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I nvestigagéo de Campylobacter fetus e Tritrichomonas foetus na mucosa prepucial de
tourosdaregidodoMédio Paraiba, RJ

Campylobacter fetus and Tritrichomonas foetus investigation in prepucial mucous of bulls
from Médio Paraiba/RJ region, Brazil

Flavio Soares da Rocha Vera Lucia Teixeira de Jesus' Helenita Marques Torres"
Mar cos José Pereira GomesY Mércio Jose de Figueiredo'" EImiro Rosendo do Nascimento'"
Teresinha Ferreira" Maria Helena Cosendey de Aquino''”

-NOTA -

RESUMO

Trinta e nove touros provenientes de propriedades
de pecuaria leiteira (n=9) e de pecuéria de corte (n=30),
situadas na regido do Médio Paraiba, Rio de Janeiro (RJ),
foram investigados para a presenca de Campylobacter fetus e
Tritrichomonas foetus. Para a pesquisa de Campylobacter,
amostras de esmegma foram coletadas e submetidas a técnica
de cultivo e isolamento e amostras de lavado prepucial ao
teste de Imunofluorescéncia Direta (IFD). Para a pesquisa de
Tritrichomonas, foi utilizada a técnica de exame direto a partir
de lavado prepucial. Foi observada a presenca de C. fetus em
14 amostras (35,9 %), por meio da IFD, e o isolamento de C.
fetus, subespécie venerealis, foi obtido a partir de quatro
amostras (10,3%). T. foetus ndo foi identificado nas amostras
investigadas. A alta frequéncia de C. fetus observada nos
animais investigados sugere a presenca da campilobacteriose
na regido do Médio Paraiba, em rebanhos com problemas
reprodutivos.

Palavras-chave: Campylobacter fetus, Tritrichomonas foetus,
mucosa prepucial, touros.

ABSTRACT
Thirty nine breeding bulls from dairy farms (n=9)

and beef farms (n=30) located in Médio Paraiba region at Rio
de Janeiro - Brazl state were investigated for the presence of

Campylobacter fetus and Tritrichomonas foetus. For
Campylobacter investigation, smegma samples were examined
by culture and prepucial washings were examined by direct
immunofluorescence technique (DIF). The prepucial washings
were also examined for Tritrichomonas foetus presence by direct
examination. C. fetus was identified in 14 samples (35.9 %) by
DIF technique and C. fetus subspecies venerealis was isolated
from four samples (10.3%). T. foetus was not detected in bull
samples. The high frequency of C. fetus observed in bull samples
suggests the occurrence of campylobacteriosis among herds
which have reproductive problems at the Médio Paraiba region.

Key words: Campylobacter fetus, Tritrichomonas foetus,
prepucial mucous, bulls.

A presenga de Campylobacter fetus,
subespécie venerealis e Tritrichomonas foetus,
agentes causadores da campilobacteriose e
tricomonose, tem sido relatada em rebanhos bovinos
de diferentes regides do Brasil (JESUS et al., 1999;
PELLEGRIN et d., 1999). Dependendo daédreaestudada,
a elevada preval éncia dessas doengas se constitui em
um dos principaisfatores sanitérios queinterferem nos

'Programa de Pés-graduac@o em Ciéncias Veterindrias, Faculdade de Veterindria, Universidade Federal Fluminense(UFF), Niterdi,

RJ, Brasil.

::|| nstituto de Zootecnia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ, Brasil.
Departamento de Salide Coletiva Veterinaria e Salide Publica, Faculdade de Veterindria, UFF, Niteréi, RJ, Brasil. *Endereco para

v

correspondéncia: Rua Vital Brazil Filho, 64, 24230-340, Niter6i, RJ, Brasil. E-mail: maryhel @uol.com.br.

Laboratério de Bacteriologia da Faculdade de Veterindria (LABACVET), Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS),

Porto Alegre, RS, Brasil.

Recebido para publicagéo 16.09.08 Aprovado em 27.01.09



Investigagio de Campylobacter fetus e Tritrichomonas foetus na mucosa prepucial de touros... 1587

indices reprodutivos do rebanho bovino. Alguns
fatores de risco sdo considerados importantes para a
disseminac&o dessas doencas, tal como autilizagéo de
manej o reprodutivo com montanatural, o uso detouros
com idade superior a cinco anos no rebanho e a
utilizagdo de touro de repasse em propriedades que
utilizamainseminac@o artificial (PELLEGRIN, 1999).

A regido do Médio Paraiba, situada no Sul
do Estado do Rio de Janeiro, compreende o0s
Municipiosde Resende, Itatiaia, Quatise Porto Real e,
embora possua significativa expressao na pecuariado
Estado, seus indices de reproducdo bovina séo
considerados insatisfatérios em decorréncia de
problemas reprodutivos relatados por técnicos que
assistem as propriedades. O objetivo deste trabalho
foi investigar a ocorréncia de Campylobacter fetuse
Tritrichomonasfoetusnamucosaprepucial detouros,
em nove propriedades daregi&o do Médio Paraiba, Rio
deJaneiro (RJ).

Durante o periodo dejaneiro asetembro de
2004, foram col etadas amostras de esmegmae lavado
prepucial de 39 touros, com faixaetariaentre 30 meses
a cinco anos de idade, provenientes de trés
propriedades de pecuéria de corte e seis propriedades
de pecuéria de leite, distribuidas entre quatro
municipios da regido do Médio Paraiba, RJ, que
apresentavam historico de problemasreprodutivos, tais
como altas taxas de retorno ao cio, abortos e aumento
do intervalo entre partos.

Para a pesquisa de C. fetus, subsp.
venerealis, amostras de esmegma prepucia foram
col etadas por meio de aspiragdo com seringaacoplada
a pipeta de infusdo uterina, diluidas em meio de
transportedeLander (LEITE et a., 1995) e processadas
no mesmo dia para cultivo e isolamento. Ap6s um
periodo deincubagéo de 72 horasa37°C, foi realizada
a filtracdo de parte do material em filtro “Swiny”
(MILLIPORE), contendo membranafiltrante de 0,651
Aliquotas do material filtrado e ndo-filtrado foram
semeadas em placas de agar Columbia (DIFCO),
adicionado de 10% de sangue de caval o e suplemento
seletivo para Campylobacter (MERCK), e incubadas
em jarras Gaspack, em microaerofilia (Anaerocult C-
MERCK) a 37°C, por 72 horas. A identificagdo das
coldnias suspeitas foi baseada nas caracteristicas
morfolodgicas e tintoriais e nos seguintes testes
bioguimicos e de crescimento (ON et a., 1996; OIE,
2008): producdo de catalase e oxidase; producéo de
gas sulfidrico (H,S) em meio contendo cisteina;
produgdo de acido e H,S em Agar Triplice Aclcar e
Ferro(TS)); crescimento a25°C e42°C emmicroaerdfilia;
crescimento a 25°C em aerobiose; crescimento em
presencade glicinaa 1%o; crescimento em presencade

3,5% de sal; utilizago da glicose a 1%; reducdo do
nitrato a nitrito; reducéo do selenito; sensibilidade ao
&cido nalidixico e a cefaotina. Para a redizacdo da
Imunofluorescéncia Direta (IFD), foram coletadas
amostrasdelavado prepucia aposinjecéo de50mL de
solugdo de PBS (pH 7,2), utilizando-se pipetadeinfusdo
uterina. Os lavados foram fixados em [&minas com
acetona e congelados a -20°C. As amostras foram
processadas segundo atécnicadescritapor MELLICK
etd. (1965) eWINTER et d. (1967), utilizando-se soro
antiC. fetus, subsp. venerealis, preparado em coelho
comaamostraC. fetus, subsp. venerealisNCTC 10354,
e conjugado com fluoresceina. Salina tamponada
fosfatada (PBS) e C. fetus subsp. venerealis NCTC
10354 foram usados como controle negativo e positivo,
respectivamente. Paraapesquisade T. foetus, amostras
do lavado prepucial foram diluidas em meio de
transporte Lactopep (LOPES, 1990) e enviadas para
identificac&o por meio de exame direto em microscopio
oOptico. Os resultados obtidos por meio das técnicas
utilizadas foram anali sados estatisticamente pelo Teste
de Fisher e pelo célculo do coeficiente Kappa
(PEREIRA, 1995).

Das 39 amostras de esmegma prepucial
processadas para isolamento, quatro foram positivas
(10,3%) para C. fetus, subsp. venerealis, e, em 14
amostras (35,9%), foi observadaapresencado C. fetus
pelatécnicade ImunofluorescénciaDireta (Tabela 1).
Ao considerar os resultados da IFD, a frequéncia
observada neste estudo (35,9%) assemelha-se a
observadapor JESUS et al. (1999) (39,1%) em touros
dosEstadosdo Rio de Janeiro eMinas Gerais. Emtodas
as amostras negativas para IFD, ndo foi obtido
isolamento, enquanto, nas quatro amostras positivas
paraoisolamento, foi observada|FD positiva, restando
10 amostras positivas nal FD e negativasno i solamento
(Tabelal). Pelo Teste de Fisher, adiferencaobservada
entre os resultados obtidos nos dois testes foi
estatisticamente significativa (P<0,05) e a propor¢éo
de concordancia entre eles foi considerada baixa pelo
teste de Kappa (K=0,33). Para se obter sucesso no
isolamento, € necessério transportar rapidamente o
material para o laboratério, uma vez que o
Campylobacter apresentabaixataxade sobrevivéncia
fora do hospedeiro, sendo necessério 0 uso de meios
detransporte, 0 que nem sempre mantém o organismo
vidvel. O teste de IFD apresenta boa sensibilidade,
estimada em 92,59%, e especificidade, estimada em
88,88% (FIGUEIREDO et d., 2002), sendo considerado
um teste adequado para identificacdo de rebanhos
suspeitos de estarem mantendo a Campilobacteriose
Genital Bovina(CGB) (PELLEGRIN, 2003). Por outro
lado, alFD possui como desvantagem aimpossibilidade
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Tabela 1 - Freguéncia da infecgdo por Campylobacter fetus em seis rebanhos bovinos de leite e em trés de corte, com problemas

reprodutivos, situados na regido do Médio Paraiba, RJ.

---------------- Animais testados

Animais positivos----------------

Manejo reprodutivo

Leite Corte IFD Isolamento
IA com touro de repasse 7 ? 2 (28,6%) 2 (28,6%)
Monta natural 2 30 12 (37,5%) 2(6,3%)
Total 9 30 14 (35,9%) 4(10,3%)

IA-Inseminag&o Artificial; IFD-Imunofluorescéncia Direta.

de distinguir entre as duas subespécies de C. fetus,
além da ocorréncia de resultados falso-negativos
devido ao limitado nimero de bactérias na amostra,
que deve ser de no minimo 100 bactérias/ml de lavado
prepucia (FIGUEIREDO et d., 2002). Segundo Schulze
et al. (2006), os testes fenotipicos tradicionais, para
caracterizacdo de subespécies de C. fetus, sao
indispensaveis. Entretanto, a reagdo em cadeia da
polimerase se constitui em umatécnicavaliosa paraa
confirmag8o desses resultados, podendo também ser
utilizada para deteccéo direta de C. fetusem amostras
clinicas(McMILLEN et al., 2006).

A andlise estatisticapel o teste de Fisher ndo
revel ou associ acdo entre a positividade dostouros para
C. fetus e o tipo de atividade pecuéria e faixa etaria
(p>0,05), embora tenha sido observada uma maior
proporgao de positivos entre os animais acima de 48
mesesdeidade. Segundo PELLEGRIN (2003), um dos
fatoresderisco importantes paraadisseminacdo do C.
fetus, subsp venerealis, € o uso de touros com idade
superior aquatro anos no rebanho, o que éjustificado
por apresentarem maior nimero e desenvolvimento das
criptas prepuciais. Quando consideramos a situacédo
de repasse dos touros, apenas sete animais dos 39
investigados eram utilizados como touro de repasse,
entretanto dois desses animais foram positivos no
isolamento e |FD, além de um touro positivo, em ambos
0s testes, que era compartilhado com propriedades
vizinhas, mostrando aimportancia na disseminagéo e
perpetuacdo da CGB, nos rebanhos investigados.
Como as propriedades investigadas ndo empregavam
ainseminacdo artificial (1A) exclusvamente, autilizacéo
do touro de repasse pode se constituir em importante
fator de risco paraa disseminagdo da CGB, anulando
os beneficios da IA, uma importante medida de
erradicacéo daCGB.

T. foetus ndo foi detectado nas amostras
investigadas. Embora possiveis falhas na coleta e no
transporte do material e auséncia de repouso sexual
prévio possam ter influenciado esse resultado, estudos,
em rebanhos bovinos daregido Sudeste, revelam uma

baixa prevalénciadesse agente. NASCIMENTO et al.
(2005), ao pesquisarem T. foetus em amostras de muco
vaginal de animais com problemas reprodutivos, ndo
identificaram a presenca desse parasita por meio do
exame direto, enquanto JESUS et al. (1999), em um
estudo envolvendo 939 propriedades daregido Sudeste,
com historico de problemas reprodutivos, relataram a
ocorrénciadeT. foetusem 10,01% das propriedades e
em apenas 2,36% dosanimais.

Os resultados deste estudo confirmam a
presenca dainfecgdo por C. fetus, subsp. venerealis,
em rebanhos bovinos daregido do Médio Paraiba, RJ.
Assim, recomenda-se a inclusdo da pesquisa dessa
infeccdo na rotina de diagnostico laboratorial, para
prevencdo e controle de rebanhos com baixo indice
reprodutivo.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

Os estudos foram realizados de acordo com as
normas do Cédigo de Etica Profissional do Médico Veterinario
e do Colégio Brasileiro de Experimentaco Animal (COBEA).
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