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RESUMO

Este trabalho teve o objetivo de avaliar o eferto terapéutico de uma bacterina produzida com a amostra de
(" fetus subsp. venercalis NCTCL0354 em 32 touros com idade entre ¢meo e sete anos. Antes da
vacmagio, o grupo  experimental for testado pela téenica de mumofluorescéncia direta (IFD),
apresentando 27 touros positivos ¢ cinco touros negativos para (' ferus. Os amimais receberam duas doses
de vacina com um intervalo de 23 dias. Apos a primeira vacinagio foram wentiticados 15 animais
positivos o IFD para o ' ferus, uma queda estatisticamente signmficativa de 44,45% (P-2 0,05) na
Irequcncia de touros infectados. Apos a segunda vacinagao foram identificados 12 animans positivos, unia
queda estatisticamente significativa de 55,55% (P-- 0,05) na frequéncia de touros infectados no inicio do
expertmento. Entretanto, nao houve diferenga significativa no niimero de touros miectados apos a
primetra ¢ a segunda vacinaciio.

Palavras-chave:  Campilobacteriose  Genital Bovina,  Bacterma, vacina,  imunofluorescéncia  direta,
Cumpylobacter fetus, bovino, imunoprofilaxia,

ABSTRACT

The amm ol the present study was 1o evaluate the therapeutic eflect of a bactern produced € ferus subsp.
venerealty NCTC 10354 on 32 bulls aged 5 1o 7 years. Before vaceination, the expenmental group was
tested by direct fluorescence antibody technique (DFAT); 27 bulls were positive and 5 negative 1o ('
Sers. The animals receved two doses of vacane 23 days apart. After the first dose 15 ammmals were
DFAT positive, with a significant reduction ot 44,45% (P-- 0,05) in the frequency of infected bulls. Alier
the sccond vacemation, 12 bulls were DFAT posttive with a significant reduction of 55,5% (P- 0,05) in

the frequency ol infected bulls. However, there was no significant difference between the number of

mtected bulls after the tirst and after the second vaccmation.

Key words: Bovine Genital Campylobacteriosis, bacterin, vaccine, direct fluorescent antibody test
Campylobacter fetus, cattle, immunoprophyilaxis, therapeutics.
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1. INTRODUCAO

A Campilobacteniose Genital Bovina ¢ uma
doenga venérea miecciosa dos bovinos cujo
agente  ctiologico ¢ o Campylobacter  fetus
subsp. venercalis. As perdas economicas estio
relacionadas com  problemas  reprodutivos,
principalmente a infertilidade temporara, o
aumento do intervalo entre partos pela frequente
repetigio de clo, a morte embriondria, o custo
do descarte ¢ reposigio de touros ¢ o aumento
da wdade a primerra cma, uma vez que as
novilhas sio as mais acometidas.

Estudos  epideniologicos  demonstram  que o
Campilobacteniose Genital Bovina € prevalente
cm nosso meto, Isto se deve a grande matoria
das propriedades mnda utihizar a monta natural,
onde o twuro ¢ o principal responsavel pela
manutengao ¢ disseminacio  da doenga no
rebanho,

A presenca da Campilobacteriose  Genital
Bovina ¢, em grande parte, dependente  da
percentagem de touros infectados utilizados na
monta ¢ da relagiio touro/vaca, ou seja, do
numero de coberturas realizadas, Dessa forma,
as caracteristicas do manejo utilizado em grande
parte dos rebanhos brasileiros constituem-se em
fatores de misco para a manutengio da doenga
cm nivers endémicos.

Uma das  estratéglas de  controle  da
Campilobacteniose  Genital  Bovina ¢ a
vacmagao  que pode  ser empregada como
auxthar na  implntagdo  do  programa  de
mseminacao  artificial. Entretanto, sua maior
utthdade se encontra naqueles rebanhos em que
nao ¢ possivel mtroduzir nenhuma  outra
estratégia para o controle da doenga.

A vacimagao tem sido utilizada com sucesso na
prevengiao e terapia da doenga em  femeas.
Vacinas oleosas 1ém se mostrado  bastante
clicazes,  climinando  smais  clinicos  como
repeticio de cio e aborto em rebanhos com
animats infectados pelo € ferus. No entanto, o
cleito da vacmagio terapcutica em touros ¢
contraditorio.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o eleito
terapcutico da vacigio contri

L oE Ve

¥,

Campilobacteriose Genttal Bovina em touros
mfectados pelo Campylobacter fetus.

2. LITERATURA CONSULTADA
2.1 Campilobacteriose Genital Bovina

A Campilobacteriose Genital Bovina ¢ uma
entermidade mfecciosa  causada pelo
Campylobacter fetus subsp. venerealis. cujo
habitat natural ¢ o trato genital de bovinos
(Stoessel, 1982).

Existem duas subespécies que podem causar
problemas reprodutivos: Campylobacter fetus
subsp. ferus € Cumpylobacter fetus  subsp.
venerealis. O habitat natural do Campylobacter
fetus subsp. venerealiy € o trato reprodutivo dos
bovinos; no touro ele coloniza a  mucosa
prepucial € na vaca a mucosa da vagina, cérvix,
ttero ¢ ovidutos. O (' fetus subsp. fets tem seu
habitat no intestino ¢ causa abortos esporadicos
em bovinos, aborto  enzodtico em ovinos e
septicemia no homem (Garcia & Brooks, 1993).

A mfeccdo por (0 fetus subsp. venercaliy
provoca um quadro de infertilidade temporana
com repetigies de cio e abortamentos, levando a
grandes perdas economicas, sendo que o ()

Sfetus subsp. venercalis € responsivel por mais

de 95% dos casos de abortos, enquanto gue
Campylobacter fetus subsp. fems representa
menos que 5% (Dekeyser, 1984).

Sob condicoes naturais, o (° ferus subsp.
venerealiy € tramsmitido do macho a [émea e
vice-versa pelo coito ou pelo uso de sémen
contanunado, sendo que a transmissio  entre
miachos pode ocorrer por fomites ou por cama
contaminada, principalmente em animais de
centrais de coleta de sémen. A transnussio de
Campylobacter fetus subsp. venercalis de touros
mfectados para femeas € alta e a infertilidade
representada pela repetigiio de cio, atinge nuis
comumente as novilhas ¢ vacas susceptiveis,
sendo que o aborto, por volta do qumto mes de
gestaglio, ocorre em 10% das fémeas que se
miectam (Garceia & Brooks, 1993).

Nos machos, o ' fetus subsp. venercalis nio
causa lesiio ¢ pode permanecer no prepicio por
toda vida do animal (Clark & Dutty, 1978),
colonizando  principalmente, a mucosa  das
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criptas prepuciais, de uma forma comensal
(Samucelson & Winter, 1966). A persistencia da
nfecgdo no trato genital bovino pode ser devido
as vanagoes antigenicas do O feres subsp,
venercalis que ocorrem durante a - mfecgio,
provocando uma baixa resposta imune (Bier of
al.. 1977 Corbetl et al., 1975).

Tem sido observado que touros mais velhos siio
mals  osusceptivels  a nfecglio natural  ou
experimental pelo €0 fers subsp. venercalis
(Clark, 1971), prnncipalmente pelo fato do
aumento da protundidade das criptas prepuciais,
com o desenvolvimento da idade dos animais,
otimuzando as condigoes de nucroaerofilia na
mucosa prepucial, necessinas a sobrevivéncia
do agente  (Samuelson & Winter,  1966).
Scegundo Vandeplassche et al. (1963) a matoria
dos touros com mars de quatro anos de wdade,
que ndo foram tratados mantiveram a infecgio
pelo € jetus no prepucio de uma lorma cronica.

Entretanto, o susceptibilidade de touros mais
velhos a0 infecgio, nido  fot confirmada por
alguns awtores (Bier et al., 1977; McCool et al.,
198%). Pellegrin ¢f al. (1997) também nio
confirmaram  esta relagio, porém na regiio
estudada, 08 touros mais jovens mniciam a monta
com idade supertor a quatro anos, guando
provavelmente  ja  tenham  um  grande
desenvolvimento das criptas prepuciais,

2.2 Distribuicao geogratica
da Campilobacteriose Genital Bovina

A Campilobacteniose  Genital - Bovina o
descnta em 29 paises ¢ suspeita-se de sua
existencia em outros  dois dos 157 paises
mformantes do Anwirio de Samidade Animal
FAO-OMS-OIE de 1999, o que representa
19.7% dos paises mformantes (FAO, 1999).

A Campilobacteriose  Genital — Bovina - ¢
mmportante onde existem grandes rebanhos com
numejo  reprodutivo . por  monta  natural,
apresentando  todos  os fatores de  nsco
necessanos para a nanutencao da doenga em
clevados indices (Pellegnn, 1998).

Na Argentina ¢ Austrilia, onde o manejo
reprodutivo ¢ o tipo de enagio sao semelhantes
aos  encontrados  em nossos  rebanhos  a
Campilobacteriose Genital  Bovina  tem sido
hastinte estudada, Na Argenting a doenga foi
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mvestigada em um periodo compreendido entre
1975 ¢ 1984, demonstrando indices de rebanhos
positivos que vartaram de 21% a 43%, com
ocorrencia de touros portadores entre 15% ¢
23% (Villar & Spma, 1982; Soto & D1 Roco,
1984, Cipolla ¢ al., 1984). Nos rebanhos
australinos a doenga causa grandes  perdas
anuais, com uma taxa média de 60% de retorno
a0 cio ¢ apenas 35% das novilhas cobertas
ficam prenhes (McCaeol et al., 198).

2.3 Campilobacteriose Genital Bovina no
Brasil

No Brasil, a Campilobacteriose Genital Bovina
to1 detectada pela primeira vez por D'Apice
(1956), no Estado de Sao Paulo, sendo bem
investigada até o micio da década de 1980 por
virios levantamentos epidennologicos, onde a
ocorréncia da doenca foi de 53.8% no Rio
Grande do Sul (Mies Filho, 1963), 14.4% nos
Estados de Sio Paulo, Parani ¢ Minas Gerais
(Castro ¢ al., 1971) ¢ 13% no Rio de Janeiro
(Ramos & Guida, 1978).

A frequéncia de miecedo pelo C. femus subsp.
venercealts em touros no Brasil foi estudada
mais recentemente por Genovez et al, (19%86) no
Estado de Siio Paulo, por Jesus et al. (1997) no
Estado do Rio de Janeiro, por Lage et al., (1997)
no Estado de Minas Gerais ¢ por Pellegrin et al.
(199%) no Estado do Mato Grosso do Sul
encontrando  indices de mfecgio de 23.9%.
72.3%., 27.9% ¢ 52.3% respectivamente.

2.4 Diagnostico da  Campilobacteriose
Genital Bovina

As téenicas rotineiramente uiihizadas para o
diagnostico da mfeccio pelo (0 fefus subsp.
venerealiv. em touros sdo o solamento e
wentificacho  baseada  em  caracteristicas
biogquimicas (Stoessel, 1982) ¢ a
mmunofluoresceéncia direta (Mellick et al., 1964;
Winter et al., 1965). As téenicas sorologicas nio
50 utilizadas no diagnostico da
Campilobacteriose  Genital Bovina  por  nio
apresentarem boa sensibilidade e especificidade
(Hewson et al, 1985).

Devido as caracteristicas  epidemiologicas da
Campilobacteriose  Genital Bovina  (Stoessel,
1982) ¢ do touro se apresentar como portador
assintomatico  permanente  (Dekeyser,  1984),




torna-se mals econdmico ¢ pritico realizar o
diagnostico  preferencialmente nesta categora
animal.  Além  disso, como o louro  tem
oportunidade  de cobrir todas as {emeas do
rchanho ou lote, um touro infectado no rebanho
indica que o rebanho estd micctado.,

2.4.1 Isolamento e identifica¢io

O ivolamento e dentificacio ¢ o padriio ouro do
diagnostico  da - Campilobacteriose  Genital
Bovina, permitindo, pela utibizacio de provas
bioguimiicas, a wdentificacio do agente causal
dos problemas reprodutivos observados (Leite,
1977, Stoessel, 1982, Dekeyser, 1984),

O uso de meios de cultura seletivos, embora
apresentando resultados vartavers, lavorece o
isolamento  do  agente  em reprodutores
infectados (Plumer et al 1962: Shepler et al.,
1963; Winter et al., 1965; Dully & McEntee,
1969).

Virnos  suplementos  de  antibioticos  siio
comumente utihizados  visando tornar  mais
seletivos o8 metos de cultura para (. fetus
(Plastridge et al.,, 1961; Shepler et al., 1963;
Lander, 1990a; Lander, 1990b; Ribeiro et al.,
19910)),

Para um diagnaostico definitivo, o € fetus subsp.
venercalis deve ser isolado das amostras de
esmegma prepuctal de reprodutores suspettos de
mieegio. O isolamento  desses organismos o
partir do esmegma prepuctal ¢ dilicultado pelo
reduzido nimero de € fers ¢ pela alta taxa de
contaminantes  resistentes  aos  antibigticos
presentes no noculo (Shepler e al., 1963;
Dully, 1967; Winter et al., 1967), sendo que a
presenga de contaminagio massiva impede o
diagnostico,  mesmo  utilizando-se  melos
seletivos (Dulty et al., 1969).

S0 necessarios pelo menos  (rés exames
sueessivos, para a conlirmagio de diagnostico
negativo de Campilobacteniose Genital Bovina
(Plastridge et al., 1957; Duliy et al, 1969;
Gibson et al., 1970).

2.4.2 Imunotluorescéncia Direta (IFD)
0O teste de  mmumofluorescencia  direta fol

primeiramente mtroduzido para os problemas de
diagnostico  bactertologico  por Moody,

Goldman ¢ Thomason (1956) ¢ em 1964,
Mellick et al. desenvolveram sua aplicagao para
a deteccio de O ferus, Reagoes cruzadas entre
O fetus subsp. venerealiy ¢ O fetus subsp fetus
ocorrem na IFD, nio podendo estas subespécies
serdiferenciada pelo teste (Philpott,  196¥;
Ruckerbauer et al., 1974). Entretanto, a [FD fo1
considerada um excelente teste para detecgio de
' feins em lavado prepucial e semen bovino
(Taul e Kleckner, 1968), sendo utilizada c¢m
virios levantamentos epidemiologicos (Villar &
Spina, 1982; Soto & Di Rocco, 1984; Lage et
al,, 1997 Pellegrin et al., 1998).

Estudos realizados na Argentina utilizando o
culivo ¢ a mmunofluorescencia  direta nio
demonstraram  haver diferenga  significativa
quanto a deteceio de animais imfectados pelo ¢

Sfetus (Cipolla et al,, 1984). Leite (1977) ¢ El-

Jakee et al. (1991) utilizando as téenicas de
isolamento e IFD  observaram que a IFD
apresentou um melhor resultado na detecgao de
O fetus em touros, sendo, os resultados, muito
semelhantes aos do isolamento ¢ dentiticagio,
com a vantagem de ser mais simples. Winter et
al. (1967) ¢ Ruckerbauer et al. (1974)
consideram que tanto o isolamento como a [FD
sfio  féenicas  satisfatorias para serem
empregadas na rotina de deteccdo de touros
pnnz!dnrcs, entretanto um teste ncgmivu 1ao
pode ser considerado conclusivo, devendo-se
repeti-lo mais de uma vez.

O diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina pela IFD, quando comparado com a
cultura, ¢ efetuado em menor tempo, a presenga
de contammantes ndo ¢ problema e as condigoes
de coleta e tempo entre a coleta e o diagnostico
nio precisam ser tio rigidas (Philpott, 196¥).
Por isto, o teste de IFD apresentou grandes
vantagens permitindo avancar no conliecimento
da epidemiologia da Campilobacteriose Genital
Bovina.

Segundo Soto e Dick (1983) a IFD ¢ uma
téenica que  oferece  ampla margem  de
seguranca, detectando de 95-98% dos animais
portadores  sendo  necessirios mais  de dois
exames de [FD, com intervalos de coleta entre ¥
a 15 dias, para se assegurar um diagnostico
negativo para (' fems. Lage & Leite (2000)
recomendam gue para se obter uma maior
sensibilidade na IFD devem, ser efetuada trés
coletas  repetidas no  mesmo  animal,  em
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mtervalos  quinzenas, estando o animal em
repouso sexual prévio,

2.5 Controle da Campilobacteriose Genital
Bovina

2.5.1 Manejo reprodutivo

Para o controle da Campilobacteriose Genital
Bovina deve-se considerar que a transmissio ¢
vendrea, os touros sio portadores permanentes ¢
as (emeas miectadas podem ter imunidade apos
tres cios (Pellegrin, 199%).

A mais conhecida e eficiente pratica de manejo
a ser adotada no controle da Campilobacteniose
Genital Bovina ¢ o imseminagiio  artificial
(Stoessel,  1982: Dekeyser, 1984). A
mseminagio  anificial pode ser considerada,
entretanto, impraticavel, na matoria dos grandes
rebanhos ¢ em regioes onde ¢ quase umpossivel
0 acesso a mao-de-obra especializada ou infra-
estrutura adequada (Pellegrn, 1999).

Outra estratégia utilizada com a linahdade de
climmar o infecgiio pelo €0 fers subsp.
venerealiy do rebanho € o repouso sexual das
ftmeas por trés a quatro ciclos, possibilitando
que o sistema imune tenha tempo de produzir
munidade  especifica  (Dekeyser,  1984).
Entretanto, a utilizagio exclusiva dessa pritica
nio ¢ suficiente para o controle da doenga, uma
vez que algumas [emeas portadoras  podem
manter a imfecedo por vianos meses (Dekeyser,
1984, Cipolla, 1994).

A unlizagio somente de touros jovens e a
segregacio de touros  velhos, colocados  em
cobertura somente com as vacas, ¢ uma pratici
que pode ser introduzida no manejo reprodutivo
da propriedade, associada a implantagio de
estagio de monta (Stoessel, 1982; Pellegrin et
al., 199¥).

Sendo o monta natural  amda  a praitica
reprodutiva mais utilizada em 96% do rebanho
nactonal (Yassu et al., 1998), o reprodutor deve
ser testado, pelo menos 3 vezes, 60 dias antes
do inicio da ¢poca de coberturas, respettando-se
a necessidade de repouso sexual prévio de 15
dias antes ¢ durante todo o periodo dos testes,
dimmuindo a possibilidade de falsos negativos
(Pellegnn, 199K; Lage & Lette, 2000),

2.5.2 Tratamento

O tratamento de touros mfectados somente €
recomendavel  em  ammais  de  alto valor
zootecnico sendo antieconomico utiliza-lo em
todo o rebanho,  embora  substancias
antimicrobranas— tem sido utithzadas no
tratamento  de  fouros,  vacas € sémen
contaminado (Jesus et al., 1996; Pellegnn et al.,
199%). A diludroestreptomicina ¢ a substancia
mais aplicada no controle das miegoes causadas
pelo 7 fetus. Seger et al. (1966) recomendaram
a aplicacio no prepicio de solugoes aquosas de
dihidroestreptomicing,  concomitante  com  a
aplicacio  parenteral da  mesma  droga, no
tratamento de touros miectados.

O  grande problema do tratamento  com
substincias  antimicrobianas nos  touros  em
servigo € a remfeceiio. Nas lemeas, o valor do
tratamento ¢ altamente questionavel, pois dentro
de poucas semanas uma resposta imune efetiva
pode restaurar a fertilidade (Dekeyser, 1984).

2.5.3 Vacinagio

A relagho  custo-beneticio  do  controle  da
Campilobacteriose  Genital ~ Bovina  pela
vacinagio  das  fémeas ¢ positiva,  sendo
demonstrado por Leite (1977) que o retorno esta
proximo a 18 vezes os valores mvestidos na
VaCInagio.

A vacmagdio contra a Campilobacteriose Genital
Bovina tem sido unhizada com sucesso em
rebanhos onde a mmplintagio da insenunagio
artificial ¢ difical de ser realizada ¢ nio €
possivel introduzir nenhuma outra estratégia
para  scu  controle.  Vacimas — experimentals
oleosas tem se mostrado  bastante  eficazes,
minimizando a repeticio de clo ¢ o aborto nos
rehanhos  com  animais  positivos  para a
Campilobacteriose Genital Bovina, devendo ser
utilizadas 30 a 45 dias antes da estagio de
monta, com revacmagio anual, em fodas as
femeas em reprodugiio (Leite, 1977; Lerte et al.,
1980); Ramos et al., 1986).

Virios autores comprovaram que as {emeas
podem ser efetivamente  mumizadas — contra
infecgoes pelo O fers e a vacimagdo pode ser
usada para o controle da Campilobacteniose
Genital Bovina em casos onde o nivel de
infeceiio ¢ alto (Firehammer et al., 1966; Clark




ctal., 1974; Clark et al., 1976; Eaglesome et al.,
19K6).

Ramos ¢t al.  (1986) conseguiram  uma
munizagio contra a doenga em 16 novilhas
vacimadas com uma bacterina em adjuvante
oleoso. Berg o al. (1979) observaram que as
[Cmeas  nunizadas permaneciim com nivels
altos de anticorpos sistémicos ¢ que alguns
aninais somente eliminaram a infeceo apos un
periodo  de 136 dias  depows  da segunda
vacinagdo, concluindo que ndo existia wma
correlagio entre o tempo de eliminagdo  da
infecedo ¢ oy nivels de anficorpos Sistenucos
produzidos.

Segundo  Frank et al. (1967), a vacinagio
melhora o cficiéneia reprodutiva das femeas,
mas nao protege contra a mfecgdo, quando em
contato com touros mfectados. Apesar de nio
ter prevenido a infecgdio, ocorre um aumento de
resisténeian ¢ uma - eliciéncia  reprodutiva
satistatoria - quando  comparado a0 grupo
controle.

Bryner et al. (1988) compararam a eficacia de
10 vacinas comerciay quanto a prevengio de
abortos  apos  exposigio a0 (L fetus e
encontraram uma variagio de 0 a 89 % de
eficicneia, Bryner et al. (1988) relataram a
deficiéneia na produgio  de  imunidade  de
algumas vacinas comerciais, sugerindo que a
porcentagenm  de protecio que uma  vacing
olercce ¢ diretamente proporcional & massa
bacteriana utilizada ¢ que pode ocorrer fallia na
miunogenicidade das amostras usadas na vacina
ou tipo de adjuvantes  empregado.  Segundo
Hum ¢ al. (1993) além da qualidade  das
vacinas, as o alteracoes  nos  sorofipos  day
amostras miectantes podem levar a evasio da
resposta imune.

Vasquez et al. (1983) concluiram apos talhar na
elimmacio da mieccao em 2 de 10 touros
vacinados, que esta pritica sozinha nio ¢ um
bom  método  para o controle  da
Campilobacteriose Genital Bovina, Allan et al.
(1972) testando a eficiéncia da vacing no campo
concluiram  que o vacinacio  em  femeas
apresenta bons  resultados o mesmo  nao
ocorrendo  com  os  touros, recomendando  a
vacinagio somente em femeas.
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Clark et al. (1968) ¢ Clark et al. (19%2)
obtiveram altos nivels de imunidade e protegio
duradoura com a vacinagio usando uma alta
concentragiio de (1 fetus subsp. venercalis
(47mg de peso seco de bacténa) em Oleo
mineral. A imumidade para esta vacina em
touros toi de pelo menos 12 meses ¢ de pelo
menos 24 meses para vacas, enquanto gue utia
vacma com 33mg de peso seco com adjuvante
de hidroxido de aluminio diminui o tempo de
duracio da imunmidade para 4,5 meses (Clark et
al., 1982).

Bouters et al. (1973) concluiram que a
vacinagao em touros produz um efeito tanto
preventivo quanto curativo, Ocorreu cura em 41
touros micctados quando se utilizou uma vacina
experimental. Foram aplicadas duas doses com
um mtervalo de sels semanas, conseguindo-se
30 touros livres apos primeira dose e os 11
restantes  apos  a segunda  dose. Os  touros
continuaram em servico regulamente em uma
drea mfectada e permaneceram  livres  da
mfeccdo por mais de wm ano. Na mesma drea
infectada, 288 touros negativos para . fefus
receberam uma dose ¢ permaneceram livres da
mtecedo por mais de um ano.

Van Aert et al. (1976) descreveram que a
imunizagiio sistémica em touros contra €' fefus
tem um efeito preventivo e curativo. Testes de
aglutinagiio do soro e das secrecOes prepucials
de 13 touros vacinados com uma  vacina
comercial demonstrou a produgio crescente de
tres classes de mmumoglobulinas: 1gG, IgM e
[eA, sendo que TgA 6 for detectada nas
SecrecOes prepuctis.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados 32 touros, da raga Nelore de
uma fazenda de gado de corte com criagho
extensiva localizada na regiio de Corumba,
Mato Grosso do Sul. Os touros tinham idade
entre 5 ¢ 7 anos. O manejo reprodutivo utilizava
monta  natural  com  estacido  de monta
estabelecida no periodo de dezembro a marco,
sendo que a propriedade ja possuia diagnostico
anterior de Campilobacteriose Genital Bovina
(Pellegrin et al., 1997).
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3.2 Coleta do lavado prepucial

O lavado  prepucial de todos os touros  fol
coletado em 50 ml de  salina  fostatada
tamponada (PBS, pH 7.2) esténl (Lente et al.,
1995).  No  momento  da  coleta  foram
mtroduzidas duas agulhas de calibre 40 X 20 na
tampa de borracha dos frascos ¢ uma delas fo1
acoplada a um cateter, ficando a outra agulha
para entrada de ar. A extrenndade livre do
cateter for mtroduzida no osteo prepucial do
touro sendo este techado com a mio. O frasco
to1 clevado para que o liguido fosse vertido na
cavidade prepucial e em seguida foram feitas
massagens  vigorosas  no o sentido  antero-
posterior. O frasco for entdo  abaixado ¢ o
lavado coletado por gravidade ¢ armazenado
sob refrigeracio por no maximo, dois dias, até a
realizacao da IFD.

3.3 Desenho experimental

Foram reahizadas  sete  coletas  de  lavados
prepucial no periodo entre de 5 de setembro a
13 de dezembro de 2000 (figura 1), nos dias 0,
10, 20, 70, 80, 90 ¢ 97 do experimento.

Os intervalos entre as coletas ¢ o dia da
vacinagio foram realizados considerando-se: o
manejo da propriedade, pois os touros ticavam
em pastos imensos e distantes do curral e para
trazer todos os animais a0 curral era necessarno

que todos os funcionanos da fazenda ajudassem
na capturas destes; o tempo que o matenal
levaria para chegar ao  laboratorio que era
calculado sempre de acordo com o carmo gue
levava suprimentos nao atrapalhando assim 2
rotina de trabalho da fazenda.

Ox resultados dos exames das coletas no teste de
munofluorescencia direta toram separados em
tres fases: dias 0, 10 ¢ 20 (antes da primeira
vacinagio) dias 70 ¢ RO (apos  primeira
vacinagio) e dias 90 ¢ 97 (apos segunda
vacinagcao), sendo que em cada fase os touros
foram considerados positivos pela presenga de
bactérias fluorescentes, com morfologia tipica
do género Cumpylobacter em pelo menos um
exanme.

Os  touros  Imiciaram o0 repouso  sexual
aproximadamente seis meses antes do micio do
experimento,  mantendo-se  nesta condigho
durante a realizaciio do experimento.

3.3.1 Vacinacgio

Foram aplicados 3 ml da vacina experimental
(item 3.5) por via subcutinea em todos oy 32
touros nos dias 60 e 83 do experimento (figura
1). Os amimais foram observados por duas horas
apos a vacinacdo para verificar a presenga de
reagoes adversas em decorréncia da vacinago.

Dias 0 10 20 70 R0 9) 97
Coletas
de lavado ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ U' U' ﬂ
prepuctal
TOUROS ]
Vacimagio ﬂ ﬂ
61 ¥3

Figural- Cronograma de coletas de lavado prepucial e vacinagao.




3.4 Imunofluoresceéncia Direta (IFD)

3.4.1 Producio do soro anti-C. ferus subsp
venerealis

O soro ant-C. fems subsp. venerealis o
produzido em dows coelhos machos, pesando
2.0Kg, scgundo Edwards & Ewmg (1972)
utthzando a amostra (. ferus subsp venerealis
NCTC 10354*,

3.4.2 Produc¢io do Conjugado

O comugado  foi preparado de acordo  com
Ruckerbauer et al. (1974) com sotioctimato de
fluorescema (Sigma, USA). O conjugado fo1
titulado frente a amostras de € fetus subsp.
venercaliy, em diluigdes serniadas a partir de
1:25 ate 1:2000 A diluigio otima do conjugado
o1 estabelecida em [:50. O conjugado  {o
armazenado a -20°C at¢ o momento do uso.

3.4.3 Imunofluorescéncia direta (IFD)

ACTFD o1 realizada de acordo com Mellick et
al. (1964) ¢ Winter ¢t al. (1965). Os lavados
prepuciats foram centrifugados a 600 x G por 10
min a 4°C. O sobrenadinte (da primeira
centrifugagio) for recentrifugado a 10000 x G
por 30 min a 4'C. O sedimento da segunda
centrifugagiio fol suspenso em 500 ul de PBS
(pH 7.2) ¢ 20 pl desta suspensio  foram
colocados  nas  dreas  da lamina  para
imunofluoreseéncia. As laminas foram secas na
estulina 37°C ¢ entio fixadas en acetona por 30
min a -10"C. As linnas foram entdo cobertas
com conjugado na diluigao 1:50 e incubadas em
camara umida a 37°C por 30 min. Apos esta
clapa loram cletuadas trés lavagens em PBS
(pH 7.2) por 10 mm ¢ uma altima lavagem com
agua destilada de forma rapida. As lninas
foram montadas com glicerma tamponada (pH
9.,2) ¢ laminula, sendo observadas a 40x e 100x
em  microscopio  de  epifluorescéncia (CBA
Olympus, Japio). Foram consideradas positivas
na [FD as amostras que apresentavam bactérias
fuorescentes, com morfologia tipica do género
Campylobacter.  Em  cada  ldmma  foram
realizados controles positivo e negativo, sendo o
controle posttivo a amostra (© fetus subsp.
venercaliy NCTC 10354 ¢ o controle negativo a
amostra €. sputorum blovar sputorum LMG
6447 (Laboratortum  voor Microbiologic —
Rijksuniversiteit Gent, Bélgica),

3.5 Producio da vacina

A vacma anti-C. fetus subsp. venerealis ton
produzida segundo Lette (1977) com algumas
modificagoes, utilizando-se a amostra . fetus
subsp. venerealis NCTC 10354, A amostra foi
cultivada em placas de Petri contendo Agar BHI
(Brain Heart Infusion agar — Difco - USA)
acrescido de 10% de sangue eqiimo, incubada a
37°C em atmosfera de nucroaerofilia (85% N,
10% C0,, 5%0,) por 48 . Apos o crescimento,
as amostras foram recolhidas com auxilio de
zaragatoa ¢ moculadas em baldes de 500 ml
contendo meio de tioglicolato de Brewer (Difco,
USA) e mcubadas por 72 h a 37°C. Os
crescimentos destes baloes toram moculados em
baloes contendo 1 litro de meito de tiogheolato
de Brewer e cultivados por quatro dias a 37°C.
As culturas  puras  adicionou-se  0,3%  de
formaldeido (Labsynth, Brasil) para mativagio
por 24 . A suspensido 1o1 entido centrifugada a
13000 X G por 30 min a 4"C ¢ o sedimento
pesado. A vacina to1 preparada na proporgio de
6 mg/ml, sendo o sedimento ressuspendido em
salina ¢ acrescentado um  adjuvante  oleoso
(Emulsigen®, MVP Laboratories, Inc., USA) na
quantidade  de  15% do  volume total. O
Emulsigen® ¢ uma emulsdo de oleo em dgua
que minimiza a formacio de abscessos e
nodulos no local da injegiio por apresentar uma
concentracio de oleo reduzida sendo menos
viscosa do que adjuvantes de dgua em oleo. A
mustura o1 agitada a 100 mpm por 12 horas a
temperatura de 37°C. A vacina, apos enfrascada,
for submetida a testes de  estenlidade e
mocuidade. A dose de vacina utilizada for de 3
ml.

3.5.1 Testes de esterilidade e inocuidade

Para o teste de estenhdade foram semeados Tml
da vacma enfrascada por placa de agar BHI
acrescido de 10% de sangue eqgiimo. Duas
placas semeadas mats wma placa controle sem
moculagio toram incubadas a 37"°C em estufa
por 72h e duas placas semeadas mais uma placa
controle sem moculagio  foram mcubadas a
37°C em estuta em atmosfera de microaerofilia
(RS“I) Ng, 10% C”:, St}‘:i()_w) por 72 h. ((JIE‘
1996).

Para o teste de mocuidade, fo1 moculada tres
vezes a dose da vacina recomendada para
hovinos por via subcutinea, em tres coelhos. Os
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coclhos foram observados durante um periodo
de 3 dias para venticagdo da presenga de
reagoces adversas. (OIE, 1996).

3.6 Analise estatistica

A frequencia de anmmais mtectados antes das
vicinagoes € apos a primeira e a segunda dose
da vacma foram realizadas pelo teste McNenar,
sendo P- 0,05 consuderado como significativo
(Stegel, 1975).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Daos 32 lavados prepuciats submetidos ao exame
de IFD foram identificados 27 animais positivos
(84,37%) para o C fetus ao Tinal das trés coletas.
Na primeira coleta foram detectados 23, na
segunda coleta foram  detectados 3 animans
posttivos que ndo haviam sido wdentificados no
exame anterior ¢ na tercerra coleta toi detectado
I animal  positivo nilo identificado
anteriormente,

Apos a primeira vacinagio, dos 27 animais
considerados infectados pela IFD, 15 ainda
permancceram  positivos  ao  final  das  duas
coletas (dias 70 ¢ 80), demonstrando uma queda
significativa de 44,45% (p-0,05) no namero de
animais infectados pelo O ferus (Tabela 1),

Apos o segunda vacimacio, dos 27 animais
constderados  mtectados pela IFD, 12 ainda
permaneceram positivos ao final de duas coletas
(dias 90 ¢ 97), demonstrando uma  queda
significativa de 55,55% (p--0,05) no namero de
aninas infectados pelo O ferus. Entretanto, nio
se¢ observou diferenca significativa na reduciio
do nimero de animais positivos entre a primeira
¢ a segunda vacimagiao (Tabela 1),

Tabela | Efeito da vacmagiio contra CGB em 27
touros miectidos,

. _ Nio
Fuse h1lc|:t-udn.\ miectados  Total
(%) (%)
Antes da primeira 37 (100%) 0 (0%) 7

VIGO0
Apds a primeira

. 15 (55.55%) 12 (44.45%) 27
Vaciigao
Aposasepundi 5 44 4seey 15 (55.55%) 27

VGO

A dose de 3 ml aplicada por via subcutinen
produziu uma pequena reagio local com uma
vanagio do aumento de volume da regiio, sem
formagio  de  abscessos.  Esta reagio  tn
decorrente do adjuvante Emulsigen®, que ¢
uma emulsiio de 6leo em dgua que minimiza a
formacao de abscessos ¢ nodulos no local da
mjegiio por apresentar uma concentragio  de
oleo reduzida. Além disto ele € menos viscoso
do que adjuvantes de agua em oleo. O principal
papel do adjuvante € que ocorra uma absorgiio
lenta desejavel e potencializar o efeito vacmal ¢
o tempo de  protegiao.  Os  animals 1o
apresentaram nenhuma outra reagio. Clark et al.
(1968), Lette (1977), Leite et al. (1980) e
Ramos et al. (1986) quando utilizaramm um
adjuvante a base de oleo mineral, descreveram
uma reagio local com presenga de nodulos com
duracho média de 3 meses ¢ sem presenga de
outras reagoes. Os resultados deste trabalho
comprovam a  bhoa tolerancia  da vacina
produzida com um adjuvante com emulsio de
aleo em dgua € sua segurangi para o Cmprego
em larga escala.

O método de Imunofluorescencia Direta tem
sido usado  por muitos  pesquisadores  como
método conclusivo e de grande eficiéncia no
diagnostico  da CGB  (Philppot,  196%;
Ruckerbauer et al., 1974; Leite, 1977; Cipolla et
al,, 1984:; El-Jakee et al., 1991).

Por ser um teste dependente do repouso sexual
prévio e da eficiéncia da coleta, podem ocorrer
talhas ¢ presenca de falso-negativos a IFD
quando realizada somente uma coleta para o
diagnostico, por isto um teste negativo nao pode
ser considerado conclusivo, devendo-se repetir a
coleta e o teste mais de uma vez, o gque timbém
¢ descrito para o isolamento ¢ dentificacao
(Dufty et al., 1969; Plastndge et al., 1961).

A coleta serniada teve como objetivo aumentar a
sensibilidade da téenica, diminuindo os animais
falso-negativos. A escolha do mtervalo de 10
dias for a melhor opeio para que nio houvesse
interferéncia com a rotina da fazenda. As
coletas foram baseadas no trabalho de Soto &
Dick (1983) gue conseguiram  resultados
seriados POSIIVOS ni téenica de
imunofluorescéncia direta com  intervalos de
coletas entre ¥ ¢ 15 dias. Este mtervalo de
tempo  tem  como objetivo  permitir que  a
populagio de € ferus se restabelega apos sofrer
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uni queda em sua concentracio  devido
lavagem: prepucial, evitando resultados falso-
negativos, devido ao baixo niumero de bactérias
presente o que poderia dificultar o diagnostico
da Campilobacteriose Genital Bovina pela IFD
(Winter ¢t al., 1967; Philpott, 196X,).

Todos os anmmais uwtilizados no  expermento
estavam em bom  estado  corporal ¢ ndo
apresentavam siais clinicos de outras doengas,
o que ¢ fundamental para que se obtenha uma
boa resposta imune mduzida pela vacma.

O mtervalo de 23 dias entre as duas doses
vacias pode ter interfenido na mmunizacio dos
animais que ainda estavam ifectados, pois os
anticorpos produzidos pela resposta da primeira
dose vacmal estariam elimunando os antigenos
da segunda dose vacmal, acarretando  uma
queda na protecao contra 0 fes, Isto ol
verificado  por Ramos o al. (1986)  que
vacinaram um grupo de novilhas duas vezes
com um infervalo de 14 dias, ¢ observaram que
¢ necessario um mator intervalo entre as doses
vaciats,  evitando  assim ouma possivel
mterferéneia da concentracio  de  anticorpos
obtidos com a primeira dose na resposta
antigénica a segunda inoculacio levando a uma
resposta munoldgica menor com possivel falha
na eliminacao do agente.

O mtervalo de tempo entre a segunda vacinagio
¢ o ultimo teste de IFD ftor de apenas 14 dias,
POIS O3 animals precisavam entrar em estagio de
monta ¢ o adiamento desta acarretana prejuizos
a tazenda. [sto pode ter miluenciado na ausencia
de observacio de um efeito significativo  da
segunda vacimagio,  pols o periodo  de
observagiio tera sido muito  curto para a
nanifestagio  do  efeto  total  da  segunda
vacimagio. Esta auséncia de observacio  de
resposta a segunda dose da vacma sugere que os
animais mnda infectados ndio tiveram  tempo
para que a resposta imune elimmasse o agente.
Alguns trabalhos descrevem gque apos uma dose
vacinal os animais demoram um periodo de 14 a
56 dias para adquinr imunidade e apresentar
resultados negativos contra (0 fery pela IFD
(Bouters ¢t al., 1973; Vasquez et al., 19%3).

Bouters ¢ al. (1973) concluiram que a IFD
detecta o C. fetus por um periodo mator apos a
vaciagao,  quando  comparada com o
isolamento, sugenndo que o agente, apesar de
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mativado pelas mmumoglobulinas, ainda podera
estar presente no prepucio sendo posteriormente
elimmado.  Estes  resultados  sugerem  gue
possivelmente o nimero de animais mfectados
apos a segunda vacinagio seria bem menor do
que os 44.45% observados, indicando que o
poder de cura da vacina, demonstrado no teste
de IFD. sena bem maor do que o encontrado.

A vacina produzida com amostra O fetus subsp.
venercalis NCTC 10354 em adjuvante oleoso
produziu cura, demonstrada pela IFD, em 15
touros o que equivale a 55,5% do total dos 27
animiats positivos, Esse resultado € inferior ao
encontrado por Bouters et al. (1973), gquando
vacinaram 41 touros positivos para (. fetuy
subsp.  venercalis, com  vacina - inativada,
obtendo 70% de cura com uma primeira dose ¢
a cura de 100% dos animaiys apos segunda dose.
Enfretanto, o tempo  para  s¢  obter um
diagnostico de 70% livre da infecgio na
primeira dose toi de 42 dias, quando a segunda
dose o1 entdo aplicada. Além  disso, estes
autores nao  descrevem em seu  trabalho o
concentragiio  bactertana na dose de 5 ml da
vacina utilizada. Estes thtos podem ter resultado
na diferenga observada, pois o intervalo de
tempo entre as doses utilizadas neste trabalho
foi de apenas 23 dias.

Outro tator que pode mfluir na baixa eficicia da
vacina em relagio a0 seu efeito curativo ¢ a
utilizagio de doses madeguadas de antigeno, Os
autores  qgue  trabalharam  com  vacinas
experimentals  geralmente descrevem a dose
bacterina em mg/dose, sendo que a vacina
produzida neste  trabalho  apresentava 1R
mg/dose o gque ndo diferencioun de trabalhos que
obtiveram bons resultados com doses entre 10
mg a 40 mg (Schurig et al., 1975; Clark, 197¥;
Clark ¢ Dufly, 1982, Bryner et al., 198%). Isto
sugere que a concentragio antigénica por dose
vacmal utilizada neste trabalho pode nio ter
sido responsavel pelas diferengas observadas.
Além disto, Bryner et al. (198%) sugeriram
talhas  pela  mmmogenicidade  vandvel  das
amostras usadas na vacina ou pelo tipo de
adjuvante  empregado.  Segundo Hum et al.
(1993) e Winter et al. (1982) além da qualidade
das  vacinas, as  alteragdes  antigénicas  das
amostras  mfectantes  somadas 2 localizagio
superficial do agente no prepiicio podem levar a
evasilo da resposta imune.




A ausencra de redugiio significativa no nimero
de touros mfectados entre a primeira ¢ a
segunda dose da vacina pode ser devido 0o
mtervalo de 14 dias entre a aplicacio ¢ a
realizacio da IFD, que teria sido muito curto
para a detecgio do efeito curativo da segunda
dose vacina. Berg o al. (1979) demonstraram
que a elimmagio da mfeccio, apos uma segunda
dose de vacia, pode demorar até 136 dias, A
utithizacao de duas doses de vacmas mativadas,
portanto, pode ser benética, pois 0 mecanismo
de  memoria mmunologica  ativado  apos  a
primeira dose ¢ estimulado com o reforgo
vacmal, resultando em uma melhor protegio
lumoral ¢ dimmuindo as falhas da primeira
VACTNACAO.

Os resultados obtidos sugerem que a vacimagiio
de touros pode contribuir para o controle da
CGB. Entretanto, como nao houve cura em
100% dos touros testados e i a possibilidade
que estes animats mantenham o infeccio no
rehanho, deve-se fazer a vacinacho dos touros
e conjunto com a vacinagio das temeas (Clark
¢t al., 1972; Clark et al., 1976: Lette et al., 19R0:
Eaglesome et al., 1986; Ramos ¢t al., 1986). A
raducio  do numero  de  touros  mfectados
reduziria  direta ¢ proporcionalmente @
meidéneia ¢ a prevaléncia da mfecgio nas
{emeas, facilitando o controle da CGB.

5.CONCLUSAO

Os resultados encontrados no presente estudo
permitem concluir que a vacinagio de touros
com uma bactenna contra (' fems subsp.
venercalis contendo adjuvante oleo em dgua,
em duas doses mtercaladas de 14 dias, reduziu o
ntmero de animais ifectados em 55,55%.
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