEISEN, 1999).

Nos machos, o principal tipo de resposta imunoldgica contra o agente ocorre
mediante a sintese e secrecdo de IgA pelo epitélio do aparelho reprodutivo (CORBEIL et
al.,, 2003; COBO; CORBEIL; BONDURANT, 2011). Enquanto que nas fémeas, ha
producdo tanto da IgA, responsavel pela neutralizagdo dos patdgenos, quanto da 1gG, que
favorece a reacdo de opsonizacdo. A eliminacdo do agente ocorre principalmente pela
producdo e liberagdo do muco vaginal (IKEDA; BONDURANT; CORBEIL, 1995;
CORBEIL et al., 2003; BONDURANT, 2005).

A maioria das fémeas infectadas podem assim permanecer por um periodo que
varia entre 95 a 300 dias pos-infec¢do (PELLEGRIN; LEITE, 2003; GIVENS, 2006). Nas
fémeas, a infeccdo é auto-limitante provavelmente devido a atuagdo direta do sistema

imunoldgico do animal e sintese de anticorpos locais no Utero e vagina (CORBEIL, 1999).
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3.2.4 Sinais clinicos e achados anatomo-patoldgicos

Nos machos, a infeccdo por T. foetus ndo resulta em nenhuma manifestagéo clinica
(SPOSITO FILHA; OLIVEIRA, 2009). Porém nas fémeas, pode-se observar a ocorréncia
de cios irregulares com intervalos aumentados (RAE, 1989), reducdo na taxa de prenhez
(MARDONES et al., 2008), vaginite, cervicite, endometrite, piometra, morte embrionaria,
maceracao fetal, piometra, aborto e infertilidade (RAE, 1989; CORBEIL et al., 2003,
ANDERSON, 2007; GIVENS; MARLEY, 2008; SERIN et al., 2010).

N&o ha presenca de lesbes microscopicas no aparelho reprodutivo masculino. Nas
fémeas, mediante cortes histologicos, pode-se visualizar a presenca de infiltracdo de
linfocitos, macrdéfagos e neutréfilos por todo o aparelho reprodutivo (PELLEGRIN;
LEITE, 2003). Na vagina acometida observa-se a presenca de aglomerados linféides
multifocais subepitelias e infiltrado difuso superficial de células mononucleares. No Utero,
observa-se um quadro de endometrite com agregacdo de células mononucleares, focos
linféides na submucosa e regido periglandular, fibrose e salpingite (PERSONSON et al.,
1976; COBO et al., 2004a).

Nos fetos, observa-se uma pneumonia piogranulomatosa com presenca de
macrofagos e neutrofilos nos espagos alveolares (RHYAN; STACKHOUSE; QUINN,
1988) e enterite necrosante (RHYAN et al., 1995). Em relacdo a placenta, € comum o
quadro de placentite (RHYAN; STACKHOUSE; QUINN, 1988) e hipotrofia placentaria
(FELLEISEN, 1999).

3.2.5 Diagnostico

O diagndstico da TB baseia-se no historico reprodutivo do rebanho e no isolamento
e identificacio do agente (SPOSITO FILHA; OLIVEIRA, 2009). O material bioldgico
utilizado para o diagnostico é o esmegma prepucial dos machos, muco vaginal das fémeas
(PELLEGRIN; LEITE, 2003), fluidos placentéarios, conteddo estomacal (GIVENS, 2006) e
fragmentos de pulmdes de fetos abortados (RHYAN; STACKHOUSE; QUINN, 1988).
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As amostras de esmegma podem ser colhidas mediante a lavagem prepucial,
aspiracdo do esmegma com pipeta e raspagem da mucosa prepucial (SHONMANN et al.,
1994). Porém, na raspagem, a quantidade do material & superior e 0s niveis de
contaminacdo sdo menores (IRONS; HENTON; BERTSCHINGER, 2002). Para a
realizacdo desse tipo de colheita é recomendavel a realizagdo de um descanso sexual dos
reprodutores para aumentar a sensibilidade do diagnostico (PELLEGRIN; LEITE, 2003).

Apods a colheita, as amostras devem ser encaminhadas ao laboratério sob
temperatura ambiente em no maximo 24 horas ou incubadas a 37°C em meios de cultura
(MUKHUFHI et al., 2003; MUTTO; GIAMBIAGGI; ANGEL, 2006; CLAVIJO et al.,
2011). Quando o diagnostico é realizado mediante a cultura e observacdo do agente, 0s
meios que podem ser utilizados para esse procedimento sdo: Lactopep (LOPES et al.,
1995); Tioglicolato; InPouch™ e Diamond, ambos devem ser inoculados com as amostras
e incubadas a 37°C, realizando-se leituras diarias durante sete dias em microscopio de
contraste de fase (MENDONZA-IBARRA et al., 2012; OIE, 2012).

Apesar de ser considerado como teste padrdo para o diagndstico da TB (OIE,
2012), o isolamento pode ter sua sensibilidade reduzida devido a contaminacdo do meio de
cultura por bactérias, leveduras e fungos (FELLEISEN et al., 1998; BONDURANT et al.,
2003; MUTTO; GIAMBIAGGI; ANGEL, 2006; OYHENART et al., 2012) ou presenga de
espécies de Tritrichomonas fecais como o Tetratrichomonas spp. e Pentatrichomonas
hominis, que apesar de serem morfologicamente semelhantes ao T. foetus, aparentemente
ndo sdo patogénicos para os bovinos (AGNEW et al., 2008; CORBEIL et al., 2008;
RODNING et al., 2008).

Devido a contaminacdo dos meios, buscou-se o desenvolvimento e padronizacgdo de
métodos de diagndsticos mais precisos como a PCR. Esse ensaio € considerado mais
rapido e pratico, quando comparado aos métodos de cultura convencional (NICKEL,;
OLSON; SCHULTZ, 2002; BONDURANT et al.,, 2003; MUTTO; GIAMBIAGGI;
ANGEL, 2006; OYHENART et al., 2012). Além disso, é considerada uma técnica mais
sensivel, pois consegue detectar o DNA gendmico do agente a partir de baixas
concentracdes de DNA (FELLEISEN, 1997; FELLEISEN et al., 1998; MUKHUFHI et al.,
2003; MUTTO; GIAMBIAGGI; ANGEL, 2006).

Apesar da maior sensibilidade da PCR, a qualidade da amostra pode influenciar
negativamente o resultado (MUKHUFHI et al., 2003). Uma alternativa para a resolucéo

desse problema seria a utilizacdo simultanea da cultura e PCR no diagnéstico (COBO et
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al., 2007; MENDONZA-IBARRA et al., 2012). Recomenda-se a realizagdo de trés
repeticGes do diagnostico, com iguais intervalos e repouso sexual entre coletas, a fim de
evitar a presenca de falsos negativos (COBO et al., 2007).

Além dos métodos supracitados, métodos anatomo-patoldgicos podem ser
utilizados como auxilio no diagndstico da infecgdo por T. foetus. Entretanto, a confirmacao
dos resultados é necessdria mediante a identificacdo do agente ou do seu material
genémico (COBO et al., 2004b).

O diagnostico diferencial para a TB deve ser realizado para as enfermidades que
acarretem em disturbios reprodutivos, como: campilobacteriose genital bovina,
leptospirose, neosporose, brucelose, micoplasmose, rinotraqueite infecciosa bovina,
diarreia viral bovina (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006) e condi¢cbes metabdlicas e
nutricionais (RAE; CREWS, 2006).

3.2.6 Prevencéo e controle

O controle da infeccdo por T. foetus deve ser baseado em medidas que possibilitem
a identificacdo dos animais infectados, mudancas no manejo reprodutivo dos rebanhos e
repouso sexual para as fémeas (PELLEGRIN et al., 2002; SPOSITO FILHA; OLIVEIRA,
2009).

A principal medida de controle que deve ser adotada em rebanhos com histérico de
distarbios reprodutivos é a identificacdo e descarte dos machos infectados, tendo em vista
que estes sdo 0s principais responsaveis pela disseminacdo do agente nos rebanhos
(MADOROBA et al.,, 2011; OYHENART et al., 2012). Além disso, a separacdo dos
animais que apresentam disturbios (MADOROBA et al., 2011), o monitoramento dos
rebanhos mediante a realizacdo rotineira do diagnostico da enfermidade também podem
contribuir com o controle da TB (SILVA et al., 2009; MOLINA et al., 2013).

Em relagdo a prevencdo, as principais medidas que devem ser adotadas sdo: a
separacdo dos animais que apresentam distarbios (MADOROBA et al.,, 2011);
implementacdo de um programa de inseminagdo artificial com cuidados sanitarios
adequados (FELLEISEN, 1999; BONDURANT, 2005); evitar a pratica do empréstimo de

touros; abolir a utilizacdo do touro de repasse nos programas de inseminacgéo; descartar as
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fémeas que frequentemente apresentam distarbios reprodutivos (PELLEGRRIN et al.,
2002); evitar a utilizacdo de pastagens compartilhadas (PELLEGRIN; LEITE, 2003; RAE;
CREWS, 2006; ROJO-MONTEJO et al., 2008); e o descarte peridédico dos touros mais

velhos e substituicdo por touros jovens, preferencialmente virgens (FELLEISEN, 1999;
PELLEGRRIN et al., 2002).
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FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A CAMPILOBACTERIOSE GENITAL
BOVINA E A TRICOMONOSE BOVINA NA MICRORREGIAO DE

GARANHUNS, PERNAMBUCO, BRASIL

Resumo: Objetivou-se com este trabalho realizar uma analise epidemioldgica da
infeccdo por Campylobacter fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus em vacas
procedentes de rebanhos leiteiros da microrregido de Garanhuns, estado de Pernambuco,
Brasil. Foram colhidas 383 amostras de muco cérvico-vaginal de vacas procedentes de
21 propriedades distribuidas em 19 municipios. As amostras tiveram seu DNA
gendmico extraido e submetido a reacdo em cadeia da polimerase para o diagndstico.
Para analise de fatores de risco aplicou-se um questionario investigativo com perguntas
referentes ao manejo higiénico-sanitario e reprodutivo. Observou-se uma prevaléncia de
1,8% (0,8% - 3,9%); 1.C. 95%) e 33,4% (28,7% - 38,4%; 1.C. 95%;) para Campylobacter
fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus, respectivamente. Em rela¢do ao niumero
de focos observou-se que 28,6% das propriedades apresentaram pelo menos um animal
positivo para C. fetus subsp. venerealis e 90,5% para T. foetus. O fator de risco
identificado neste estudo para campilobacteriose genital bovina foi rebanhos acima de
100 animais (OR=7,2; I.C. 1,3 - 38,4%; p=0,020) e para tricomonose bovina a utilizacdo
da monta natural (OR=2,4; I.C. 1,1 - 5,9%; p=0,041). Conclui-se que as infec¢des por
C. fetus subsp. venerealis e T. foetus ocorrem na regido do estudo e encontram-se com
elevado nimero de focos. Dessa forma, sugere-se que medidas de profilaxia e controle
como o diagndstico, separacdo e repouso sexual das fémeas infectadas e utilizagcdo de
um programa de inseminacgdo artificial com cuidados sanitarios rigorosos devem ser

implementados.
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Tritrichomonas foetus.

Introducéo

Os problemas da esfera reprodutiva sdo uma das principais causas de perdas
econdmicas da bovinocultura leiteira. Diversas sdo as causas que acometem esse
segmento produtivo e causam sérias perdas de ordem econdmica para a cadeia produtiva
(Junqueira e Alfieri 2006). Entretanto, as doengas infecciosas como a
Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) e a Tricomonose Bovina (TB) constituem
umas das principais causas de distarbios reprodutivos em rebanhos leiteiros (Alves et al.
2011).

A CGB possui como agente etiolégico o Campylobacter fetus subsp. venerealis
e a TB o Tritrichomonas foetus (OIE, 2009). Esses agentes estdo localizados no pénis e
na mucosa prepucial dos touros e na mucosa vaginal, cérvix, Gtero e ovidutos das
fémeas infectadas (Garcia et al. 1983; Spdsito Filha e Oliveira 2009). Os machos sao
assintomaticos, entretanto, nas fémeas infectadas, pode-se observar: repeticdo de cio,
vaginite, cervicite, endometrite, morte embrionaria e aborto (Rae, 1989; BonDurant,
2005).

Apesar de o C. fetus subsp. venerealis e T. foetus serem micro-organismos
filogeneticamente diferentes, a ecologia, epidemiologia e patologia de ambos sé&o
semelhantes; isso possibilita que sejam estudados conjuntamente como causas de
problemas reprodutivos de ordem infecciosa em rebanhos de status sanitéario
desconhecido (BonDurant, 2005).Essas duas enfermidades apresentam distribuicédo
cosmopolita (OIE, 2009). No Brasil, sdo poucos os relatos dessas infec¢coes (Pellegrin et

al. 2002; Stynen et al. 2003; Jesus et al. 2004; Silva et al. 2009; Leal et al. 2012).
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Tendo em vista a escassez de dados sobre essas enfermidades, objetivou-se com
este trabalho, realizar uma andlise epidemioldgica da infeccdo por C. fetus subsp.
venerealis e T. foetus em vacas procedentes de rebanhos leiteiros no estado de

Pernambuco, Brasil.

Material e Métodos

Foi realizado um estudo transversal em 21 propriedades distribuidas nos 19
municipios que compdem a microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. Para
compor a amostra do estudo da prevaléncia foi considerado um total de 336.221 cabecas
(IBGE, 2011), com intervalo de confianca de 95%, erro estatistico de 5% e uma
prevaléncia esperada de 25,5% para a CGB (Stynen et al. 2003) e 1,6% para a TB
(Jesus et al. 2004). Esses parametros forneceram um tamanho da amostra de 292 fémeas
para a CGB e 25 para TB (Thrusfield, 2004). Foram colhidas 383 amostras de muco
cérvico-vaginal de vacas em idade reprodutiva, de aptiddo leiteira, apresentando ou ndo
sinais clinicos caracteristicos da infeccdo. Os animais amostrados eram mesticos de
zebuinos e taurinos em diferentes graus de sangue, criados de forma semi-intensiva e
extensiva.

A escolha das propriedades foi feita por conveniéncia e antes do procedimento
da colheita de material bioldgico foi aplicado um questionario investigativo constituido
por perguntas objetivas, referentes as caracteristicas do manejo produtivo, reprodutivo e
sanitario a fim de identificar os possiveis fatores de risco.

Apos a contengdo do animal foi realizada uma limpeza da regido vulvar com
agua e alcool a 70% e secagem com papel toalha. Para a colheita do material, os labios
vulvares foram afastados com uma das méos; posteriormente, um espéculo vaginal foi

introduzido a fim de se localizar a cérvix. Feito isso, introduziu-se uma escova
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ginecoldgica acoplada a uma pipeta de inseminacdo e, entdo, foi realizada uma
raspagem do muco cérvico-vaginal.

Realizada a colheita, as amostras foram acondicionadas em solucdo salina
tamponada (PBS, pH 7,2) e, posteriormente, em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel e encaminhadas em até trés horas ao laboratério para seu devido
processamento.

As amostras foram submetidas a extragdo de DNA com o kit comercial “Qiagen
DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®), utilizando-se o protocolo do fabricante.
O DNA extraido foi analisado e quantificado em gel de agarose a 0,8%, com marcador
de peso molecular 1Kb, corado com Blue Green (LGChio), visualizado em luz
ultravioleta e fotodocumentado para verificacdo de sua qualidade.

Ap0s as extracbes dos DNAs, as reacdes de amplificacdo do material genébmico
para C. fetus subsp. venerealis foram realizada com os oligonucleotideos VenSF
(C CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT?) e VenSR ( GCTTTTGAGATAACAAT-
AAGAGCTT?) de acordo com o protocolo estabelecido por Hum et al. (1997). Para T.
foetus, utilizou-se os oligonucleotideos TFR3 (° CGGGTCTTCCTATATGAGACA
GAACC®) e TFR4 (*CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA®) de acordo com o
protocolo estabelecido por Felleisen (1997). Além disso, foram utilizados controles
positivos e negativos para ambas as reagdes. O produto amplificado foi detectado por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com Blue Green (LGCbio), visualizados
através de luz ultravioleta e fotodocumentado.

Para anélise estatistica descritiva utilizou-se dispersdo das frequéncias absoluta e
relativa. Para o estudo dos fatores de risco associados a infeccdo por C. fetus subsp.
venerealis e T. foetus foi realizado uma analise univariada das variaveis de interesse

atraves do teste de Qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher, quando necessario, e
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posteriormente uma analise de regressdo logistica considerando como variavel
dependente a PCR (positiva ou negativa). As variaveis independentes ou explanatérias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram significancia estatistica <0,20.
Essa probabilidade foi estipulada para que possiveis fatores de risco do evento néo
fossem excluidos da analise (Hosmer e Lemeshow 1989). O programa EPIINFO™ 7 foi

utilizado para a execucédo dos calculos estatisticos.

Resultados
Campilobacteriose Genital Bovina

Observou-se uma prevaléncia de 1,8% (7/383) de amostras positivas para C.
fetus subsp. venerealis. Em relacdo ao numero de focos, 28,6% (6/21) das propriedades
apresentaram pelo menos um animal positivo. Estas estavam distribuidas em 31,5%
(6/19) nos municipios que compdem essa microrregido.

Quanto a andlise dos fatores de risco, o tamanho do rebanho apresentou
associacdo significativa na analise univariada; no modelo de regressao logistica,
observou-se que rebanhos com o nimero de animais acima de 100 foi identificado como
fatores de risco para a infec¢do (OR=7,2; I.C. =1,3 - 38,4%; p=0,020) (Tabela 1).

Ao analisar a associacdo entre os indices reprodutivos e a PCR, ndo se observou
associacdo entre as variaveis analisadas: casos de aborto (p=0,236); repeticdo de cio

(p=1,000); corrimento vaginal (p=0,678) e retencédo de placenta (p=0,599).

Tricomonose Bovina
Foi observada uma prevaléncia de 33,4% (128/383) de amostras positivas na

PCR. Quanto ao nimero de focos, 90,5% (19/21) das propriedades apresentaram pelo
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menos um animal positivo com as prevaléncias variando entre 9,5% e 52,9% dentro dos
rebanhos e, estas, estavam distribuidas em 89,5% (17/19) dos municipios estudados.

Os resultados da analise univariada dos fatores associados a infeccdo por T.
foetus estdo dispostos na tabela 2. Nessa analise, a importacdo de animais de outros
rebanhos apresentou associacdo (p=0,047). Na andlise multivariada, o fator de risco
identificado foi a utilizacdo da monta natural (OR=2,4; 1IC=1,1 - 5,9; p=0,041) (tabela
2).

Ao analisar a associacdo entre os indices reprodutivos e a PCR, ndo foi
observada associacgdo entre as variaveis analisadas: casos de aborto (p=0,739); repeticéo

de cio (p=0,132); corrimento vaginal (p=0,303) e reten¢éo de placenta (p=0,303).

Discusséo
Campilobacteriose Genital Bovina

Este é o primeiro registro da infeccdo por C. fetus subsp. venerealis na
microrregido estudada. A prevaléncia observada neste trabalho é inferior aos relatados
em outras regides do pais, como: no Distrito Federal, onde foi observada uma
prevaléncia de 10,4% (27/258) frente a imunofluorescéncia direta (IFD) em amostras de
muco uterino e vaginal provenientes de animais abatidos em frigorificos (Leal et al.
2012) e em Minas Gerais, onde 25,5% (40/157) das amostras de muco cérvico-vaginal,
procedentes de animais com problemas reprodutivos, foram positivas na IFD (Stynen et
al. 2003). Em outras regides do mundo, como por exemplo, na Nigéria, pdde-se
observar uma positividade de 3,0% (3/100) no exame microbiolégico em amostras de
muco cérvico-vaginal de vacas em idade reprodutiva (Mshelia et al. 2012).

A diferenca entre o resultado obtido no presente estudo, em relacdo aos demais,

pode estar relacionada com os diferentes tipos de delineamentos experimentais, meios
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de transporte e métodos de diagnosticos utilizados. Segundo Leal et al. (2012), a
sensibilidade e a especificidade dos testes utilizados no diagndstico dessa infeccéo é
uma das principais causas de variagdo na prevaléncia. Uma alternativa para minimizar
essas variagcBes seria a utilizagdo de técnicas mais sensiveis como a PCR para a
confirmacgéo dos resultados e/ou identificacdo direta do agente (Schulze et al. 2006;
Groff et al. 2010). Além disso, outros fatores, como por exemplo, a idade dos animais
(Pellegrin et al. 1999), tipo de manejo reprodutivo (BonDurant, 2005; Madoroba et al.
2011) e manejo sanitario dos rebanhos também podem estar relacionados a essa
diferenca (Mardones et al. 2008; Rocha et al. 2009; Mai et al. 2013).

Em relacdo ao numero de focos, constata-se que apesar da baixa prevaléncia
observada, 0 agente apresenta-se distribuido nos rebanhos dessa microrregido. Acredita-
se que a introducdo de animais infectados e a falta de conhecimento da enfermidade
pelos produtores podem ter sido responsaveis pela introducédo e manutencdo do agente
nos rebanhos.

Provavelmente, o maior risco de infeccdo por C. fetus. subsp. venerealis em
rebanhos que possuem acima de 100 animais esta relacionado com aumento do contato
entre os animais e falhas no manejo sanitario das propriedades, principalmente devido a
aquisicdo e a importacdo de animais infectados no rebanho. Segundo Alves et al.
(2011), a falta de diagnostico desta enfermidade contribui para a introdugdo e utilizacéo
de animais infectados no manejo reprodutivo. Além disso, a utilizacdo da monta natural
(BonDurant, 2005) bem como, o touro de repasse, no programa de inseminacao
artificial, podem ser responsaveis pela manutencdo do agente nos rebanhos (Stynen et
al. 2003).

A préatica de empréstimo de touros entre diferentes propriedades pode contribuir

para disseminacdo desse patdgeno, principalmente porque o touro nao apresenta sinais
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clinicos, mas elimina o agente (Mardones et al. 2008). Apesar de ndo ter sido
encontrada associacao significativa neste estudo entre esta préatica e positividade para
CGB, observou-se uma maior prevaléncia nas propriedades que emprestavam 0s touros
para outras propriedades.

Vale ressaltar que em todos os rebanhos onde foi detectado o agente, os animais
apresentavam histérico de distarbios reprodutivos, principalmente, aborto, repeticao de
cio e retencdo de placenta, entretanto, ndo se observou associacdo (p<0,05) entre essas
manifestacdes clinicas com a positividade para a CGB. Provavelmente, isso deve ter

acontecido devido a baixa prevaléncia observada no rebanho.

Tricomonose Bovina

Este € o primeiro registro da infeccdo por T. foetus na microrregido estudada. No
Brasil, estudos recentes sobre essa infeccdo em fémeas sdo escassos. Porém, ha relatos
da ocorréncia dessa infeccdo no estado do Rio de Janeiro, em um levantamento dos
resultados das amostras analisadas entre 1958 e 2001 pelo Laboratério de Patologia da
Reproducdo da UFRRJ, onde os autores relataram uma prevaléncia de 0,07%
(107/15108) de amostras de muco vaginal positivas na cultura (Jesus et al. 2004).

Em outras regides do mundo, como por exemplo, na Turquia, pode-se observar
uma prevaléncia de 8,5% (14/164) mediante o exame direto de amostras de muco
vaginal de vacas leiteiras naquele pais (Serin et al. 2010).

Apesar de ser dificil realizar uma comparacdo entre os estudos supracitados
devido aos diferentes tipos de delineamentos experimentais empregados, a divergéncia
entre os resultados pode ter ocorrido devido as diferentes metodologias empregadas na
colheita do material e diagndstico. Sabe-se que apesar de ser uma técnica bastante

empregada no diagnostico da TB, o isolamento pode ter sua sensibilidade reduzida
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devido a contaminacdo dos meios de cultura (Mutto et al. 2006; Oyhenart et al. 2012),
sendo necesséria a confirmacgdo dos resultados mediante a técnicas mais sensiveis como
a PCR, que é capaz de detectar o agente a partir de baixas concentracbes de DNA
(Mukhufhi et al. 2003; Mutto et al. 2006).

Outra hipotese estaria relacionada aos diferentes tipos de manejo higiénico-
sanitario empregados nos rebanhos, tendo em vista que praticas como: a utilizacdo de
pastagens compartilhadas; empréstimo de touros (Mardones et al. 2008; Rojo-Montejo
et al. 2008); utilizacdo de touros velhos no manejo reprodutivo dos animais (Mendonza-
Ibarra et al. 2012) e o touro de repasse no programa de inseminacao artificial poderiam
influenciar na prevaléncia da TB (Rocha et al. 2009; Viana e Zanini 2009).

Quanto ao numero de focos, 90,5% (19/21) das propriedades apresentaram
animais positivos com as prevaléncias variando entre 9,5% e 52,9% dentro dos
rebanhos e, essas, estavam distribuidas em 89,5% (17/19) dos municipios estudados.
Acredita-se que nestas propriedades existam touros infectados e estes, por sua vez, séo
0s responsaveis pela manutencdo do parasito nos rebanhos. Outra hipGtese para a
elevada prevaléncia de fémeas positivas neste estudo esta relacionada com uma falha no
sistema imunoldgico ao aparelho reprodutivo dos animais, que pode ser responsavel
pela manutencdo do parasito por longos periodos no trato reprodutivo dos animais,
inclusive, durante a gestacdo e pos-parto (Pellegrin e Leite 2003; Givens, 2006).

Observou-se neste estudo que a monta natural € um fator de risco (OR=2,4). A
utilizacdo da monta natural como manejo reprodutivo é considerada como a principal
via de transmissdo do T. foetus entre os animais, onde, touros ou vacas infectadas,
transmitem o agente para os animais sadios durante a cépula (Rae e Crews 2006).

Entretanto, o manejo de inseminacao artificial inadequado, sem um rigoroso controle
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sanitario (Eaglesome e Garcia 1997), bem como a utilizagdo do touro de repasse
também podem ser responsaveis pela transmissdo (Carvalho e Rodrigues 2006).

Uma maior prevaléncia (36,3%) foi observada nas propriedades que adquiriram
animais de outros rebanhos. Esse tipo de manejo, associado a falta de diagnostico,
podem ter sido os responsaveis pelo maior nimero de animais positivos nestas
propriedades.

Nos rebanhos que apresentaram animais positivos, a separagdo dos animais que
apresentam distUrbios e o descarte dos animais portadores do agente (Madoroba et al.
2011; Pellegrin et al. 2002), bem como, a implementacdo de um programa de
inseminagdo artificial com cuidados sanitarios adequados, sdo medidas de controle e
profilaxia que devem ser adotadas a fim de reduzir os riscos da infecgdo e as perdas

econOmicas decorrentes dessas enfermidades (BonDurant, 2005).

Concluséo

Este é o primeiro registro da infeccdo por C. fetus subsp. venerealis e T. foetus
na microrregido Garanhuns, Pernambuco e a partir dos resultados obtidos pode-se
constatar que as infecgdes supracitadas apresentam-se distribuidas nos rebanhos
leiteiros da regido estudada. Além disso, sugere-se que medidas de profilaxia e controle
como o diagndstico, separacdo e repouso sexual das fémeas infectadas e utilizacdo de
um programa de inseminacdo artificial com cuidados sanitarios rigorosos devem ser
implementados nas propriedades, a fim de evitar a propagacdo dos agentes nos

rebanhos.
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Tabela 1 — Anélise dos fatores de risco associados a infeccdo por Campylobacter fetus subsp. venerealis em vacas procedentes da microrregido

de Garanhuns, estado de Pernambuco, Brasil, 2013

o PCR ANALISE UNIVARIADA REGRESSAO LOGISTICA
VARIAVEL — Valor de P Valor de P
Positivo OR (1.C. 95%) OR (1.C. 95%)
Sistema de criacéo
i 0,
Extensivo 3 31 32(07-14,9) 0,130 15(03-8.2) 0,626
Semi-intensivo 310 4 (1,29%)
Tamanho do rebanho
< 100 animais 328 3(091%) 0.1(0,0-0,5) 0,009* 72(1,3-38,4) 0,020*
> 100 animais 55 4 (7,27%)
Suplementacdo mineral
Sim 364 6 (1,65%) 03(0,0-26) 0301
N4o 19 1 (5,26%)
Importa animais
Sim 281 4 (1,42%) 04.(0.1-2.) 0.389
Nao 102 3(2,94%)
Manejo reprodutivo
Monta natural 268 5 (1,87%) -
Inseminacéo artificial 39 1 (2,56%) 1,4(0,1-122) 0,891
Ambos 76 1 (1,32%) 0,7(0,1-6,1)
Empréstimo de touros?
Sim 40 1(2,50%) 1,3(0,1-11,1) 0,575
N4o 310 6 (1,94%)
Utiliza touro de repasse
Sim 6 1(1,32%) 0,6 (0,1 -5,6) 1,000
N&o 307 6 (1,95%)

Convengdes: N — Total de amostras, OR — (razdo de chance), IC — Intervalo de Confianca, *Associacdo significativa (p<0,05), ‘Base utilizada (364), *Base utilizada (350)
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Tabela 2 — Andlise dos fatores de risco associados a infecgdo por Tritrichomonas foetus em vacas procedentes da microrregido de Garanhuns,

estado de Pernambuco, Brasil, 2013

. PCR ANALISE UNIVARIADA REGRESSAO LOGISTICA
VARIAVEL N — Valor de P Valor de P
Positivo OR (1.C. 95%) OR (1.C. 95%)
Sistema de criacéo
i 27 (36,99%
Exte_n§|v0 | 73 ( 0) 12(07-20) 0.472
Semi-intensivo 310 101 (32,58%)
Tamanho do rebanho
imai 113 (34,45%
< 100 animais 328 ( 0) 14 (0.7 - 2.6) 0.297
> 100 animais 55 15 (27,27%)
Suplementagdo mineral
i 120 (32,97%
Sim 364 ( ) 0,6 (0,2 -1,7) 0,411
Néao 19 8 (42,11%)
Importa animais
Sim 281 102 (36,30%)
1,6 (1,0-2,7 0,047* 1,6 (0,9-2,7 0,079
N&o 102 26 (25,49%) ( ) ( )
Manejo reprodutivo
Monta natural 268 99 (36,94%) - 24(1,1-59) 0,041*
Inseminacéo artificial 39  10(25,64%) 0,6 (0,3-12) 0,083 - -
Ambos 76 19(25,00%) 0,6 (0,3-1,0) 1,6 (0,9 - 2,9) 0,091
Empréstimo de touros?
Sim 40 10 (25,00%)
06(0,3-13 0,202
N4o 310 109 (35,16%) ( )
Utiliza touro de repasse
i 19 (25,00%
Sim 76 (25,00%) 0,6 (0,3 - 1,0) 0,082
Nao 307 109 (35,50%)

Convencdes: N — Total de amostras, OR — (razéo de chance), IC — Intervalo de Confianca, *Associacéo significativa (p<0,05), ‘Base utilizada (364), “Base utilizada (350)
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5.2 Artigo 2

PESQUISA DE Campylobacter fetus SUBSP. venerealis e Tritrichomonas foetus EM
TOUROS DO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL

(Artigo a ser encaminhado ao periddico Research in Veterinary Science)
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PESQUISA DE Campylobacter fetus SUBSP. venerealis e Tritrichomonas foetus EM

TOUROS DO ESTADO DE PERNAMBUCO, BRASIL

Resumo: Objetivou-se com esse trabalho pesquisar a ocorréncia de Campylobacter.
fetus subsp. venerealis e Tritrichomonas foetus em touros do estado de Pernambuco,
Brasil. Foram colhidas 105 amostras de esmegma prepucial de animais em idade
reprodutiva, procedentes de propriedades (63) e matadouros (42) do estado de
Pernambuco. Para a identificacdo do agente realizou-se a extracdo do DNA gendmico
das amostras e as mesmas foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase.
Observou-se uma frequéncia de 6,6% (2,7% - 13,2%; 1.C. 95%) para T. foetus. Em
relacdo ao numero de focos, 21,8% (7/32) das propriedades apresentaram animais
positivos para T. foetus. Quanto as amostras dos matadouros, nenhuma foi positiva. Para
pesquisa de C. fetus subsp. venerealis nenhuma amostra foi positiva. Conclui-se que a
infeccdo por T. foetus ocorre em touros no estado de Pernambuco, Brasil. Dessa forma,
sugere-se que medidas de profilaxia e controle como o descarte dos touros infectados e
reposi¢cdo por animais jovens devem ser implementadas a fim de evitar a disseminacao
do agente nos rebanhos.

Palavras-chave: bovinos, campilobacteriose, tricomonose.

Introducéo

A Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) e a Tricomonose Bovina (TB) séo
enfermidades de carater venéreo responsaveis por sérias perdas econdmicas para
bovinocultura. O Campylobacter fetus subsp. venerealis e o Tritrichomonas foetus séo,

respectivamente, os agentes etiologicos dessas infeccOes. A apesar de serem micro-
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organismos diferentes, a epidemiologia, patogenia e patologia de ambos sdo muito
semelhantes (Alves et al., 2011).

Estas enfermidades apresentam distribuicdo cosmopolita, com prevaléncias
variando entre 1,5% a 2,2% para a CGB (Madobora et al., 2011; Mshelia et al., 2012;
Molina et al., 2013) e 0,3% a 32% para a TB (Rodning et al., 2008; Madobora et al.,
2011; Mendoza-Ibarra et al., 2012; Molina et al., 2013). No Brasil, estudos realizados
em diferentes regides do pais relataram prevaléncias que variam entre 10,3% a 35,9%
para a CGB (Stynen et al., 2003; Rocha et al., 2009; Leal et al., 2012) e 1,6% a 2,6%
para TB (Jesus et al., 2004; Silva et al., 2009).

Nos machos, 0s agentes estdo restritos a mucosa prepucial e peniana (Cobo et
al., 2011) e nas fémeas, na vagina, cervix, Utero e oviduto (Cobo et al., 2004;
Chiapparrone et al., 2011). Entretanto, machos acometidos ndo apresentam nenhuma
manifestacdo e tornam-se portadores durante toda vida. Por esses motivos, sdo
considerados como principais responsaveis pela manutencdo dos agentes nos rebanhos
(Alvesetal., 2011).

O modo de transmissdo de maior importancia epidemioldgica dos micro-
organismos é pela monta natural, onde um animal infectado transmite o agente para um
ndo infectado no momento da cépula (BonDurant, 2005). Porém, a transmissao também
pode acontecer por inseminacdo artificial com sémen contaminado (Eaglesome e Garcia
1997) e por fémites, principalmente devido a falta da higienizacdo dos materiais
utilizados na inseminacéo dos animais (Mai et al., 2013).

Tendo em vista a importancia dos machos na cadeia epidemioldgica e a escassez
de dados sobre essas enfermidades no estado de Pernambuco, objetivou-se com este
trabalho, pesquisar a ocorréncia da infeccdo por C. fetus subsp. venerealis e T. foetus em

touros no estado de Pernambuco, Brasil.
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Material e Métodos

O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco com a licenga n°022/2013.

Foram colhidas 105 amostras de esmegma prepucial de animais em idade
reprodutiva, de aptidao leiteira e carne, procedentes de propriedades e matadouros do
estado de Pernambuco. Os animais amostrados eram mesticos de zebuinos e taurinos em
diferentes graus de sangue, criados de forma semi-intensiva e extensiva.

A escolha das propriedades foi feita por conveniéncia. Foram analisados 63
touros (Agreste=28; Sertdo=20; Zona da mata=15) procedentes de 32 propriedades
distribuidas em 18 municipios do estado de Pernambuco (Figura 1). Em relacdo aos
matadouros, foram colhidas 42 amostras de esmegma prepucial em quatro matadouros
situados na regido do agreste do estado (Figura 2).

Em cada propriedade foi aplicado um questionario investigativo constituido por
perguntas objetivas, referentes as caracteristicas do manejo produtivo, reprodutivo e
sanitario a fim de identificar possiveis fatores de risco.

Antes da colheita do material dos reprodutores nas propriedades, foi solicitado
um descanso sexual dos animais por um periodo minimo de 15 dias aos produtores. No
procedimento de colheita, ap6s prévia contencdo, foi realizado o corte dos pelos do
ostio prepucial e, posteriormente, realizada uma limpeza da regido com agua e alcool a
70% e secagem do éstio com papel toalha. Em seguida, introduziu-se um raspador de
plastico previamente esterilizado no prepucio dos animais e realizou-se uma raspagem
do esmegma da mucosa peniana e prepucial.

Em relacdo as amostras de matadouro, foram colhidas amostras apenas de

animais ndo virgens. Apos o abate dos animais, foi colhido todo o prepucio dos machos,
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em seguida, realizou-se a exposi¢do do pénis e mucosa prepucial e uma raspagem da
mucosa a fim de se obter o esmegma.

Realizada a colheita, as amostras foram acondicionadas em solucdo salina
tamponada (PBS, pH 7,2) e, posteriormente, encaminhadas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel, em até trés horas, ao laboratério para seu devido
processamento.

As amostras foram submetidas a extragdo de DNA com o kit comercial “Qiagen
DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®), utilizando-se o protocolo do fabricante.
O DNA extraido foi analisado e quantificado em gel de agarose a 0,8%, com marcador
de peso molecular 1Kb, corado com Blue Green (LGChio), visualizado em luz
ultravioleta e fotodocumentado para verificacdo de sua qualidade.

Ap0s as extracbes dos DNAs, as reacdes de amplificacdo do material genébmico
para C. fetus subsp. venerealis foi realizada com os oligonucleotideos VenSF
(' CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT?) e VenSR (C GCTTTTGAGATAACAAT-
AAGAGCTT?) de acordo com o protocolo estabelecidos por Hum et al. (1997). Para T.
foetus, utilizou-se os oligonucleotideos TFR3 (° CGGGTCTTCCTATATGAGACA
GAACC®) e TFR4 (*CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA®) de acordo com o
protocolo estabelecido por Felleisen (1997). Além disso, foram utilizados controles
positivos e negativos para ambas as reagdes. O produto amplificado foi detectado por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados Blue Green (LGChio), visualizados
através de luz ultravioleta e fotodocumentado.

Para andlise estatistica descritiva utilizou-se a dispersao das frequéncias absoluta
e relativa. Para o estudo dos fatores associados a infecgdo por T. foetus foi realizada

uma analise univariada das variaveis de interesse através do teste de Exato de Fisher. O
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programa EPIINFO™ 7 foi utilizado para a execucdo dos calculos estatisticos. Em

relagdo a confeccéo das figuras utilizou-se o programa TabWin32 verséo 3.6b.

Resultados

Observou-se uma frequéncia de 6,6% (7/105) de amostras positivas para T.
foetus e nenhuma amostra foi positiva para C. fetus subsp. venerealis.

Em relacdo a infeccdo por T. foetus, observou-se que todas as amostras eram
procedentes de reprodutores dos rebanhos situados no Agreste. Todas as amostras de
matadouro foram negativas. Quanto ao nimero de focos, 21,8% (7/32) das propriedades
apresentaram ao menos um animal positivo, sendo distribuidas em 38,8% (7/18) dos
municipios estudados.

Nenhuma varidvel do manejo higiénico-sanitario analisada apresentou
associacdo com a infecgédo por T. foetus (Tabela 1). Entretanto, ao analisar a associagdo
entre os indices reprodutivos e a positividade na PCR, observou-se uma associa¢do com

a retencéo de placenta (p=0,035).

Discusséo

No Brasil, estudos sobre a ocorréncia da tricomonose bovina séo escassos. Jesus
et al. (2004) relataram uma prevaléncia de 9,9% (173/1736) em amostras de esmegma
prepucial submetidas a cultura no estado do Rio de Janeiro. No Rio Grande do Sul,
observou-se uma frequéncia de 2,6% (1/38) em amostras de lavado prepucial de touros
procedentes de rebanhos que apresentavam altas taxas de repeticdo de cio (Silva et al.,
2009). No estado de Pernambuco, Paz Junior et al. (2010) analisaram amostras
procedentes de sete touros oriundos de rebanhos do Municipio de Sanharé e ndo

identificaram o agente em nenhuma amostra.
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Em outras regides do mundo, diferentes prevaléncias da infecgdo por T. foetus
s&o relatadas, como por exemplo, na Africa do Sul, onde foi observada uma prevaléncia
de 4,1% (142/3458) em amostras de esmegma prepucial na PCR (Madobora et al.,
2011). Mendoza-Ibarra et al. (2012) relataram uma prevaléncia de 32,0% (33/103) em
amostras de touros procedentes de rebanhos de corte do norte da Espanha pela técnica
de PCR. Na Argentina, Molina et al. (2013) observaram uma prevaléncia de 1,1%
(309/29.178) em amostras de esmegma na IFD.

A diferenca entre o resultado do presente estudo, em relacdo aos demais, pode
estar relacionada aos diferentes tipos de delineamentos experimentais empregados,
meios de transporte e metodos de diagnostico utilizados. Rae e Crews (2006) reportam
que a variacdo da sensibilidade dos testes de diagndstico pode estar relacionada com o
tempo transcorrido da colheita das amostras até o processamento, com a temperatura e
meios de cultura e transporte utilizados.

Em relacdo ao numero de focos, observou-se que apesar da baixa frequéncia, a
infeccdo pelo T. foetus apresenta-se distribuida nos municipios do estado de
Pernambuco, sobretudo na regido do Agreste. Vale ressaltar que os machos sdo
considerados os principais responsaveis pela manutencao e disseminacdo do agente nos
rebanhos, principalmente devido a auséncia de manifestacbes clinicas da infeccdo e
caracteristicas particulares do aparelho reprodutivo, que possibilitam a proliferacdo do
T. foetus sem que ocorra a eliminacdo do patdgeno pelo sistema imunolégico (Jesus et
al., 2004). Dessa forma, aconselha-se o descarte dos machos infectados (Madoroba et
al.,, 2011), reposicdo por animais jovens e implementacdo de um programa de
inseminacao artificial com cuidados sanitarios adequados (BonDurant, 2005).

Nenhuma das amostras de matadouro foi positiva na PCR, isso pode ter ocorrido

devido a auséncia do repouso sexual. Segundo Lage et al. (1997), a realizacdo do



148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

70

repouso sexual dos animais por um periodo superior a 15 dias, aumenta as chances de
diagndstico da enfermidade devido o maior desenvolvimento dos micro-organismos no
prepucio dos animais.

Observou-se neste estudo uma maior positividade nos rebanhos que utilizavam a
monta natural como manejo reprodutivo. Vale ressaltar que esse tipo de manejo é
considerado como a principal forma de transmissdo do agente (Rae e Crews, 2006).
Além disso, a adogdo de praticas como o empréstimo de touros para outros rebanhos
(Mardones et al., 2008) e a utilizacdo de touros velhos no manejo reprodutivo, também
podem influenciar na prevaléncia da TB. (Alves et al., 2011). Apesar de ndo ter sido
observada associagdo (p>0,05), a aquisicdo de animais de outros rebanhos, sem o
conhecimento do status sanitario, pode favorecer a introducdo e disseminacdo do
patdégeno (Mendoza-lbarra et al., 2012).

Em relacdo aos indices reprodutivos observou-se que em 100,0% dos rebanhos
que apresentaram animais positivos, havia também relatos de distdrbios reprodutivos, e
constatou-se associacgdo significativa para variavel retencdo de placenta. Provavelmente,
existam fémeas infectadas nos rebanhos e estas, podem servir de fonte de infeccéo para
o0s touros ndo infectados. Segundo Mendonza-Ibarra et al. (2012) a presencga de vacas
que apresentam repeticdo de cio no rebanho aumentam em 5,2 vezes as chances de
infeccao.

Apesar de ndo ter sido possivel identificar C. fetus subsp. venerealis neste
estudo, registros dessa infeccdo vem sendo relatados em diferentes regides do pais,
como por exemplo, no estado do Mato Grosso do Sul, onde foi observada uma
prevaléncia de 52,3% (171/327) em amostras de esmegma prepucial submetidas a
reacdo de imunofluorescéncia direta (IFD) (Pellegrin et al., 2002). No Rio de Janeiro,

em um estudo realizado em touros oriundos de rebanhos que apresentavam histérico de



173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

71

disturbios reprodutivos, observou-se uma positividade de 35,9% (14/39) na IFD (Rocha
et al., 2009). Leal et al. (2012) relataram uma prevaléncia de 12,1% (17/140) frente a
IFD em amostras de esmegma prepucial provenientes de animais abatidos em
frigorificos no Distrito Federal.

Em outras regides do mundo, como na Africa do Sul, observou-se uma
prevaléncia de 1,9% (60/3161) em amostras de esmegma prepucial submetidas a PCR
(Madobora et al., 2011). Na Argentina, Molina et al. (2013) relataram uma prevaléncia
1,5% (437/29.178) de amostras esmegma positivas na IFD.

Apesar de ser dificil realizar uma comparacdo entre o resultado do presente
estudo com os supracitados, devido aos diferentes tipos de delineamentos experimentais
e métodos de diagndsticos, a divergéncia entre os resultados pode estar relacionada ao
procedimento de colheita das amostras. Samuelson e Winter (1966) relataram que a
realizacdo de trés colheitas consecutivas, com o periodo de repouso sexual igual ou
superior a 15 dias, aumenta a sensibilidade do diagndstico. Além disso, pode ter
ocorrido uma diminuicdo da sensibilidade da PCR devido a presenca de substancias
inibitorias, principalmente pela contaminacdo das amostras por urina (McMillen et al.,

2006).

Concluséo

O resultado obtido no presente estudo confirma a presenca da infeccdo por T.
foetus nos rebanhos bovinos do estado de Pernambuco, Brasil. Além disso, sugere-se
que medidas de controle e profilaxia como o descarte dos touros infectados e reposicéo
por animais jovens devam ser implementadas, a fim de evitar a disseminacéo do agente

nos rebanhos.
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Tabela 1 — Andlise dos fatores associados a infeccdo por Tritrichomonas foetus em

touros no estado de Pernambuco, Brasil, 2013

3 PCR ANALISE UNIVARIADA
VARIAVEL N _ Valor de P
Positivo OR (I.C. 95%)
Sistema de criacao
Extensivo 30 3(10,00%) -
Intensivo 10  0(0,00%) ** 0,333
Semi-intensivo 23 4 (17,39%) 1,9 (0,4 - 9,45)
Tamanho do rebanho
< 100 animais 35 5(14,29%)
- - 2a1 (0’4 - 12,1) 0,447
> 100 animais 28 2 (7,14%)
Adquire animais de
outros rebanhos
Sim 50 5(10,00%)
) 0,6 (0,1-3,5) 0,626
N&o 13 2 (15,38%)
Manejo reprodutivo
Monta natural 37 5(13,51%) 1,7 (0,3-9,6)
Inseminacao artificial 2  0(0,00%) ** 0,721
Ambos 24 2(8,33%) -
Empreéstimo de touros
Sim 24 1(4,17%)
0,3(0,1-2,1) 0,236
Né&o 39 6 (15,38%)

Convencgdes: N — Total de amostras; OR — (razdo de chance); IC — Intervalo de Confianca; *Associagdo

significativa (p<0,05); ** Indefinido; *Base utilizada (61).
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6  CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos pdde-se observar que as infecgdes por C. fetus
subsp. venerealis e T. foetus estdo presentes nos rebanhos bovinos do estado de
Pernambuco;

O numero de focos identificados na microrregido de Garanhuns sugere que 0s
agentes apresentam-se distribuidos nos rebanhos;

Medidas de controle e profilaxia como o diagndstico, separagdo e repouso sexual
das fémeas infectadas, utilizacdo de um programa de inseminacdo artificial com
cuidados sanitarios rigorosos, descarte dos touros infectados e reposicdo por animais
jovens devem ser implementadas a fim de evitar a disseminagcdo do agente nos

rebanhos.
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7  APENDICE A. Questionario Investigativo

QUESTIONARIO INVESTIGATIVO
FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A CAMPILOBACTERIOSE E TRICOMONOSE
GENITAL BOVINA

Nome da Propriedade: Municipio:
Proprietario: Estado:
Endereco: Telefone:
Email:

Data:  / /
Questionario n°

Investigador:

DADOS DA PROPRIEDADE

1) Propriedade Informatizada: 3-Entre 101 e 200 animais ( )
1-Sim( ) 4-Acima de 200 animais ( )
2-Néo ()

6) Qual a fonte de volumoso oferecida
2) Constituicdo racial: aos animais?
1- Européia ( ) 1- Pasto ( )
2- Zebuina () 2- Silagem ()
3- Mestica () 3- Capim ()

4- Outras:
3) Sistema de Criagéo:
1- Intensivo ( ) 7) Suplementa a alimentagéo?
2- Extensivo () 1-Sim( )
3- Semi-Intensivo ( ) 2-Nao ()
4) Assisténcia Veterinaria: 8) Suplementac¢do mineral?
1-Néo ( ) 1-Sim ()
2- Permanente ( ) 2-Néo ( )

3- Temporaria/Esporadica ( )

9) Fonte de agua
5) Qual o tamanho do rebanho? 1- Parada ( )
1- Abaixo de 50 animais ( ) 2- Corrente ()
2-Entre 51 e 100 animais ( ) 3- Mista ()



10) Vacina os animais?
1-Sim ()

Quais:
2-Nao ( )

11) Os animais para reposicdo s&o
provenientes da propriedade?

1-Sim( )

2-Nédo ()

12) Qual a taxa anual de reposicoes
dentro do rebanho?

1-  Abaixo de 50 animais ( )

2- Entre 51 e 100 animais ( )

3- Entre 101 e 200 animais ( )

4-  Acima de 200 animais ( )

13) Quando importa animais realiza

quarentena?
1- Sim( )
2- Néo( )

14) Qual o tipo de manejo reprodutivo
utilizado na propriedade?

1- Monta Natural ( )

2- Inseminagéo artificial ( )

3- Transferéncia de embrides ( )

15) Se realiza monta natural, ha
empréstimos de touros para outras
propriedades?

1- Sim( )

2- Nédo( )

16) E dado um descanso aos touros entre
as montas?

1-Sim ()

2-Nao( )

17) Se realiza Inseminacéo artificial, o
sémen ¢é acompanhado de atestados
sanitarios?
1-Sim( )
2-Néo ()

80

18) J& houve casos de aborto na
propriedade?

1-Sim ()

2-Nédo ()

19) Em que terco da gestacdo ele
ocorreu?
1-1/3( )
2-213( )
3-33( )

20) Qual o destino do produto do aborto?
1- Enterrou ()

2- Queimou ( )
3- Deixou no pasto ( )
4- Qutro:

21) Houve casos de repeticdo de cio na
propriedades?

1-Sim ()

2-Nao ( )

22) Foi observado corrimento vaginal
purulento nas vacas?

1-Sim ()

2-Néo ()

23) Foi observado retencdo de placenta
nas vacas?
1-Sim( )
2-Néo ()

24) Os touros que utilizados na
reproducdo  cobrem  fémeas que
apresentam distarbios reprodutivos?
1-Sim ()

2-Nao ()

25) Utiliza touro de repasse?
1-Sim( )
2-Néo ()
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8  APENDICE B. Termo de Autorizacio

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

UNIDADE ACADEMICA DE GARANHUNS
Av. Bom Pastor, s/n — Boa Vista — CEP 55292-270 — Garanhuns, PE
Telefones: (087) 3761.0882 e 3761.0969

TERMO DE AUTORIZACAO
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9 ANEXO A. Normas para publicacéo de periddico Tropical Animal

Health and Production

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

TYPES OF ARTICLES

Manuscripts should be presented preferably in Times New Roman font, double spaced,

using A4 paper size. Line numbers will be inserted when the pdf is generated.

Regular Articles: Articles should be as concise as possible and should not normally
exceed approximately 4000 words or about 8 pages of the Journal including illustrations

and tables. Articles should be structured into the following sections;

(@) Abstract of approximately 150-250 words giving a synopsis of the findings presented
and the conclusions reached

(b) Introduction stating purpose of the work

(c) Materials and Methods

(d) Results

(e) Discussion

(f) Acknowledgements

(9) References

Short Communications: Short communications should not normally exceed
approximately 2000 words or about 4 pages of the Journal, including illustrations, tables
and references. An abstract of 150-250 words should be included and a minimum number

of sub-headings may be included if it adds clarity to the article.

Reviews: Review articles will be welcomed. However, authors considering the submission

of review articles are advised to consult the editor in advance.

Correspondence: Letters on topics relevant to the aims of the Journal will be considered for

publication by the Editor who may modify them.
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It is the authors responsibility to ensure that submitted manuscripts comply with journal

format as indicated in the current instructions to authors and example articles.

ETHICAL STANDARDS

Manuscripts submitted for publication must contain a statement to the effect that all human
and animal studies have been approved by the appropriate ethics committee and have
therefore been performed in accordance with the ethical standards laid down in the 1964

Declaration of Helsinki and its later amendments.

It should also be stated clearly in the text that all persons gave their informed consent prior
to their inclusion in the study. Details that might disclose the identity of the subjects under

study should be omitted.

These statements should be added in a separate section before the reference list. If these
statements are not applicable, authors should state: The manuscript does not contain

clinical studies or patient data.

The editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned requirements. The author will be held responsible for false statements or failure

to fulfill the above-mentioned requirements

MANUSCRIPT SUBMISSION

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published
before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its publication
has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible authorities —
tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out. The publisher

will not be held legally responsible should there be any claims for compensation.
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Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both
the print and online format and to include evidence that such permission has been granted
when submitting their papers. Any material received without such evidence will be
assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially
reduces the editorial processing and reviewing times and shortens overall publication
times. Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your

manuscript files following the instructions given on the screen.

TITLE PAGE

Title Page

The title page should include:

. The name(s) of the author(s)

. A concise and informative title

. The affiliation(s) and address (es) of the author(s)

. The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract
Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the

following sections:

. Purpose (stating the main purposes and research question)
. Methods

. Results

. Conclusions

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.
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Please note:
The Abstract should be presented as a single continuous paragraph.

TEXT

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

. Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

. Use italics for emphasis.

. Use the automatic page numbering function to number the pages.

. Do not use field functions.

. Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

. Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

. Use the equation editor or MathType for equations.

. Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
. LaTeX macro package (zip, 182 kB)
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Please use no more than three levels of displayed headings.
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Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a
reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They

should also not contain any figures or tables.
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during downloading.

Audio, Video, and Animations

. Always use MPEG-1 (.mpg) format.

Text and Presentations

. Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.

. A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

. Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
. If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets

should be submitted as .xIs files (MS Excel).
Specialized Formats
. Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica

notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

. It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering
. If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of

the material as a citation, similar to that of figures and tables.
. Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the

animation (Online Resource 3)", ... additional data are given in Online Resource 4”.

. Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.
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Captions
. For each supplementary material, please supply a concise caption describing the

content of the file.

Processing of supplementary files
. Electronic supplementary material will be published as received from the author

without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

. The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material

. Video files do not contain anything that flashes more than three times per second

(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

DOES SPRINGER PROVIDE ENGLISH LANGUAGE SUPPORT?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for
spelling and formal style. This may not be sufficient if English is not your native language
and substantial editing would be required. In that case, you may want to have your
manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and concise language
will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your paper and thus

smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in all areas
Springer publishes in.

Use of an editing service is neither a requirement nor a guarantee of acceptance for

publication.

Please contact the editing service directly to make arrangements for editing and payment.
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Once the Author Query Application has been completed, your article will be processed and

you will receive the proofs.

Open Choice

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the journal
and access to that article is granted to customers who have purchased a subscription),
Springer provides an alternative publishing option: Springer Open Choice. A Springer
Open Choice article receives all the benefits of a regular subscription-based article, but in
addition is made available publicly through Springer’s online platform SpringerLink.

Springer Open Choice

Copyright transfer
Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest

possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article under the

Creative Commons Attribution License.

Offprints
Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations
Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,

authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in content,
e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without the

approval of the Editor.
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After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First
The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the official
first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the paper can

also be cited by issue and page numbers.
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10  ANEXO B. Normas para publicacdo de periddico Research in

Veterinary Science

GUIDE FOR AUTHORS

Research in Veterinary Science publishes original contributions and review articles on
research concerning the health and disease of animals, including studies in comparative

medicine.

Types of contribution
1. Original research papers (Regular Papers)
2. Short Communications

3. Review articles

Original research papers should report the results of original research. The material

should not have been previously published elsewhere, except in a preliminary form.

Short Communications should not exceed 1600 words and include no more than two
tables or figures. They should have an abstract but no other divisions. Typescripts should

be clearly marked Short Communication.

Review articles Review articles on veterinary topics are invited for publication. They
should give an update on recent advances in a particular field and be targeted at research
veterinarians who are not necessarily working in the same field. The length should not

exceed 4000 words.

Submission of manuscripts
Submission to Research in Veterinary Science now proceeds online via Elsevier Editorial

System -http://ees.elsevier.com/rvsc. Authors will be guided step-by-step through

uploading files directly from their computers. Authors should select a set of classifications

for their papers from a given list, as well as a category designation (Original Research
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Paper, Short Communication, and so on). Electronic PDF proofs will be automatically
generated from uploaded files, and used for subsequent reviewing.

Authors should send queries concerning the submission process or journal procedures to
AuthorSupport@elsevier.com. Authors can check the status of their manuscript within the
review procedure using Elsevier Editorial System.

Authors submitting hard copy papers will be asked to resubmit using Elsevier Editorial

System.

Submission of an article is understood to imply that the article is original and is not being
considered for publication elsewhere. Submission also implies that all authors have
approved the paper for release and are in agreement with its content. Upon acceptance of
the article by the journal, the author(s) will be asked to transfer the copyright of the article
to the Publisher. This transfer will ensure the widest possible dissemination of information.
All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3)
final approval of the version to be submitted.
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« Articles are made available to subscribers as well as developing countries and patient
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Creative Commons Attribution-Non Commercial-No Derivs (CC-BY-NC-ND): for non-
commercial purposes, lets others distribute and copy the article, and to include in a
collective work (such as an anthology), as long as they credit the author(s) and provided

they do not alter or modify the article.

Creative Commons Attribution (CC-BY): available only for authors funded by
organizations with which we have established an agreement with. For a full list please

see http://www.elsevier.com/journal-authors/funding-body-agreements.

To provide Open Access, this journal has a publication fee which needs to be met by the
authors or their research funders for each article published Open Access. Your publication
choice will have no effect on the peer review process or acceptance of submitted articles.

The Open Access publication fee for this journal is $USD 2,500, excluding taxes.

Learn more about Elsevier's pricing policy www.elsevier.com/openaccesspricing.

Language Editing: Elsevier's Authors Home provides details of some companies who can

provide English language and copyediting services to authors who need
assistance before they submit their article or before it is accepted for publication. Authors
should contact these services directly. For more information about language editing

services, please email authorsupport@elsevier.com.

Ethics

Before papers describing animal studies are accepted for publication in Research in
Veterinary Science, the authors must satisfy the editors that the work conformed to
appropriate ethical standards. Whether or not a particular piece of work is accepted for
publication will be decided by the editors whose decision will be final.

The authors should provide written assurances that: (i) The project underwent ethical
review and was given approval by an institutional animal care and use committee or by
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The editors expect authors to have adhered to the following general priniciples: (i)
Alternative procedures that replace the use of animals should be used if possible. Where
this is not possible, the animals used should be carefully selected to be the least sentient
species possible and of an appropriate strain. (ii) The minimum number of animals should
be used consistent with achieving the scientific objectives of the study. (iii) Pain and
distress should be minimised by the use of humane endpoints, sedation, anaesthesia,
analgesia and post-operative care. (iv) Access to veterinary care must be available at all
times. (v) Invesitgators and personnel that care for and use animals must be trained and
possess relevant expertise and training that should be updated regularly. (vi) If animals
have to be killed, this should be done humanely according to local euthanasia regulations,
such as the Home Office guidelines in the UK or guidelines of the American Veterinary

Association Panel on Euthanasia.

Title

Papers should be headed with the full title, the initials and surnames of the authors, and the
name and address of the institution where the work was carried out. The full telephone
number, Fax number and e-mail address of the corresponding author should also be
provided.

Form of Papers

a) Abstract (not more than 150 words), self-contained and embodying the main
conclusions. It should note the relevance to veterinary science as well as the aims and
objectives of the work. Sentences such as 'the results are discussed', which merely describe
the paper, are not allowed.

b) Keywords. Please supply a list of up to six keywords that describe the paper.

¢) Introduction.

d) Materials and methods employed.

e) Results, as concise as possible. Text, tables and figures illustrating the same data will
rarely be permitted.

f) Discussion and conclusions.

g) Acknowledgements.

h) References.
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1) Manuscripts should have numbered lines, with wide margins and double spacing,
throughout, i.e. also for abstracts, footnotes and references. Every page of the
manuscripts, including the tile page, references, tables, etc., should be
numbered. However, in the text no reference should be made to page numbers; if
necessary one may refer to sections. Avoid excessive usage of italics to emphasize part of
the text.

Abbreviation and symbols: Authors are asked to explain each scientific abbreviation at it
first occurrence in their papers; for example, complement fixations test (CFT). The policy
of the journal with respect to units and symbols is that SI (System International) symbols

should be used.

References

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the
text of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the

spelling of author's names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.

2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed -
if necessary - by a short reference to appropriate pages. Examples: "Since Peterson (1988)
has shown that..." "This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1989, pp. 12-
16)".

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the
name of the first author should be used followed by "et al." This indication, however,
should never be used in the list of references. In this list names of first author and co-
authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of
references should be arranged alphabetically on author's names, and chronologically per
author. If an author's name in the list is also mentioned with co-authors the following order
should be used: publications of the single author, arranged according to publication dates -

publications of the same author with one co-author - publications of the author with more
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than one co-author. Publications by the same author(s) in the same year should be listed as
1974a, 1974b, etc.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Minamoto, T., Honjo, M.N., Yamanaka, H., Tanaka, N., Itayama, T., Kawabata, Z., 2011.
Detection of cyprinid herpesvirus-3 DNA in lake plankton. Research in Veterinary Science
90, 530-532.

Castillo, V.A., Gomez, N.V., Lalia, J.C., Cabrera Blatter, M.F., Garc?a, J.D., 2008a.
Cushing's disease in dogs: Cabergoline treatment. Research in Veterinary Science 85, 26-
34.

b. For books

Blaha, T. (Ed.), 1989. Applied Veterinary Epidemiology. Elsevier, Amsterdam, 344 pp.

c. For multi-author books

Wilson, M.B., Nakane, P.K., 1978. Recent developments in the periodate method of
conjugating horseradish peroxidase (HRPO) to antibodies. In: Knapp, W., Holubar, K.,
Wick, G. (Eds.), Immunofluorescence and Related Staining Techniques. North Holland,
Amsterdam, pp. 215-2246.

6. Please do not abbreviate the journal title names e.g. Research in Veterinary Science and
not Res Vet Sci.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be
retained. However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated,
and a notation such as "(in Russian)" or "(in Greek, with English abstract)" should be
added.

8. Work accepted for publication but not yet published should be referred to as "in press".

9. References concerning unpublished data and “personal communications” should not be

cited in the reference list but may be mentioned in the text.
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10. Web references may be given. As a minimum, the full URL is necessary. Any further
information, such as Author names, dates, reference to a source publication and so on,

should also be given.

11. Articles available online but without volume and page numbers may be referred to by
means of their Digital Object identifier (DOI) code.

Illustrations

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted as separate files,

preferably in TIFF or EPS format.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text. References
should be made in the text to each illustration.

3. Illustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind.

Illustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

4. Lettering should be big enough to allow a reduction of 50% without becoming illegible.
Any lettering should be in English. Use the same kind of lettering throughout and follow

the style of the journal.

5. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales
that must be changed with reduction.
6. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be typed

on a separate sheet of the manuscript.

7. Explanations should be given in the figure legend(s). Drawn text in the illustrations

should be kept to a minimum.

8. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity.
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9. If you submit usable colour figures, Elsevier would ensure that these figures appeared
free-of-charge in colour in the electronic version of your accepted paper, regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. Colour
illustrations can only be included in print if the additional cost of reproduction is
contributed by the author: you would receive information regarding the costs from Elsevier
after receipt of your accepted article.

Please note that because of technical complications which may arise by converting colour
figures to 'grey scale' (for the printed version, should you not opt for colour in print), you
should submit in addition usable black and white figures corresponding to all colour

illustrations.

10. Advice on the preparation of illustrations can be found at the following

URL:http://www.elsevier.com/artworkinstructions

Preparation of supplementary data

Elsevier now accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the author additional possibilities to publish
supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background
datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier web products, including

ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted

material is directly usable, please ensure that data is provided in one of our recommended
file formats. Authors should submit the material together with the article and supply a

concise and descriptive caption for each file.

Tables
1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal.
Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the

dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or

more tables.
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3. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should

include references to all tables.

4. Each table should occupy a separate page of the manuscript. Tables should never be

included in the text.

5. Each table should have a brief and self-explanatory title.

6. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of

units of measurement should be added between parentheses.

7. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between

the columns instead.

8. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote
at the bottom of the table.

Copyright

If excerpts from other copyrighted works are included, the Author(s) must obtain written
permission from the copyright owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has
preprinted forms for use by Authors in these cases: contact Elsevier's Rights Department,
Oxford, UK: phone (+1) 215 239 3804 or +44(0)1865 843830, fax +44(0)1865 853333, e-
mail healthpermissions@elsevier.com. Requests may also be completed online via the

Elsevier homepage http://www.elsevier.com/permissions.

Material in unpublished letters and manuscripts is also protected and must not be published

unless permission has been obtained.

Authors Rights
As an author you (or your employer or institution) may do the following:
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» make copies (print or electronic) of the article for your own personal use, including for

your own classroom teaching use

» make copies and distribute such copies (including through e-mail) of the article to
research colleagues, for the personal use by such colleagues (but not commercially or

systematically, e.g., via an e-mail list or list server)

* post a pre-print version of the article on Internet websites including electronic pre-print

servers, and to retain indefinitely such version on such servers or sites

* post a revised personal version of the final text of the article (to reflect changes made in
the peer review and editing process) on your personal or institutional website or server,

with a link to the journal homepage (on elsevier.com)

* present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the article to the

delegates attending such a meeting

» for your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of your
employment, your employer may use all or part of the information in the article for other
intra-company use (e.g., training)

* retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure described in

the article

« include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to

be published commercially)

* use the article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as

collected writings or lecture notes (subsequent to publication of your article in the journal)

 prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or to
otherwise re-use portions or excerpts in other works, with full acknowledgement of its

original publication in the journal
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Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors who publish
in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving requirements as
specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and

policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies).

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding author (if
we do not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post). Elsevier now
sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe
Reader version 7 available free from

http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to annotate

PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given at the
Adobe site:http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemreqgs.html#70win. If you do

not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and
any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and
return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post.Please use this proof only for
checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be
considered at this stage with permission from the Editor. We will do everything possible to
get your article published quickly and accurately. Therefore, it is important to ensure that
all of your corrections are sent back to us in one communication: please check carefully
before replying, as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed.

Proofreading is solely your responsibility.

Author Enquiries

For enquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where
available) please visit the journal's homepage at http://www.elsevier.com/locate/rvsc. This
also provides the facility to track accepted articles and set up e-mail alerts to inform you of

when an article's status has changed.
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Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating

to proofs, are provided after registration of an article for publication.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, be provided with a PDF file of the article via e-
mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover
sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of

use.

Research in Veterinary Science has no page charges

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. More information

and examples are available at http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal

will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after

acceptance of their paper.
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