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RESUMO

Bactérias da especie Campylobacter fetus sdo responsaveis por causar perdas reprodutivas em
bovinos e ovinos. As infec¢Bes por C. fetus em bovinos podem ser causadas por duas das trés
subespécies: C. fetus subsp. fetus (Cff) e C. fetus subsp. venerealis (Cfv). A vacinacdo ¢ a
principal forma de controle das doengas causadas por Cff e Cfv, entretanto, no Brasil, ndo ha
instrucdes normativas que controlem a producéo e eficacia das doses vacinais. Em vista disso,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar as vacinas reprodutivas bovinas comercializadas no Brasil
qguanto a quantificagio de DNA gendmico de Cff e Cfv. Para isso, as seis vacinas
comercializadas no ano de 2022 no Brasil contendo antigenos para Cfv e Cff foram incluidas
no estudo. O DNA gendmico total de cada vacina foi extraido e empregado em reac6es de PCR
guantitativa (QPCR) utilizando primers e sondas especificos para Cff e para Cfv. O numero de
copias estimado em cada dose vacinal foi calculado a partir das regressdes lineares obtidas
através das curvas padrdo geradas. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
software GraphPad Prism 8. O nimero de copias genémicas variou significativamente entre as
vacinas testadas, de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). Especificamente, o niUmero
de copias de Cfv variou de 2 a 7x10°, enquanto, para Cff, o nimero de copias variou de 2x102
a 4x10°. Os resultados observados demonstraram que n&o ha semelhanga do nimero de copias
de Cfv e Cff entre as vacinas atualmente comercializadas no Brasil (p<0,05). Ainda, todas
apresentaram diferenca no nimero de copias de Cfv e Cff na mesma vacina (p<0,05). Com isso,
estudos de eficacia, que definam a quantidade minima de antigeno por dose, sdo necessarios
com o intuito de garantir além da eficacia das vacinas, as dosagens corretas, e, assim, reduzir o

namero de casos perdas reprodutivas por C. fetus nos rebanhos bovinos.

Palavras-chave: Aborto bovino. Campilobacteriose genital bovina. Doencas reprodutivas.
Infertilidade bovina.



ABSTRACT

Bacteria of the species Campylobacter fetus are responsible for causing reproductive losses in
cattle and sheep. C. fetus infections in cattle can be caused by two of the three subspecies: C.
fetus subsp. fetus (Cff) and C. fetus subsp. venerealis (Cfv). Vaccination is considered the main
method of controlling diseases caused by Cff and Cfv, however, in Brazil, there are no
normative instructions that control the production and effectiveness of vaccine doses. In view
of this, the objective of this work was to evaluate the bovine reproductive vaccines commercially
available in Brazil regarding the quantification of genomic DNA of Cff and Cfv. For this, the
six vaccines marketed in 2022 in Brazil containing Cfv and Cff antigens were included in the
study. The total genomic DNA of each vaccine was extracted and used in quantitative PCR
reactions (qQPCR) using specific primers and probes for Cff and Cfv. The estimated number of
copies in each vaccine dose was calculated from the linear regressions obtained through the
generated standard curves. Statistical analyzes were performed using the GraphPad Prism 8
software. The number of genomic copies varied significantly among the tested vaccines,
according to the Kruskal-Wallis test (p<0.05). Specifically, the copy number for Cfv ranged
from 2 to 7x10°, while for Cff, the copy number ranged from 2x10? to 4x10°. The observed
results demonstrated that there is no similarity in the number of copies of Cfv and Cff among
the commercially available vaccines in Brazil (p<0.05). In addition, they all showed a
difference in the number of copies of Cfv and Cff in the same vaccine (p<0.05). Thus, efficacy
studies, which define the minimum amount of antigen per dose, are necessary to guarantee in
addition to the effectiveness of the vaccines, the correct dosages, and thus reduce the number
of cases of productive losses due to C. fetus in cattle herds.

Key-words: Bovine abortion. Bovine genital campylobacteriosis. Reproductive diseases.

bovine infertility.
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1 INTRODUCAO

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) estima que o rebanho
mundial de bovinos atualmente se aproxima de um bilhdo de cabecas de gado (USDA, 2023).
No Brasil, em torno de 224 milhdes de cabecas de gado comp&em o rebanho do pais, de acordo
com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2021), se destacando na produgéo
mundial de bovinos de corte e leite (MALAFAIA et al., 2021). Atualmente, o Brasil é o quinto
maior produtor de leite (FAO, 2022) e o ultimo levantamento indica-o como maior exportador
de carne bovina do mundo, exportando aproximadamente um quinto de sua producéo,
resultando em um comercio de mais de US$ 5,4 bilhdes/ano (ZU ERMGASSEN et al., 2020).

Para garantir a produtividade e a lucratividade na bovinocultura, exceléncia na
eficiéncia reprodutiva é fundamental (BERRY; WALL; PRYCE, 2014). A avaliacdo da
eficiéncia reprodutiva se da pela analise de um conjunto de varidveis, como idade a puberdade,
idade ao primeiro parto, gestacdo, o intervalo de partos, taxas de aborto, de concepcéao e de
servicos (BERGAMASCHI; MACHADO; TAVEIRA BARBOSA, 2010). No entanto, na
maioria dos rebanhos brasileiros, a eficiéncia reprodutiva é baixa (BARBOSA et al., 2006). As
perdas reprodutivas comprometem a eficiéncia reprodutiva, impactando economicamente o
sistema de producdo (BERGAMASCHI; MACHADO; TAVEIRA BARBOSA, 2010) e os
niveis de produtividade do rebanho (RADOSTITS, 2001).

Dentre as causas de perdas reprodutivas em bovinos estdo causas nao infecciosas e
infecciosas (HAFEZ; HAFEZ, 2004). Dentre as causas infeciosas estdo Campylobacter fetus,
Leptospira spp., Haemophilus spp., Brucella, herpesvirus bovino-1(IBR), virus da diarreia viral
bovina (BVD), Tritrichomonas foetus e Neospora caninum (GIVENS, 2006). As infecgdes por
C. fetus em bovinos podem ser causadas por duas subespécies: C. fetus subsp. fetus (Cff), C.
fetus subsp. venerealis (Cfv). O Cff esta associado a casos esporadicos de aborto bovino,
enquanto Cfv esta associado principalmente a problemas de fertilidade (WOAH, 2021).

As medidas de controle de C. fetus em bovinos incluem testes diagnosticos, relatorios
de monitoramento do rebanho, tratamento ou eliminagao dos animais infectados (MICHI et al.,
2016), além da vacinacdo de todos os touros, vacas e novilhas (GARD, 2016). Apesar da
vacinacao ser considerada a principal forma disponivel de controle para Cff e Cfv, ela ndo é
compulsoria e ndo ha instrugdes normativas que incluem a titulacdo dos agentes em cada dose
vacinal. Em vista disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar vacinas reprodutivas bovinas
comercializadas no Brasil quanto a quantificagcdo de Cff e Cfv, a fim de comparar as doses

vacinais encontradas nas vacinas analisadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Perdas reprodutivas na bovinocultura

A gestacdo de bovinos inicia-se ap6s a fecundacdo e pode variar de 280 a 296 dias
(PRESTES; LANDIM-ALVARENGA, 2022) de acordo com a raga, sexo ou aporte nutricional
(YOUNGQUIST; THRELFALL, 2007). A gestacdo se divide em: i) fase embrionaria inicial,
compreendendo o periodo apds fecundacéo até o 21° dia; ii) fase embrionéria tardia, do 22° ao
42° dia; e iii) fase fetal, 42° dia até o parto (BALL; PETERS, 2004).

A mortalidade gestacional, tanto embrionaria como fetal, ¢ uma das maiores causas de
falhas reprodutivas (BERGAMASCHI; MACHADO; TAVEIRA BARBOSA, 2010). A maior
parte das perdas gestacionais ocorre na fase embrionaria, principalmente até o 30° dia (REESE
et al., 2020). Estudos relatam que a taxa de perda embrionaria nos primeiros 8 dias apds a
fecundacdo é baixa, mas que ha um aumento significativo de mortes embrionarias no periodo
de 8 a 16 dias apds a fecundacdo (SREENAN; DISKIN; MORRIS, 2001). Muitas mortes
embrionarias ndo sdo diagnosticadas ja que, nesses casos, nao ha presenca de sinais clinicos
indicativos e as fémeas retornam ao cio regularmente, sendo consideradas como nao prenhes
ao exame diagnostico (PARKINSON; VERMUNT; MALMO, 2019).

As causas de infertilidade, mortalidade embrionéria e fetal sdo amplas, incluindo fatores
ambientais, nutricionais, maternos, genéticos e infecciosos (GIVENS, 2006; VIEIRA, 2014;
REESE et al., 2020). Agentes infecciosos sdo capazes de reduzir as taxas de ovulacao,
fertilizacdo, sobrevivéncia embrionéria, fetal ou perinatal, resultando em uma ma eficiéncia
reprodutiva e consequente perda econdmica. Entre os principais agentes infecciosos envolvidos
em perdas reprodutivas estdo Campylobacter, Leptospira, Haemophilus, Brucella, Herpesvirus
Bovino-1(IBR), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVD), Tritrichomonas foetus e Neospora
caninum (GIVENS, 2006). Os agentes podem estar presentes e infectar o trato reprodutivo de
fémeas e machos, levando a consequéncias tanto para a vaca quanto para o embrido (DE CARLI
etal., 2021).

2.2 Género Campylobacter

A primeira infeccdo causada por Campylobacter foi identificada em 1913 por
McFaydean, Stockman e Britain ao identificarem bacilos curvos causando aborto em ovinos e
bovinos (MCFADYEAN; STOCKMAN; BRITAIN, 1913), mas apenas em 1919 a espécie foi
nomeada de Vibrio fetus apds ser isolada por Smith e Taylor de fluidos fetais abortados de
bovinos (SMITH; TAYLOR, 1919). Trés décadas depois, em 1963, esta espécie foi, de fato,
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associada a baixa eficiéncia reprodutiva em bovinos. A nomenclatura se manteve até 1973,
quando Véron e Chatelain propuseram o género Campylobacter, reclassificando Vibrio fetus
como Campylobacter fetus (VERON; CHATELAIN, 1973).

As espécies pertencentes ao género Campylobacter sdo pequenos bacilos curvos Gram-
negativos (Figura 1), geralmente apresentam extremidades pontiagudas e capsula, ndo sendo
capazes de formar esporos (SMIBERT, 1978; MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).
Sua motilidade se d& por meio de um flagelo polar, podendo estar presente em ambas as
extremidades (SMIBERT, 1978; MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). Sdo bactérias
microaerofilicas, necessitando uma atmosfera que apresente de 3 a 10% de oxigénio e de 3 a
15% de dioxido de carbono. Possuem temperatura 6tima de crescimento de 37 °C, apesar de
algumas serem termotolerantes e crescerem em temperaturas superiores (SMIBERT, 1978;
MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

Figura 1 — Coloracdo de Gram de Campylobacter

sputorum cultivado em meio tioglicolato

’ ' ‘ .

7‘ s ; : ‘A

4. %

Fonte: Préprio autor (2021)

Atualmente, o género Campylobacter abrange um total de 33 espécies descritas e nove
subespeécies (COSTA; IRAOLA, 2019; WOAH, 2021), sendo algumas consideradas comensais
do trato gastrointestinal de humanos e outros animais, enquanto outras sdo causadoras de
infeccOes genitais e gastrointestinal (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). As
infeccbes por algumas espécies de Campylobacter spp. sdo consideradas zoonoses de
distribuicdo mundial (MINISTERIO DA SAUDE, 2011), no entanto, a relevancia das bactérias

desse género em humanos sé foi descoberta em 1980, ap6s o desenvolvimento de meios de
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cultivo seletivos para o isolamento de Campylobacter de amostras fecais (COSTA; IRAOLA,
2019).

Na atualidade, a espécie mais relevante do género Campylobacter para humanos € C.
jejuni, um dos principais agentes envolvidos em gastroenterites bacterianas (COSTA,
IRAOLA, 2019). Em humanos, a transmissdo se d& pela ingestdo de alimentos e agua
contaminada, porém € incomum quando comparada a outras causas de gastroenterites
bacterianas (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).
Além disso, desde 2017, Campylobacter spp. foram incluidas pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) na lista de bactérias para as quais novos antibioticos sdo urgentemente
necessarios (OMS, 2017).

Atualmente, hd 10 espécies de Campylobacter que apresentam reconhecidamente

importancia na medicina veterinaria (Tabela 1).

Tabela 1 - Espécies de Campylobacter de importancia veterinaria

Enfermidade em Enfermidade em

Espécie Hospedeiro(s) animais* hUManos®
C. fetus ssp. fetus Ovinos, caprinos, Aborto Bacteremia, diarreia
bovinos
C. fetus ssp. venerealis Bovinos Inf(;rgg:?:de, Nenhum relato

C. jejuni ssp. Jejuni
C. coli
C. upsaliensis

C. lari

C. hyointestinalis

C. helveticus
C. sputorum

C. mucosalis

Aves, ruminantes, cdes,
gatos, seres humanos

Suinos, aves, ovinos
Cées, gatos, aves

Aves selvagens, caes

Bovinos, suinos, ovinos,
aves, animais de
companhia, passaros

Gatos, caes
Bovinos, ovinos

Suinos

Aborto, diarreia,
assintomatico
Assintomatico,
aborto
Assintomatico,
diarreia

Diarreia, bacteremia
Diarreia, bacteremia
Diarreia, bacteremia

Nenhum relato  Diarreia, bacteremia

Nenhum relato Diarreia

Assintomatico,

. . Nenhum relato
diarreia

Nenhum relato Diarreia

Nenhum relato Nenhum relato

*A primeira entrada é a mais comum

Fonte: adaptado de MCVEY; KENNEDY;

CHENGAPPA, 2013 de p.172
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2.2.1 Campylobacter fetus

Campylobacter fetus é um patdgeno historicamente reconhecido por causar problemas
reprodutivos na pecuaria, acometendo bovinos e ovinos. E uma espécie que se apresenta
altamente adaptada a mucosa do trato intestinal e/ou urogenital de seus hospedeiros
(SPRENGER; ZECHNER; GORKIEWICZ, 2012).

Atualmente, C. fetus apresenta trés subespécies, C. fetus subsp. fetus (Cff), C. fetus
subsp. venerealis (Cfv) e C. fetus subsp. testudinum, sendo primariamente associadas a ovinos,
bovinos e répteis, respectivamente (COSTA; IRAOLA, 2019). Apesar de exibirem preferéncias
de nichos e hospedeiros notavelmente diferentes, Cff e Cfv apresentam alta similaridade
genética e ambos sdo relacionados a problemas reprodutivos em ruminantes (PENNER, 1988;
SKIRROW, 1994; SPRENGER; ZECHNER; GORKIEWICZ, 2012; BREYER et al., 2021).

A maioria das cepas de C. fetus possui uma estrutura bidimensional, externa a parede
celular, denominada camada S (surface layer) (Figura 2), que é um dos primeiros componentes
bacterianos a interagir com o hospedeiro, possuindo diversas fun¢des como adesao celular, além
de propriedades antigénicas, receptores para fagos, entre outros (FARACE et al., 2022). A
camada S se caracteriza por uma capsula proteica responsavel por resistir a fagocitose e aos
efeitos bactericidas do soro do hospedeiro, sendo capaz de variar a expressdo das proteinas nela
presentes com o objetivo de evitar a acdo do sistema imune, atuando como um importante fator
de viruléncia e persisténcia (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; FARACE et al.,
2022).

Figura 2 — Camada S (surface layer) de Campylobacter fetus subsp.
venerealis biovar intermedius 06-341

913 nNm  s-layer S-layer

(A) Morfometria de uma vesicula da membrana externa isolada de C. fetus subsp.
venerealis biovar intermedius 06-341. A seta mostra a camada S observada como a
superficie mais externa. (B) Representacdo esquematica de uma vesicula da
membrana externa cercada pela camada S.

Fonte: FARACE et al. (2022)
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Além disso, bactérias da espécie C. fetus sdo capazes de produzir a Unica toxina
comprovadamente produzida por bactérias do género Campylobacter, a toxina expansora
citoletal (CDT). Esta toxina possui atividade desoxirribonuclease e determina o blogueio do
ciclo celular na fase G2 e fragmentacdo do ndcleo resultando em morte celular. Contudo, sua
contribuicdo na ocorréncia de doenga ainda ndo foi completamente estabelecida (MCVEY;
KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; FACCIOLA et al., 2017).

Embora Cfv e Cff possuam alta similaridade genética, as subespécies podem apresentar
diferentes fatores de viruléncia. Em um estudo comparando 67 genomas de Cfv e 45 genomas
de Cff, uma ilha genémica abrigando genes que codificam para o sistema de secre¢éo tipo 1V
(T4SS) e mobilidade celular foi identificada em 76% dos genomas de Cfv analisados, porém
ausente em genomas de Cff analisados (ALI et al., 2012). O T4SS é considerado um sistema
exclusivo de Cfv, sendo atribuido a capacidade de adaptacdo desta subespécie ao trato genital
de bovinos (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). Em detalhe, 0 T4SS esta envolvido
na transferéncia de plasmideos, podendo disseminar horizontalmente genes de resisténcia
(ESCHER et al., 2016) e viruléncia (ALI et al., 2012). Inclusive, ja foi demonstrado que
mutacdes nos genes T4SS reduzem a viruléncia de Cfv (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA,
2013).

A formacdo de biofilme fornece protecdo contra farmacos e condi¢fes ambientais
prejudiciais e tem sido sugerida como um meio pelo qual Campylobacter é capaz de persistir
em um ambiente indspito (GUNTHERIV; CHEN, 2009). Relatos de formacao de biofilme por
Cff ainda sdo raros, mas existem (LYNCH et al., 2019), enquanto nenhum caso de formacao
de biofilme por Cfv foi descrito na literatura até entdo, podendo indicar se tratar de um fator de
viruléncia diferencial entre as subespécies. Ademais, um isolado de Cff proveniente de um caso
de endocardite infecciosa da protese valvular foi capaz de formar biofilmes mais fortes do que
C. jejuni NCTC 11168, cepa controle que foi previamente relatada como sendo um forte
produtor de biofilme (LYNCH et al., 2019).

2.2.1.1 Campylobacter fetus subsp. fetus

O habitat natural de C. fetus subsp. fetus (Cff) compreende o trato gastrointestinal e a
vesicula biliar de ovinos e bovinos infectados, onde é considerado um comensal; porém,
também ja foi isolado em suinos, aves e répteis (SPRENGER; ZECHNER; GORKIEWICZ,
2012). Esta subespécie é considerada um patdgeno emergente e agente etioldgico de doencas
extraintestinais, sendo responsavel por doencas sistémicas graves com taxas de mortalidade de
até 14% (ESCHER et al., 2016).
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A infecgdo por este agente, em humanos e animais, ocorre atraves da ingestdo de
alimento ou agua contaminada ou por meio da exposicao a fluidos fetais e membranas de fetos
abortados (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). Normalmente, humanos acometidos
por Cff relatam ter o costume de consumir leite cru, carne crua ou figado bovino ou carne suina
mal cozida (SPRENGER; ZECHNER; GORKIEWICZ, 2012).

Essa subespécie ja foi isolada de multiplos tipos de amostras de humanos, como sangue,
fluido de abscesso, medula 6ssea, liquido cefalorraquidiano, proteses articulares ou cateteres
implantados e biopsias (FARACE et al., 2022). As infeccdes geralmente ocorrem em gestantes
ou individuos imunocomprometidos (WOAH 2021). Estas bactérias apresentam predilecdo
pelo endotélio vascular humano e a maioria dos relatos inclui infeccdo da corrente sanguinea e
disseminacdo hematogénica (ESCHER et al., 2016). Ainda, Cff ja foi isolada de fezes de
humanos com diferentes condicdes clinicas, como febre, colite, celulite, osteoartrite, trombose
venosa, erisipela, meningite, peritonite, letargia, endocardite, fotofobia e problemas
gastrointestinais (SPRENGER; ZECHNER; GORKIEWICZ, 2012; FARACE et al., 2022).
Abortos humanos resultantes de infeccdo por Cff sdo raros, mas também ja foram relatados
(SPRENGER; ZECHNER; GORKIEWICZ, 2012).

Nos animais, esta subespécie pode migrar para o trato genital através da via hematdgena,
colonizando o trato reprodutivo e causando abortos em ovinos e esporadicamente em bovinos
(MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). A subespécie Cff ja foi identificada em fezes
de gado de corte, ovinos, suinos, macacos e equinos (ESCHER et al., 2016). Em ovinos, ap0s
a ingestdo do patdgeno, Cff alcanca a corrente sanguinea, instalando-se na placenta de animais
prenhes, o que leva a placentite, infecgéo fetal e aborto, que costuma ocorrer de 3 a 4 semanas
apos a infeccdo (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

Surtos de aborto por Cff em ovinos sdo frequentes e na maioria dos casos, a lesdo
macroscopica consiste apenas em placentite, que ndo € patognomonica da infeccdo por
Campylobacter, mas € um indicativo de infeccdo bacteriana imune. Em vacas prenhes que sao
infectadas por Cff, ocorre aborto como casos isolados e esporadicos, indicando sua relevancia
também na clinica de bovinos (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; WOAH, 2021).

2.2.1.2 Campylobacter fetus subsp. venerealis

A subespécie Cfv, agente causador da Campilobacteriose Genital Bovina (CGB), é a de
maior importancia na veterinaria, quando comparando as subespécies de C. fetus, e por isso
existem normas no comércio nacional e internacional que visam prevenir a transmissdo da CGB
por transito de animais e sémen (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; WOAH, 2021).
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A CGB é uma doenca venérea de ocorréncia mundial e sua transmissdo ocorre
predominantemente durante a monta natural, mas a transmissdo por meio de inseminacéo
artificial com equipamento e/ou sémen contaminado tambem é possivel (WOAH, 2021). A
prevaléncia de CGB € variavel. Na Espanha, Cfv esta presente em 12,2% dos rebanhos;
enquanto, na Argentina, j& foi relatada prevaléncia de Cfv em 32% dos rebanhos. No Brasil, 0s
estudos atualmente publicados s&o com amostras de conveniéncia, e por isso, ndo € possivel
prever a real prevaléncia da doenca.

O principal reservatdrio e habitat de Cfv sdo as criptas prepuciais de touros infectados,
podendo ser isolado a partir do esmegma prepucial, muco vaginal ou 6rgédos internos de fetos
abortados (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; WOAH, 2021). Os machos séo
portadores assintomaticos, sendo os principais responsaveis pela propagacdo da bactéria nos
rebanhos (MICHI et al., 2016), mas estudos ja evidenciaram que as subespécies Cfv e Cff tém
efeitos prejudiciais na qualidade do sémen bovino in vitro (CAGNOLI et al., 2020). Além disso,
vacas que sdo infectadas podem se tornar portadoras persistentes de Cfv no canal vaginal
transmitindo a infec¢do por um periodo que varia de 6 a 24 meses (CIPOLLA et al., 1994) e
sdo consideradas reservatorios deste patdgeno (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

Os touros normalmente se infectam a partir da monta natural com as fémeas infectadas,
contudo, pode ocorrer contagio entre touros confinados onde ha o comportamento de montaria.
Touros mais jovens podem apresentar uma infeccdo transitéria (GARD, 2016; MCVEY;
KENNEDY; CHENGAPPA, 2013), enquanto touros acima de 5 anos apresentam maior
probabilidade de serem portadores permanentes de Cfv (HOFFER, 1981). Isso se deve,
provavelmente, ao aumento do numero e profundidade de criptas do epitélio escamoso
estratificado ndo queratinizado da glande do pénis e prepucio proximal, além da maior chance
de exposicdo ao agente etioldgico devido ao maior niUmero de montas realizadas (HOFFER,
1981; BONDURANT 2005; MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

As vacas se infectam apds a monta natural com um macho infectado ou pelo sémen
contaminado, sendo que os locais de colonizacgdo bacteriana incluem o limen vaginal, cérvix,
utero e oviduto (BONDURANT, 2005). Apos a infeccdo, em fémeas bovinas, Cfv se multiplica
no canal vaginal, mas ndo transpassa o0 Utero antes do final do estro, ndo interferindo na
fertilizagdo, presumivelmente devido a alta concentragédo de neutréfilos no Utero durante esta
fase do ciclo estral (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

No entanto, ap6s a fecundacdo, a bactéria alojada é capaz de desenvolver vaginite,
cervicite, endometrite e salpingite, originando um ambiente inapropriado para a sobrevivéncia

e implantagdo do embrido, que resulta em morte embrionaria e fetal e infertilidade
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(BONDURANT, 2005; JULIE GARD, 2016). Geralmente, o retorno ao cio ocorre apds um
periodo superior a 25 dias, sendo que o tempo normal do ciclo é de 21 dias (MCVEY;
KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). Vacas ou novilhas infectadas desenvolvem uma resposta
imune na mucosa aproximadamente de trés a cinco meses ap0s o inicio da infec¢cdo, sendo
capazes de eliminar a infeccdo, recuperando a fertilidade (BONDURANT, 2005; JULIE
GARD, 2016).

Embora o uso de inseminacdo artificial tenha possibilitado a reproducdo bovina uma
reducao no risco de transmissao de patdgenos venéreos, estes ainda sdo comuns em rebanhos
onde se pratica a monta natural (BONDURANT, 2005). No Brasil, por exemplo, apenas 12%
das fémeas em idade reprodutiva sdo inseminadas, sendo que nos 88% restantes é utilizado o
método de monta natural (BARUSELLI et al., 2018).

2.2.2 Diagnostico de C. fetus em bovinos

Em machos, o esmegma para o diagndstico de CGB pode ser obtido por raspagem,
aspiracdo e lavagem (WOAMH, 2021). Para as fémeas, é coletado o muco cérvico vaginal por
meio de aspiracdo, lavagem ou raspagem da cavidade vaginal. Fluido abomasal, pulméo e
figado de feto abortado também sdo utilizados tanto para o diagndstico de infecdes por Cfv
quanto para o diagnostico de Cff (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013; WOAH, 2021).

Para cultivo bacterioldgico as amostras ndo devem ser congeladas, apenas refrigeradas;
e, caso o tempo de transporte até o laboratdrio seja superior a 8 h, as amostras devem ser
acondicionadas em meio de transporte gerador de microaerofilia, como o meio Clark ou
Landers, ou em caldo de tioglicolato (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013). Além
disso, é importante ressaltar que, para o diagnostico de CGB, amostras coletadas de machos
tém maior probabilidade de serem positivas do que amostras coletadas de fémeas (MCVEY;
KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

A diferenciacdo das subespécies de C. fetus é realizada pela caracterizacdo fenotipica
através do teste de tolerancia a glicina a 1% e produgéo de H>S em meio rico em cisteina. Em
vista da sua tolerancia a glicina 1%, Cff é capaz de crescer em sua presenca, e apresenta
producdo de H»S, enquanto Cfv ndo (WOAH, 2021). Além disso, espectrometria de massa
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization - Time Of Flight) e testes de
imunofluorescéncia direta podem ser utilizados para identificar C. fetus, entretanto, ndo séo
capazes de diferenciar as subespécies Cfv e Cff (BESSEDE et al., 2011; WOAH, 2021).

Entretanto, o cultivo microbiolégico de Campylobacter spp. apresenta grandes dificuldades,
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visto o0 seu crescimento fastidioso. Assim, o diagnéstico microbiol6égico convencional vem
caindo em desuso.

Com isso, métodos moleculares vém sendo desenvolvidos e empregados no diagndstico
e diferenciacéo das subespécies de C. fetus, tais como: a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
0 Multilocus sequence typing (MLST), amplified fragment length polymorphism (AFLP) e o
Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (WOAH, 2021). Além disso, 0 sequenciamento de
genoma completo (WGS) de C. fetus € uma técnica altamente confiavel para a diferenciacéo de
cepas e subespécies (VAN DER GRAAF-VAN BLOOIS et al., 2014), entretanto, ainda é um
método de custo elevado que, atualmente, ndo € amplamente utilizado na rotina de laboratérios
de diagnostico (WOAH, 2021), além é claro de depender do cultivo bacteriano prévio. Sendo
assim, a WOAH esclarece que os laboratérios de diagndstico seriam mais bem atendidos por
ensaios de PCR (WOAH, 2021) diretos do material clinico ou das bactérias pos-cultivo.

O diagnostico molecular direto de espécimes clinicas € hoje 0 método mais empregado
em diversos paises (DE CARLI et al., 2020; BREYER et al., 2021; DELPIAZZO et al., 2021,
DE CARLI etal., 2021; POLO et al., 2021). Por outro lado, testes de imunofluorescéncia direta
também sdo empregados especialmente na Argentina e Uruguai. Porém este método ndo
diferencia as subespécies de C. fetus, e ainda requer a aquisicdo de anticorpos, 0s quais no

Brasil, por exemplo estdo indisponiveis.

2.2.3 Tratamento e controle de C. fetus subsp. venerealis e C. fetus subsp. fetus em bovinos

Tratamentos empregando antibiéticos para Cfv tém um alto custo, mas podem ser
empregados em animais de alto valor agregado. Os touros podem ser tratados pela
administracdo de um a dois tratamentos de estreptomicina administrados por via subcutanea na
dose de 20 mg/kg juntamente com a administracdo de uma suspensao topica no prepucio e pénis
contendo 5 g de estreptomicina por trés dias consecutivos, apesar de cepas resistentes ja terem
sido relatadas, sugerindo uma eficacia limitada (GARD, 2016; MICHI et al., 2016). O
tratamento de novilhas e vacas infectadas ndo é recomendado, visto que n&o é capaz de eliminar
0 micro-organismo do canal vaginal e do colo do utero (MSHELIA, 2007), e a maioria das
fémeas desenvolve imunidade protetora, permitindo-lhes resistir a reinfeccdo (TRUYERS et
al., 2014). A vacinacdo contra Cff em surtos de abortos tem se mostrado eficaz na reducéo das
taxas de abortos, além disso, se aplicada antes do acasalamento, pode auxiliar a evitar a doenca
(MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

Outra ferramenta de controle de Cfv é o emprego de inseminacao artificial com sémen

de touros ndo infectados (GARD, 2016), entretanto, a monta natural ainda é amplamente
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utilizada, sendo empregada em cerca de 80% a 95% do gado de corte comercial na América do
Norte (BONDURANT, 2005). Como mencionado anteriormente, apenas 12% das fémeas em
idade reprodutiva sdo inseminadas no Brasil (BARUSELLI et al., 2018).

Na auséncia de opc0es efetivas de tratamento, as infec¢bes por C. fetus em bovinos sdo
controladas por testes diagnosticos, relatorios para monitoramento do rebanho, isolamento e
eliminacdo de animais infectados (MICHI et al., 2016). Além disso, as medidas de controle
incluem a vacinacdo de todos os touros, vacas e novilhas. Em rebanhos nédo infectados por Cfv,
o0s touros devem ser vacinados inicialmente com pelo menos duas doses administradas de trés
a quatro semanas de intervalo, com a ultima dose aproximadamente 30 dias antes do inicio da
estacdo de monta (GARD, 2016).

A imunizacdo inicial das fémeas requer duas doses, com a segunda ocorrendo pouco
antes da exposicdo aos touros. Isto permite maximizar os niveis de anticorpos quando a
exposicdo é mais provavel. Reforgos anuais devem ser realizados, sendo administrados néo
mais do que trés semanas antes da exposicéo a touros (BONDURANT, 2005). Entretanto, a
WOAH relata que ndo esta atualmente em posicdo de recomendar um padrdo internacional para
tais produtos, visto que ndo ha estudos suficientes para afirmar a eficacia das vacinas (WOAH,
2021).

As vacinas reprodutivas, utilizadas na imunizacdo de bovinos contra Cfv e Cff,
conferem imunidade para outros patégenos que causam perdas reprodutivas nos bovinos além
de Cfv e Cff. Estas vacinas incluem antigenos inativados de BVD, IBR, Haemophilus somnus,
e Leptospira spp. Algumas cepas dos antigenos incluidos e adjuvante utilizado em cada vacina
variam conforme o fabricante, mas o objetivo é 0 mesmo: a diminuicdo de perdas reprodutivas.
A indicacéo de aplicagdo das vacinas reprodutivas costuma ser de duas doses com intervalo de
duas a quatro semanas aplicados com reforco anual, sendo que para C. fetus é indicado que a
vacinacao seja realizada proximo a estacdo de monta (GASPAR; MINHO; DOS SANTOS,
2015)

No Brasil, ha leis que regulamentam a producédo e fiscalizacdo de produtos de uso
veterinario, incluindo a producédo de vacinas. Ainda, ha instru¢cbes normativas que aprovam 0s
regulamentos técnicos para producao, controle e emprego de vacinas contra agentes especificos,
como por exemplo contra o agente da febre aftosa (BRASIL, 2012). Ademais, a WOAH
também possui recomendaces de producdo de vacinas que, em alguns casos, inclui instrucées
de como determinar a titulagcdo adequada a ser utilizada em cada dose vacinal (WOAH, 2021).

Entretanto, ndo ha recomendagdes especificas para a produgéo de vacinas contra C. fetus.
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Em touros a infeccdo por Cfv é limitada a mucosa da glande peniana, prepucio e por¢do
distal da uretra, ndo havendo um carater invasivo. Portanto, nestes casos, ndo ha uma intensa
inducdo de producdo de anticorpos (MICHI et al., 2016) e, com isso, a resposta imune
estimulada pela infeccéo natural ndo é efetiva (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA, 2013).

Ha divergéncias sobre o uso de vacinas para C. fetus e a eficécia delas, especialmente
em touros, contudo a vacinacdo para C. fetus foi considerada benéfica por alguns estudos
(BONDURANT, 2005; TRUYERS et al.,, 2014; GARD, 2016). A vacinacao é capaz de
estimular a producdo de anticorpos IgG especificos no soro e na secrecdo mucosa, podendo
reduzir a duragdo de infeccdo em machos e fémeas (MCVEY; KENNEDY; CHENGAPPA,
2013; GARD, 2016). Ainda que o impacto econdmico provocado de C. fetus na bovinocultura
seja relevante, no Brasil, a vacinacdo para Cfv e Cff ndo € obrigatéria (GASPAR; MINHO;
DOS SANTOQOS, 2015).



23

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o numero de copias gendmicas de C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp.

venerealis presentes nas doses vacinais de vacinas reprodutivas bovinas comercializadas no

Brasil.

3.2 Objetivos especificos
e Padronizar o método de extracdo de DNA gendmico total de vacinas reprodutivas
bovinas;
e Desenvolver primers e sonda para PCR quantitativa de C. fetus subsp. fetus;
e Avaliar a especificidade dos primers e sondas utilizados no estudo;
e Estimar e comparar o nimero de cépias de C. fetus subsp. fetus e C. fetus subsp.

venerealis em cada dose vacinal.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho possibilitam concluir que hd ampla variacdo do
numero estimado de copias de C. fetus, considerando Cfv e Cff, entre as vacinas atualmente
comercializadas no Brasil. Também foi possivel observar variagéo significativa no nimero
estimado de copias de Cfv e de Cff em uma mesma vacina, mesmo quando a bula indicava ter
a mesma concentracdo para os dois antigenos, sugerindo que pode estar havendo falhas no
controle da carga bacteriana adicionadas a estas vacinas. Portanto, mais estudos de eficacia,
especialmente in vivo, se fazem necessarios para a definicdo da quantidade minima de antigeno
por dose vacinal, visando diminuir mais efetivamente as perdas econdmicas em rebanhos

bovinos por C. fetus.
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