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RESUMO

A tritrichomonose bovina, doenca venéra de declaracao
obrigatéria, causada pelo parasita Tritrichomonas foetus é responsavel
por falhas reprodutivas e infertilidade nos rebanhos. Sendo o touro
assintomatico o principal agente de transmissdo do protozoario, deveréo
ser pesquisados agentes venéros infecciosos na realizacdo do exame
androlégico. Nas vacas caracteriza-se por aumento do intervalo entre
partos, repeticdo de cios irregulares, aborto e piometra. Com elevada
prevaléncia mundial e forte impacto negativo na rentabilidade das
exploragbGes de bovinos de carne, onde é usual a cobricdo natural. Em
Portugal, ndo existindo dados relativos a surtos, esta notificada a
presenca da patologia, sendo que recentemente no Norte de Espanha,
foram diagnosticados animais positivos. Este trabalho, teve como
objectivo a pesquisa de T. foetus em touros, obtendo-se amostras por
lavagem e raspagem prepucial, seguido de diagnéstico direto com
cultivo e diagndstico molecular, com amplificacdo de DNA por PCR.
Dos 104 touros provenientes de 12 exploracdes extensivas do Alentejo,
todos foram negativos. Apesar dos resultados obtidos, a tritrichomonose
bovina podera estar subdiagnosticada em Portugal, sendo um factor
decisivo para o sucesso da prevencdo, controlo e erradicacédo, a relacao
entre o Laboratério, o Médico Veterinadrio e o Criador.

Palavras-chave: Tritrichomonas foetus, Diagnostico, Bovinos de Carne,

Portugal
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ABSTRACT

Bovine tritrichomoniasis, venereal pathology of obligatory
declaration, caused by the parasite Tritrichomonas foetus is responsible
for the causing numerous reproductive failures and infertility in the
herds. As the asymptomatic bull is the main agent of transmission of
the protozoan, infectious venereal agents should be investigated in the
accomplishment of the andrological examination. In cows it is
characterized by increased interval between births, irregular repetition
of oestrus, abortion and pyometra. With high global prevalence and
strong negative impact on the profitability of beef cattle farms where
natural breeding is wusual. In Portugal, in the absence of data on
outbreaks, the presence of the disease has been reported, and recently
in the north of Spain, positive animals were diagnosed. The objective
of this study was to study T. foetus in bulls, obtaining samples by
washing and preputial scraping, followed by direct diagnosis with
culture and molecular diagnosis with DNA amplification, PCR. Of the
104 bulls coming from 12 extensive farms in the Alentejo, all were
negative. Despite the results obtained, bovine tritrichomoniasis may be
under diagnosed in Portugal, being a decisive factor for the success of
prevention, control and eradication, the relationship between the

Laboratory, Veterinarian and Breeder.

Key words: Tritrichomonas foetus, Diagnosis, Beef Cattle, Portugal
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rom -
TB-
Ul-

Minuto

Segundos

Diarreia viral bovina, do inglés (Bovine Viral Diarrhoea)
Comunidade Economica Europeia
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Ensaio de imunoabsor¢gdo enziméatica, do inglés (Enzyme linked
Immunosorbent Assay)

Figura
Inseminacdo artificial
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Rinotraqueite infecciosa dos bovinos, do inglés (Infectious
Bovine Rhinotracheitis)

Intervalo entre partos

Organizacdo Internacional de Epizootias

Par de bases

Tampdo fosfato salino, do inglés (Phosphate bufferred saline)

Reacdo em cadeia da polimerase, do inglés (Polymerase chain
reaction)

Potencial de hidrogénio
Acido ribonucleico ribossomal
Rotacdes por minuto
Tritrichomonose Bovina

Unidades internacionais

8

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina

Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

INDICE GERAL

AGRADECIMENTOS ... .. e A

Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos..................................8
INDICE GERAL ..ottt ittt oo e e e e et e e a1 9)
INICe A& FiQUIaS ... ou e e et et e e e e e e e 12
Indice de GrafiCos.........coeiieie e e e e e 13

INdice de TabelaS. .. oo ove i e e e e e e e e e 14

1 INTRODUGAO ...t e e e e e a5

1.1 Breve descricdo do Estagio Curricular................18

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA.......ccoooiiiiieiiiiiiee e 19
2.1Sector Pecuario em Portugal - Enquadramento
RISTOFICO ... .ce it i i e e a2 10
2.1.1 Caracterizagdo dos sistemas de producédo de bovinos de

carne em Portugal................coi 0. 20

2.2 Infertilidade na Vaca - Doencas Infeciosas de

transmissSao VENErea.......ccoovv it ier e e e 21
2.3Exame androl6gico no TOUrO.........coviiiviiii i e 22
2.4 Aborto por protozoarios na Vaca...............eeeceveeena. ... 23
2.5Tritrichomonose Bovina............ccooevveviiiiiiie e e e ... 24

2.5.1 Etiologia.....ocoi i e 24

9
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina
Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

2.5.2 Ciclode Vida......ccooov i 2T
2.5.3 Epidemiologia..........c.oooi .29
2.5.3.1 Factores de riSCO.......c.covveviiin i 2. 32
2.5.4 Patogenia e Imunidade...................eocei i nnl. 33
2.5.4.1 Patogenia no touro................c.ceeeei e e en ... .. 33
2.5.4.2 Patogenia na vaca............cooceveeeene e e en.nn... 34
2.5.5 Sinais Clinicos.........ccooei i35
2.5.6  Imunoprofilaxia.............cociiiiii i 37
2.5.7 Tratamento..........coi i e ... 38
2.5.8 Impacto econOmicCoO............cooceiiiiiii i e e 39
2.5.9 Diagnostico clinico................oo oo 40
2.5.9.1 Técnicas de recolha de amostras....................40
2.5.9.1.1 NO tOUrO..e e e el 4
2.5.9.1.2 Na vaca......ooocei it iei i i e eee e . 43
2.5.9.2 Diagnostico Laboratorial............................43
5.9.2.1 Exame direto............ oo eei i i el . 43
5.9.2.2Cultura”In vitro” ... ... ..ot 44
5.9.2.3 Diagnéstico por PCR............ccovevviiivivnnn... .46
.5.9.2.4 Diagnostico Imunohistoquimico.................47
5.9.2.5 Testes seroldgicoS..........coveviiiiiinn .. AT
5.9.2.6 Teste Intradérmico.....................eeeenven ... .. 48
5

N DD DD DD DD DD DN

.9.2.7 Contaminacdo da cultura..........................48

2.5.10 Prevencéo e controlo da tritrichomonose
boVINa.. ..o ..l A8

2.5.11 Controlo num efectivo bovino infectado..........49

2.6 Objectivos do Estudo..................cce v i vei e enn a0 51

3 MATERIAIS E METODOS ..ot e e e B2

3.1 Pesquisa de Tritrichomonas foetus em exploracdes de
bovinos, explorados extensivamente no Alentejo.
Caracterizacdo dos animais a rastrear.............................52

3.2 Tamanho e distribuicdo das amostras...................53

10
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina
Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

3.3 Colheita de amosStra..........cco o it ii i e
3.4 Meios de cultura... ... s
3.5 T raNS PO e e e e e e e
3.6 Analise da amostra..........oooot it iii i e
3.7 Verificacdo por PCR ...
3.8 Analise Estatistica.........cooviiiiiiiiiii i e

4 RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e
5 DISCUGCAOQD .ot e e e e e e e
6 CONCLUSAO ... e e e e e,

7 BIBLIOGRAFI A e e

AP ENCICE S .. o e e e e

Anexo | — Listagem de colheita de amostras e

sobre o maneio reprodutivo na exploragdo................

Anexo Il — Exame androldégico, modelo praticado................

53

..56
.97
.58
.59
.62

..63

..68

72

74

informacao

11

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina

Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

Indice de Figuras

Figura 1. Representagcdo esquematica de Tritrichomonas foetus...........26
Figura 2. llustracdo esquemadtica do ciclo de vida do T.foetus............28
Figura 3. Paises, com TB, clinicamente demonstrada........................29
Figura 4. Pormenor de utensilio usado na técnica de raspagem para
recolha de conteddo prepucial no touro............................42
Figura 5. Tritrichomonas foetus, cultura” in vitro”, 1000X...............45
Figura 6. Oligonucledtidos utilizados na PCR, para amplificacdo do
segmento do gene de rRNA 5.8S. ... .. i AT
Figura 7. Abordagem esquematica para prevencdo e erradicacdo de T.
foetus numa exploracdo de bovinos..................................50
Figura 8. Distribuicdo geografica das exploragcdes analisadas nos
concelhos do Alentejo (NUTT Il).......coeiiiiii i iii i enen b .52
Figura 9. Material usado na recolha das amostras dos touros...........54
Figura 10. Pormenor do acoplamento da seringa a canula uterina de
equinos, para raspagem e aspiracdo das amostras...............54
Figura 11.Contencédo do touro para recolha de amostra
prepucial... ... e e e e i i e e . DD
Figura 12.Meios de cultura e transporte usados no isolamento de T.
foetus durante o0 estudo.........ccoveiiiiiiiii i i el DT
Figura 13.Observacdo directa ao microscopio das amostras inoculadas
NO IN POUCh® ... ... oo e a0 58
Figura 14. Analise por electroforese em gel de agarose a 2%, dos
produtos resultantes de ampliacdo por PCR, das 12
exploragbes analisadas, no rastreio de T. foetus..................67
12

Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina

Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

Indice de Graficos

Grafico 1. Crescimento do efectivo bovino em Portugal...................20

Gréafico 2. Modelo computadorizado, estimativa das taxas de incidéncia
de falhas reprodutivas, num rebanho de vacas infectado por
LI 0 =1 A 1 OO PRPPRPRRC 1

Grafico 3. Representacdo da idade dos touros por exploracao,

analisados NO eStUdO ... c.. oo e et e e e i ... B4

Gréafico 4. Representatividade da idade dos touros analisados, <3 e >3

o 110 1T PPN o V- |

Grafico 5. Quantificacdo da presenca de falha reprodutiva nas 12
exploragfes inquiridas.........ccooiiiiiiiie i i e e e a0 65

Grafico 6. Representatividade de Exames Androl6gicos....................65

13
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina
Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

Indice de Tabelas

Tabela 1. Nova classificacdo taxondmica, Tritrichomonas foetus........27

Tabela 2. Distribuicdo da tritrichomonose bovina na ultima década na
U 0 - P |

Tabela 3. Resumo do prejuizo econdémico num rebanho infectado por

T fOCIUS .. cev et it e et et it et eee et e e eee et e e e e e e e e e ee e 200 39

Tabela 4. Representacdo da amostragem, sua localizacdo e técnica
UBTHTZAada. ..ot e e e e e e e e el 03

Tabela 5. Resultados obtidos do Laboratério de Parasitologia Vitor
Caeiro, Universidade de Evora, no isolamento de T. foetus, na
totalidade dOS tOUIOS ... oot et o e e e e e e eii i .....BB

Tabela 6. Resultados obtidos do Laboratério SEGALAB, no isolamento

de T. foetus e C. fetus sp venerealis na Exploracdo 11 e

14
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Medicina
Veterinaria



Diogo Francisco Guilherme de Meireles, Tritrichomonose Bovina em Portugal.

1 INTRODUCAO

A tritrichomonose, causada por um protozoario flagelado, o
Tritrichomonas foetus € uma patologia que afecta os gatos e 0os bovinos.
Nos gatos caracteriza-se por um quadro diarreico severo crénico, de
transmissdo feco-oral. Apesar do agente infeccioso ser 0o mesmo,
estudos recentes, indicam que o protozoario apresenta um mecanismo de
patogenicidade diferente conforme o seu hospedeiro, nao se
comprovando a passagem directa entre hospedeiros de diferentes
espécies (Stockdale et al., 2008).

Nos bovinos, a tritrichomonose bovina (TB), é uma doenca
venérea, de declaracdo obrigatoria, que afecta o trato genital do touro e
da vaca. Apresentando um ciclo de vida simples, na sua Unica forma
infectante de trofozoito, passa do touro a vaca pela cépula, podendo em
condicbes mais desfavoraveis adquirir a forma de pseudoquisto,
reversivel (Pereira-Neves et al., 2011). Esta patologia estd descrita na lista de
doencas infecciosas de bovinos, da Organizagdo Mundial de Epizootias,
(OIE, Terrestrial Animal Health Code, 2013), devido ao seu grande
impacto economico de perda de rentabilidade nas explorac¢cbes, refugo
de animais (Clark et al., 1983b), falha reprodutiva e restricbes ao mercado
de sémen internacional, a animais positivos, conforme Directiva
Europeia (88/407/EEC), (EUR-Lex, 1988).

Apresentando uma distribuicdo mundial, a TB prevalece em
paises onde a cobri¢cdo natural é o método reprodutivo mais praticado,
sobretudo em bovinos com aptiddo para a producdo de carne, explorados
em regimes extensivos, acarretando grandes prejuizos econdmicos nas
exploragbes. Em paises da Europa ocidental, pelo uso recorrente da
Inseminacédo Artificial (IA), sobretudo em vacas de aptiddo leiteira e
rastreio de machos reprodutores, a TB encontra-se controlada (Bondurant,
2005). No entanto assiste-se a um melhor conhecimento, dado a

implementacdo de maneio reprodutivo que inclui o rastreio da doenga
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em manadas de aptiddo carnea no sul da Europa, em paises como

Espanha; Franca e Portugal (Mendoza-lbarra et al., 2012).

Em Portugal, apesar de ndo existirem dados concretos,
relativamente a localizacdo dos surtos, em 2015 e 2016, foi sinalizada a

patologia, reportando-a a OIE.

Os sinais clinicos da TB, sdo vagos e reduzidos apresentando-se
como uma patologia de grupo. Nos machos, ndo afectando a fertilidade
ou a libido, essencialmente nos mais velhos, o protozoéario aloja-se na
cavidade prepucial tornando-os portadores assintomaticos. Na vaca,
ainda que possa adquirir imunidade natural e expulsdo do agente
infeccioso, podera ocorrer vaginites, endometrites, piémetras, morte do
embrido ou abortos, nos primeiros meses de gestacdo, com repeticdo de
cios irregulares; aumento do intervalo entre partos (IEP); baixa taxa de
gestacdo e em raras ocasides serem portadoras do protozoario no poés-
parto, passando a proxima época de cobri¢cdo a patologia (Skirrow, 1987).

No que respeita ao tratamento, em machos estd estabelecido quer
pela dificuldade de eliminar o parasita, quer pelo tempo de tratamento e
custos associados, ndo deve proceder-se a qualquer medicacdo e devem
estes animais ser abatidos. Por este motivo o sucesso da erradicacdo da
TB, passa pelo diagndstico continuo, eliminagdo de touros infectados e

a adopcdo de medidas preventivas nas exploracdes.

O presente trabalho decorreu no seguimento do Estagio
Curricular na Sociedade Veterinaria de Coruche, em colaboracdo com o
Laboratdrio de Parasitologia Victor Caeiro da Universidade de Evora.
Durante o estudo foi também possivel colaborar com a Pfizer Animal
Health, atual Zoetis, na pesquisa do agente infeccioso. Pretendeu-se
averiguar a presenca de Tritrichomonas foetus nas véarias exploracdes
visitadas, correlacionando registos de exploragdo, com sintomatologia
clinica. No total foram avaliadas amostras prepuciais de 104 touros de
12 exploracgfes distintas. As amostras foram recolhidas por lavagem e

raspagem prepucial, com canula uterina de equinos com posterior
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transferéncia para o meio de transporte, solucdo de PBS e meio de
cultura Diamond’'s. Foi também utilizado o kit comercial InPouch® TM

em duas exploracdes.

Segue-se uma revisao bibliografica sobre a presente patologia e
a realizacdo de um estudo de pesquisa do agente infeccioso nas diversas
exploragbes portuguesas, aleatoriamente visitadas.

Foi adoptada a Norma American Psychological Association

(APA,2001) para citacbes e referenciacdo bibliografica.
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1.1 Breve descricao do Estagio Curricular

No &mbito do estdgio curricular do Mestrado Integrado em
Medicina Veterinédria, da Universidade Lus6fona de Humanidades e
Tecnologias, decorrido maioritariamente na Sociedade Veterinaria de
Coruche (SVC), iniciado a Outubro de 2010, na area Clinica de Animais
de Pecuaria, pude acompanhar brigadas sanitarias da Organizacdo de
Produtores Pecuarios (OPP) coordenadas por médicos veterinadrios da
SVC; realizacdo de intervencBes cirurgicas a diferentes espécies
animais (cesarianas; deslocamento de abomaso, enucleagdo ocular em
bovinos; traumatologia; entre outros); clinica do aparelho reprodutivo
(gestdo reprodutiva em bovinos de carne; diagnostico e resolucdo de
mastites; retencdes placentarias; prolapsos uterinos). Foi também
possivel acompanhar o Professor Doutor Jodo Pedro Canas Simdes, na
realizacdo de varios exames androldgicos a touros de diversas vacadas,

na zona Centro e Sul de Portugal.

Este trabalho, surge por interesse préprio e sugestdo dos meus
orientadores de Estagio e teve como principal objectivo a pesquisa do
protozoario T. foetus em diversas exploracdes de bovinos produtores de
carne, explorados em regime extensivo. Desta forma, pretendeu-se
salientar a crescente importancia da TB na reproducdo de bovinos e o
seu impacto financeiro no sector, contribuindo, para o conhecimento da

TB em Portugal.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Sector Pecuéario em Portugal - Enquadramento histdrico

Desde a fundacdo do reino no século XI o sector pecuario em
Portugal sofreu varias alteracbes sendo subvalorizado em relacdo a
agricultura (Vale, 1949), mas foi com a entrada do pais para Comunidade
Econdmica Europeia em 1986, que o0s agricultores portugueses,
praticando um tipo de agricultura familiar, puderam recorrer ao
programa europeu, designado por Politica Agricola Comum, PAC, do
qgual resultou em curto espaco de tempo o grande investimento na
agricultura e pecudaria nacional. Varias medidas e incentivos
governamentais foram tomados no sentido dos produtores remodelarem
as suas exploracbes, tornando-as mais produtivas e rentaveis e o0s
agricultores responderam cabalmente nos mais diferentes sectores de
actividade (INE,2001).

Actualmente e tendo em conta a conjuntura politica e econdémica
nacional e internacional assiste-se a wuma reducdo diaria das
importagdes. Os produtores, face aos aumentos consecutivos dos
factores de producdo, foram obrigados a rentabilizar as suas
exploragbes. Na pecudria e em especial na bovinicultura, houve
necessidade de adquirir formacdo especializada; registos actualizados;
acompanhamento veterinario e consequente melhoramento higiosanitario
dos efectivos; aumento da &rea das exploracGes e do encabecamento, tal
como, com a heterose, com a introducdo de racas bovinas mais precoces

e produtivas.
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2.1.1. Caracterizacado dos sistemas de producdo de bovinos de carne

em Portugal

Em Portugal o sector pecuario apresenta um aumento do efectivo
bovino, face a Gltima década (Graficol). Na zona Centro e Sul do pais a
maioria das exploragbes agricolas pratica um regime extensivo com
encabecamentos baixos. Com a continua procura de aumento da
rentabilidade surgiu a necessidade de prevenir e diagnosticar falhas
reprodutivas responsaveis por, retorno do cio e aumento do intervalo
entre partos (IEP) dificeis de mensurar, na maioria das exploracdes

acarretando elevadas perdas de rentabilidade para os produtores.

Efectivo bovino (N.°) por Localizagao geografica (NUTS - 2013) e
Categoria (efectivo bovino); Anual

[Categoria (efectivo bovino): Total]

=b
-~ |
]
]

N.* x 1000

nie m Nort

ontine: it
© ®Aigarve = Regiso Autonom
|

Grafico 1. Crescimento do efectivo bovino em Portugal. (adaptado,

Instituto Nacional de Estatistica), in www.ine.pt (consultado em Agosto de 2017)

O acompanhamento diario e a manutencdo de registos
actualizados juntamente com o aconselhamento médico-veterinario é

decisivo para a melhoria da rentabilidade na exploracgao.
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2.2. Infertilidade na Vaca - Doencas Infecciosas com

transmissdo venérea.

Nos bovinos destacam-se como doencgas infecciosas de
transmissdo venérea a brucelose, a campilobacteriose e a
tritrichomonose, tendo sido descritas com grande impacto direto ou
indireto no desempenho reprodutivo da vaca, influenciando a
sobrevivéncia e transporte do sémen no Utero, modificando o ambiente
intrauterino, levando a perdas embrionarias, fetos mumificados,
abortos, nado-mortos ou vitelos de fraco vigor ao nascimento (Geoffrey H.
Arthur, 2001).

Apesar do padrdo de prevaléncia das doencas reprodutivas dos
bovinos nos ualtimos 50 anos ter mudado, essencialmente pela
objectividade do diagno6stico e implementacdo de medidas de
erradicacdo nos rebanhos bovinos de aptidao leiteira, no que respeita a
criacdo de bovinos de aptiddo carnea, criados extensivamente, assiste-
se, possivelmente a um recrudescimento de certas doencgas, em que 0
touro assume um papel importante na dispersdo de varios agentes
infecciosos, em especial com transmissdo venérea a campilobacteriose
genital bovina, agente bacteriano Campylobacter fetus subsp.
Venerealis e a tritrichomonose bovina, o0 protozodario, da

responsabilidade de Tritrichomonas foetus.

Considerando que um touro infectado poderd permanecer, toda a
sua vida, portador assintoméatico de T. foetus, num rebanho, serda de
esperar uma rentabilidade anual inferior, na exploragdo, pela menor
relacdo do numero de vitelos desmamados por ano, por vacas colocadas
a cobricdo, (Collantes-Fernandez et al., 2014; Ondrak, 2016). Agrava o facto do
diagnostico e controlo da TB ndo ser obrigatério em Portugal e que
muitas exploracdes apresentam varios factores de risco, como a
cobricdo natural e trocas comerciais de machos reprodutores sem

rastreio da presenca do agente infeccioso.
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A realizacdo periodica do exame androldgico, assume um papel
importante na sanidade do touro (Thundathil et al., 2016), como momento
oportuno para recolha de amostra de lavado prepucial e posterior
realizacdo de diagndsticos complementares das principais patologias

venéreas em bovinos.

2.3. Exame Androlégico no Touro

Hoje em dia, a realidade dita, que muitos criadores, estao
sensibilizados e dispostos a avaliar os touros, quer motivados pela
compra e venda de um reprodutor, quer para teste de aptidéo
reproductiva antes da época de cobri¢cdo no rebanho. No entanto, alguns
criadores, s6 solicitam o exame andrologico ao touro, quando existe

suspeita de infertilidade.

O exame androlégico, estimando o potencial reprodutor de um
macho (Canas Simdes, 2010), devera ser rigoroso e objectivo, restringindo-se
as observacdes relevantes por forma a evitar custos elevados ao criador,
devendo no final ser emitido um certificado de aptiddo reprodutiva,
assinado por um Meédico Veterinario. Apenas no caso de reprovacdo
podera existir correlagdo directa com a baixa fertilidade, sendo que o
contrario ndo se poderd afirmar como verdade, existindo muitas

variaveis antes e durante o exame a influenciarem o resultado.

A fertilidade, real, de um touro pode ser confirmada, expondo-o
a 50 novilhas durante 9 semanas, considerando-o de excelente
fertilidade, se 65% dessas novilhas ficarem gestantes nos primeiros 21
dias de exposicdo ao touro (Robalo Silva & Lopes da Costa, 2010).

Com a realizagcdo do exame androldégico devera obter-se
informacdo precisa sobre a capacidade de salto e capacidade de
producdo de espermatozédides férteis em ndmero suficiente, devendo

sempre incluir: historia pregressa, exame de estado geral; exame do
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aparelho genital; avaliacdo do ejaculado e por ualtimo, realizacdo de
provas complementares, para pesquisa de agentes infecciosos com
repercussdo na reproducdo e/ou transmissdao venérea. Precisamente, na
pesquisa de agentes infecciosos, incluindo a avaliagdo seroldgica para
(brucelose; IBR; BVD; leptospirose, etc.) e colheita de amostra de
lavagem prepucial, para pesquisa de (T. foetus e C. fetus spp

venerealis),com posterior envio para um laboratdrio de referéncia.

A Sociedade de Teriogenologia, recomenda aprovacao do
reprodutor, com base num sistema de classificagcdo por pontos. Sendo
mundialmente aceite, estabelece como reprodutor satisfatério > 60
pontos; reprodutor questiondvel =30-59 pontos; rejeicdo de reprodutor
<30 pontos. Recentemente a classificacdo foi aferida, como pontuacédo
méxima para a morfologia espermatica de 70 pontos e pontuagédo
méxima para motilidade esperméatica de 20 pontos, sendo que a
circunferéncia escrotal, € ajustada a idade do animal, tendo

estabelecidos minimos admissiveis (Hopkins & Spitzer, 1997) .

Tendo em conta a vulnerabilidade das caracteristicas seminais de
um touro, face a temperatura ambiente adversa, possibilidade de ma
técnica de recolha e processamento do ejaculado, patologias e terapias
anteriores ndo relatadas, serda sempre dificil justificar a rejeicdo do
animal. Por esse motivo é aconselhado e sempre que se justifique, a

repeticdo do exame, passados cerca de 2 meses.

2.4 Aborto por Protozoarios na Vaca

Nos bovinos, destacam-se trés protozoarios causadores de falhas
reprodutivas, Besnoitia besnoiti e Neospora caninum (esporozoados) e
Tritrichomonas foetus (flagelado), destes apenas o T.foetus tém
realmente capacidade de infeccdo venérea, sendo responsavel pela

maior percentagem de aborto, a nivel mundial, onde a cobri¢do natural
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¢ praticada. Esta patologia apresenta poucos sinais clinicos, onde as
lesGes macroscopicas sao inespecificas, requerendo sempre pesquisa
laboratorial (Ortega-Mora, et al, 2007).

2.5 Tritrichomonose Bovina

2.5.1 Etiologia

Tritrichomonas foetus, é o agente responsavel pela doenca
venérea, tritrichomonose bovina (TB), acarretando graves problemas
reprodutivos na vaca, com elevado impacto econdmico na exploracdo
(BonDurant et al., 1990; Collantes-Fernandez et al., 2014; Ondrak, 2016; Rae, 1989a; Rae, et
al., 2004a). Trata-se de um protozoario eucariota, flagelado, que na sua
unica forma infectante de trofozoito apresenta-se piroforme ou ovdide,
de 8-18u de comprimento e 4-9u de largura, trés flagelos anteriores e
um posterior bem como uma membrana ondulante, extensdao deste
ultimo, contribuindo para o seu tipico movimento ameboide. A

reproducdo ocorre de forma assexuada por divisdo binéaria.

Tendo sido descrita pela primeira vez em Francga, por Kunstler
em 1888, com o isolamento do protozodrio do muco vaginal de uma
vaca. Posteriormente em 1928, Reidmuller, de um estudo de 105 fetos
abortados, em 9 foi diagnosticado TB, propondo o0 nome para 0 agente
etiolégico de Tritrichomonas foetus. Sucessivos investigadores
estabeleceram a relacdo do T. foetus com infertilidade, abortos precoces
e pibmetras em vacas e verificaram o parasitismo na cavidade prepucial
dos machos. Actualmente a TB apresenta um caracter cosmopolita

estando presente em todos os continentes.

A familia de protozoarios, Trichomonadidae spp, caracteriza-se
por apresentar um corpo basal; de trés a cinco flagelos anteriores
livres; uma membrana ondulante com prolongamento do flagelo no pélo
posterior e um axdstilo. A classificacdo é feita segundo o nUmero de

flagelos anteriores. Genéricamente sdo comensais de baixa
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patogenecidade com tropismo para o intestino e cavidade oro-nasal,
como 0SS géneros Tetratrichomonas spp e Pentatrichomona spp,
excepcdo do Trichomonas vaginalis e o Tritrichomonas foetus com
tropismo para o aparelho reprodutor, responsadvel pela grave doenca
venérea nos humanos e falha reprodutiva em bovinos, respectivamente
(Frey & Miiller, 2012).

Morfologicamente (Figura 1), o T. foetus apresenta um
cistoesqueleto constituido pelo complexo pelta-axostilar, com nucleo e
corpos basais; a costa, com funcdo de suporte; um axostilo, que auxilia
no suporte e reproducdo; filamentos parabasais e um complexo de Golgi
simples. Em situacdo de stress, como, diferencas térmicas, alteracfes de
pH, o trofozoito, podera adquirir uma forma redonda de pseudoquisto,
interiorizando o flagelo. Reproduz-se de forma assexuada, por divisao
binédria, a sua fonte de alimentacdo sdo as bactérias existentes no trato
genital, recorrendo a processos de pinocitose e fagocitose. Com uma
estrutura celular elementar, sem mitocéndrias, obtém energia, por via
anaerdbia por catabolismo de hidratos de carbono, desempenhando o
hidrogenossoma, através da regulacdo o pH, um papel importante na
adaptabilidade do protozoario a colonizacdo do aparelho genital do

hospedeiro.
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Figura 1. Representacdo esquematica de Tritrichomonas foetus, adaptado de
(Mehlhorn, 2016, pp. 2844-2852)

Recentemente classificado no filo Parabasalia (Adl et al., 2005)
(Tabela 1), o T. foetus, pertencem também a esta Familia
Trichomonadidae, outros protozoarios que afectam o Homem
(T.vaginalis); as Aves (T.gallinae) e os Suinos (T.suis). O T. suis,
originalmente descoberto no século XIX, parasita comensal
apatogénico, presente na cavidade oro-nasal e trato gastrointestinal dos
suinos, considera-se por estudos morfoldgicos recentes, ser 0 mesmo
agente da TB, (Tachezy et al., 2002). Mais recentemente, foi proposto a
distingdo de genotipo felino e bovino, dentro da espécie T.foetus, visto
apresentarem alguma variabilidade genética em amostras de DNA de
gatos e bovinos (Frey & Miller, 2012; Morin-Adeline et al., 2015).
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Tabela 1. Nova classificacdo taxondémica, Tritrichomonas foetus, adaptado (Adl et
al., 2005)

Reino Protista
Subreino Protozoa

Filo Parabasalia
Classe Trichomonada
Ordem Trichomonadida
Familia Trichomonadidae

Subfamilia | Tritrichomonadinae

Genero Tritrichomonas

Espécie Tritrichomonas foetus

2.5.2 Ciclo de vida

De ciclo direto, monoxeno, o T. foetus, apresenta como (nico
hospedeiro definitivo os bovinos (Figura 2), podendo ainda infectar
outras especies de mamiferos como o porco; o gato; o Homem, entre
outros. O protozoario, transmite-se de forma directa do touro para a
vaca e vice-versa através da copula, podendo também transmitir-se
entre machos, em grupos onde coabitem machos de diferentes faixas
etarias, ndao apresentando forma de vida livre, ou por via mecénica, por
inseminacdo artificial com sémen contaminado, através de fdmites,
estando descrito a sobrevivéncia em sémen fresco a 5°C e

criopreservado (Ortega-Mora et al., 2007).

No macho o T. foetus, localiza-se na cavidade prepucial, na
mucosa peniana e mucosa prepucial posterior, permanecendo como
portador crénico, jd4 na fémea encontra-se preferencialmente nas pregas
do cérvix e corpo do utero, apresentando um caracter autolimitante,
eliminando-o do trato genital em 90-95 dias apo6s a infeccdo(BonDurant,
2007; Rae etal., 2004b).
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e oy

Touro infectado com T. foetus, assintomatico, - - -

Transmissdo venérea ao efectivo.

T.foetus,

reproducéo
assexuada, no
touro com
transmisséao
directa a

vaca

Vacas infectadas, sintomaticas, transmissdo de T.foetos a outros

touros do efectivo.

Patologia de Grupo (Perda de embrido/Abortos/ retorno do cio irregular/

época de paricdo alongada).

Figura 2. llustracdo esquematica do Ciclo de vida do T.foetus
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2.5.3 Epidemiologia

A nivel mundial com a introducdo de novas biotecnologias
reprodutivas, em especial a IA nos bovinos de leite, assistiu-se a uma
reducdo da prevaléncia de doencas venéreas, incluindo a TB (BonDurant,
2005). Apesar de em alguns paises produtores de carne bovina, onde a
cobricdo natural predomina em exploragfes extensivas, ter diminuido,
pelo reconhecimento da importancia da TB e adopcdo de medidas
preventivas, a prevaléncia desta patologia cosmopolita, tém-se mantido
elevada (Gay et al., 1996) (Figura 3). Estudos feitos com diferentes
tamanhos de amostragem, revelam uma prevaléncia de 1,1% de touros
infectados, sendo de 5,1% os rebanhos positivos na Argentina (Molina et
al., 2013); 54,28% de touros infectados no Iraque (Bagda) (Khitam & May,
2016); nos Estados Unidos (Flérida) encontram-se prevaléncias de 6%,
de touros infectados sendo 30,4% dos rebanhos positivos.

o

4
v o

Figura 3. Paises, com TB, clinicamente demonstrada (adaptado, OIE, relatério de
Julho 2016 a Junho de 2017)
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Na Europa e América do Norte a partir de 1940, foram
implementados programas de rastreio de doencas venéreas em bovios,
por serem consideradas uma das maiores causas de diminuigdo

reprodutiva (Geoffrey,2001; Mendoza-Ibarra et al., 2012).

Em Portugal, segundo informacdo da OIE a patologia esta
clinicamente demonstrada (Tabela 2), no entanto a prevaléncia da TB
ndo é conhecida, tendo sido na ultima década apenas notificada a
presenca do agente T.foetus, em animais domésticos no periodo de 2015
e 2016, ndo existindo informacdo do numero de surtos. Em Espanha, de
acordo com a OIE, a patologia encontra-se limitada a uma regidao. Num
estudo feito recentemente, no Norte de Espanha, numa raga autoctone,
na montanha Asturiana, Mendoza-lbarr e colaboradores (2012), em 103
touros de 65 rebanhos pesquisados, explorados em regime extensivo, foi
demonstrada a prevaléncia individual de 32% para 41,5% de prevaléncia
de rebanhos infectados, de salientar que a par desta pesquisa foi feito o
rastreio para Campylobacter fetus spp Veneralis, tendo sido todos

negativos a presenca da bactéria.

Ndo sendo considerada uma patologia zoonotica, o agente
etiologico da TB, ja foi isolado em diversos humanos, apresentando um
caracter oportunista, (Duboucher et al., 2006; Okamoto et al., 1998; Suzuki et al.,
2016). Estudos recentes colocam a hip6tese de o gato desempenhar um
papel na transmissdao do agente epidemiolbégico, de T. foetus, para o0s
bovinos (Gookin et al., 1999).
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Pais 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul- Jan- Jul-

un. dez un. dez. jun. dez. jun. dez. un. dez. un. dez jun. dez jun. dez. un. dez. un. dez jun. dez
Alemanha

Andorra

Arménia

Austria

Azerbaijdo

Bélgica

Bulgaria

Chipre

Croacia

Dinamarca

Eslovaquia

Eslovénia

Espanha

Estonia

Finlandia

Franca

Gedrgia

Grécia

Hungria

Irlanda

Islandia

Itélia

Letdnia

Liechtenstein

Lituania

Luxemburgo

Malta

Noruega

Paises Baixos

Polénia

Portugal Fm

Reino Unido

Roménia

Suécia

Suica

Ucréania

Néo hé informacao disponivel

Legenda Doenga nunca assinalada

Doenga ausente

Suspeita da doenca, mas néo confirmada

Infeccéo

Doenca presente

Doenga limitada a uma ou mais zonas

Infeccéo limitada a uma ou mais zonas

Suspeita da doenca, mas ndo confirmada, limitada a uma ou mais zonas

Quando a situagdo sanitéria difere entre animais domésticos e animais selvagens, a informacéo é dividida em duas células, sedo a superior
referente aos animais domésticos e a inferior referente aos animais selvagens.

Tabela 2. Distribuicdo da tritrichomonose bovina na Gltima década na Europa
(adaptado OIE, 2017)
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2.5.3.1 Factores de risco

No touro, a presenca do T. foetus poderd estar relacionada com a
idade. Varios autores descrevem prevaléncias de 2% em touros com
idade inferior a 3 anos para 6,7% em touros com idade superior a 4
anos, (BonDurant et al., 1990) sendo que em outros estudos epidemioldgicos
a idade média de infeccdo foi de 5,5 anos (Raeetal.,, 1999) . Este padrédo de
idade, justifica-se face ao tempo de permanécia no rebanho e exposicao
ao agente etiolégico e do numero de fémeas infectadas, possivelmente

portadoras, expostas ao touro.

Também alguns autores referem que em touros mais velhos, o
protozoario apresenta um tropismo paras as criptas do epitélio da
mucosa prepucial (Christensen et al., 1977). Um estudo mais recentemente
demonstrou ndo existir esta relacdo(Strickland, 2010), podendo estar
relacionado com a ligacdo a proteinas como a lectina e a hidratos de
carbono, com elevada concentracdo no local, favorecendo a adesdo do
protozoario ao epitélio genital (Felleisen, 1999). Touros jovens que
coabitam com outros machos infectados nos mesmos cercados, por
comportamentos sexuais entre si, poderdo revelar-se infectados ou
positivos a outros protozoarios da familia Trichomonidae spp de origem
intestinal (Tetratrichomonas spp e Pentatrichomonas spp), dificultando

o diagnostico laboratorial da TB.

Considera-se que a taxa de infeccdo do agente infeccioso, é
proporcional & frequéncia de cobricdo do touro infectado no rebanho.
Contribuem para a dispersdo do agente infeccioso, rebanhos onde
existam varios touros de diferentes faixas etarias, onde os mais velhos,
com maior probabilidade de estarem infectados, dominam sobre 0s mais
jovens. Préaticas agricolas de extensificacdo recorrendo a cobricgdo
natural assim como a livre circulacdo de animais, quer por venda ou
cedéncia temporaria, entre exploracdes, sem prévio rastreio da infeccéo

constituem um problema & erradicacdo da TB em zonas endémicas.
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2.5.4 Patogenia e Imunidade

O estabelecimento da infeccdo e persisténcia de T.foetus, nos
bovinos, estd relacionado com a sua capacidade de fuga ao sistema
imunitario do hospedeiro (Cobo et al., 2011), quer pela variabilidade de
apresentacdo antigénica, quer pela inativacdo de mecanismos de
resposta imunitaria. Estdo reconhecidos 3 seroOtipos de T. foetus:
Belfast (predominante na Europa); Manley e Brisban, de acordo com
Skirrow & BonDurrant (1988) citado no (Manual Terrestre,OIE, 2012) . Os
estudos ndo sdo recentes, mas indicam ser morfologicamente
indiferenciaveis e de patogenecidade similar na infeccdo natural de
bovinos. Recentemente foi isolado na Namibia um novo ser6tipo, Sul
Africano(Casteriano et al., 2016).

Relativamente a expressdo antigénica de T. foetus, estudos
serolégicos em vacas, permitiram identificar varios antigénios
distintos, distinguiveis e classificados pelo seu peso molecular. Face a
exposicdo a determinados antigénios, o hospedeiro definitivo, podera
desencadear uma resposta humoral de linféocitos B, desenvolvendo
memoria imunitaria, levando a producdo de anticorpos numa segunda
exposicdo ao mesmo antigenio, ou pela estimulacdo de linfécitos T,
facilitando o processo de eliminacdo celular, mediante activacdo do
sistema complemento favorecendo a opsonizagdo e eliminacdo do

protozoario do trato genital das vacas (Hodgson et al, 1990).

2.5.4.1 Patogenia no Touro

No touro, uma vez infectado, permanece como reservatorio do
agente infeccioso, tornando a TB endémica no rebanho. Na maioria dos
casos, ndo afecta a qualidade do sémen ou da libido, apresentando
auséncia de patologia macroscépica e microscopica especifica. Apesar
de se terem feito ensaios de infeccdo experimental e natural, o

mecanismo de resposta humoral no touro, ndo estd completamente
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definido, sabe-se que a capacidade de producdo de anticorpos ¢

insuficiente, permitindo a infeccdo(Cobo et al., 2009a).

A nivel histoldégico, poderda observar-se uma infeccdo local na
cavidade prepucial, estando descrito, um aumento de neutrdéfilos e
leucdcitos juntamente com uma estratificacdo do epitélio da glande e
preplUcio (Rhyan et al., 1999) e uma resposta imunoldgica local limitada a

’

infeccdo, no entanto num trabalho “in vitro”, sugere que o T. foetus na
presenca de espermatozdides, desencadeia um mecanismo de fagocitose,
por adesdo celular, levando a morte dos espermatozoides (Benchimol et al.,
2008) . Este facto poderad contribuir para a infertilidade do touro, a

considerar num diagndstico diferencial de falha reprodutiva.

2.5.4.2 Patogenia na Vaca

A patogenia na vaca ainda ndo é totalmente conhecida, podendo
estar relacionada com uma falha da imunidade local, devido a
mecanismos de actuagdo do agente infeccioso. Tal mecanismo,
constituido pela elevada concentragdo de parasitas no trato genital, sua
citotoxicidade e alteracdo do meio intrauterino, levando ao
desenvolvimento de wuma resposta imunitdria local por parte do

hospedeiro, frente & infec¢cdo produzida.

Estudos, comprovam, que o T. foetus, possui caracteristicas
proprias, como adesinas e enzimas citotoxicas, que favorecem a sua
colonizacédo e adesdo no trato genital (Felleisen, 1999). Quando ocorre um
processo de infeccdo aguda, no espag¢o de 2 semanas, o tracto genital da
vaca é colonizado pelo protozoario, sendo maxima a sua concentracao,
no muco cervico-vaginal nos dias que antecedem o estro (Ortega-Moraet al.,
2007). A nivel histolégico é observado, acumulagdo de granulocitos
polimorfonucleares; macrofagos; linfécitos e células plasmaticas. Foi
tambeém relatado que, vacas no pds-parto, permaneceram infectadas, ate
as 9 semanas (Skirrow, 1987), contribuindo para a dispersdo do agente

infeccioso na época de cobri¢cdo seguinte, mantendo a endemia no
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efectivo. As lesbGes fetais, ocorrem maioritariamente entre o segundo e
quinto més de gestacdo, sendo frequente existir uma reacdo infamatoria
dos cotiledones, com presenca de macréfagos e neutréfilos. Alguns
autores defendem, que é nesta altura que o parasita através do liquido
amniotico podera colonizar o feto, essencialmente o abomaso, o

intestino e os pulmdes (BonDurant, 1997).

A imunidade temporaria da fémea esta relacionada com a
producdo local de imunoglobulinas, IgA, 1gG1l e 1gG2, libertadas pela
mucosa vaginal, sendo que em fémeas portadoras, ocorre uma falha na
resposta humoral, dificultando o reconhecimento do agente infeccioso,
inviabilizando a producdo de anticorpos. Recentemente uma

experiéncia, ”in vitro” provou o efeito citotoxico do T. foetus em
células de oviducto da vaca, sugerindo uma hip6tese no mecanismo de

perda embrionéaria (Midlej et al., 2009)

2.5.5 Sinais Clinicos

A TB, ndo apresenta sinais patognomonicos, sendo que no macho
¢ assintomatica. Na vaca, o0os sinais clinicos normalmente ndo sdo
evidentes, podendo em alguns casos, observar-se ap6s a infeccdo, sinais
de vaginite moderada; cervicite e/ou endometrite e corrimento vaginal
mucopurulento. Nos animais que ficam gestantes, verifica-se que grande
percentagem de falha reprodutiva ocorre cerca dos 17 dias pos
fertilizacdo, altura em que ¢é estabelecido o reconhecimento
fetomaternal, dificultando a fixacdo do embrido ao utero, levando a
reabsorcdo embrionaria e consequente repeticdo irregular do cio,
detectavel no rebanho, pelos criadores mais atentos. O aborto, apesar de
menos frequénte, poderda ocorrer até ao 5° més de gestacdo, sendo mais
provavel que ocorra no primeiro trimestre. A recuperacdo da perda
fetal, podera ocorrer normalmente entre segundo e o sexto més apds a
infeccdo, sendo que em alguns casos, ou por retengdo do feto ou pela
manutencdo da progesterona segregada pela falha de luteinizagcdo do

corpo luteo, poderd estabelecer-se piometra, aumentando a
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probabilidade da vaca ficar infértil e ser refugada (Ortega-Mora et al., 2007).
De um modo geral, num rebanho infectado (Grafico 2), sera de esperar a
presenca de vacas com repeticdo irregular de cios, ndo gestantes ou
inférteis, resultando numa época de pari¢cdo alongada, com aumento do

IEP e reducdo na taxa de parigéao.

m valor maximo (%)  mvalor minimo (%)

Aborto

Feto macerado

Infertilidade

Morte embrionéaria

Piémetra

Quebras na producdo de vitelos

Vacas gestantes portadoras

Gréafico 2. Modelo computadorizado, estimativa das taxas de incidéncia de falhas

reprodutivas, num rebanho de vacas infectado por T. foetus adaptado, (Rae, 1989b)
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2.5.6 Imunoprofilaxia

Actualmente, o beneficio do uso de vacina para controlo da TB
revela-se insuficiente face ao curto tempo de proteccdo e dificuldade na

producdo de anticorpos por parte do hospedeiro.

Alguns estudos, revelam beneficio na frequéncia de vacinacdo de
touros, revelando uma melhoria da proteccdo local, resultando num
aumento de producdo de IgG1l e 1gG2, conferindo resisténcia a infeccédo
(Cobo et al., 2009b). Outros estudos, mais antigos, feitos com vacina morta,
revelam uma ineficiéncia de proteccdo em touros com idade superior a 5
anos, salientando existir, em animais mais novos, uma resisténcia inata
a infeccao (Clark et al., 1983a). Apesar de na Europa ndo existir uma vacina
comercializada, nos Estados Unidos, a primeira vacina aprovada
monovalente, morta de T. foetus, de administracdo subcutéanea,
TrichGuard® (Boehringer,Ingelheim), tém a possibilidade de
associacdo a Campylobacter spp e Leptospira sp. Estudos realizados em
rebanhos imunizados, comprovam melhoria na taxa de gestacdo aos 30 e
60 dias po6s-cobricdo (Kvasnicka et al., 1992). Para além de vacinas com o
agente vivo ou inactivado, recentemente, tem-se assistido mundialmente
a formulacdo de vacinas com antigénios recombinantes, contendo
antigénios especificos da superficie do T. foetus, no entanto serdo
necessarios mais estudos, que possibilitem a compreensdo do

reconhecimento do agente infeccioso por parte do hospedeiro.

Apesar da incerteza na protecdo contra a infeccdo em touros, nas
vacas, estd comprovada a reducdo da gravidade e duracdo da infeccao,
aumentando a taxa de partos (Kvasnicka et al., 1992).

Uma simulacdo analisando varios fatores de risco e o0 seu
potencial impacto econdmico na exploracdo, permitiu concluir, que
efectivos imunizados tendem a minorar prejuizos financeiros (Villarroel et
al., 2004), sendo que o sucesso da erradicacdo da TB esta no diagnostico
do agente etioldgico e refugo de touros infectados antes da época de

cobricéo.
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2.5.7 Tratamento

Apesar de véarias tentativas, actualmente ndo existe uma
terapéutica eficaz no tratamento da TB, estando preconizado o refugo
ou abate do animal. O tratamento nos touros é discutivel, variando com
idade e nivel de infeccdo, sendo dispendioso e dificil, a sua deliberacéo
implica objectivos claros. Face a dificuldade de eliminacdo do
protozoario do trato genital dos hospedeiros, varias abordagens
terapéuticas tém sido executadas, no entanto todas se revelam
insatisfatdrias, sendo a prevenc¢do a chave de sucesso na erradicacao da
patologia. Nos Uultimos anos, tém sido empregues, antissépticos
associados a antibioterpia topica e outros farmacos por via local ou
sistémica. Medicamentos como o0 metroniodazol, wusado para o
tratamento do T. vaginalis em humanos, estdo proibidos em animais que
entrem na cadeia alimentar humana, pelo seu possivel efeito residual
carcinogénico. No entanto, nos Estados Unidos, tratamentos sistémicos
de metronidazol experimentais em touros (60 mg/kg endovenoso,
durante 2 dias), revelam elevada taxa de sucesso no tratamento da TB
(Love, et al., 2017).

Recentemente estudos experimentais, apontam resultados
satisfatérios na autodestruicdo celular do protozoario, por terapia
fotodinadmica, através da activacdo dos seus lisossomas (Silva, et al., 2007),
assim como comprovaram a ligacdo do protozoario a moléculas de oxido
de grafeno, podendo este, actuar como veiculo de farmacos (Zanin et al.,
2014). Um estudo feito em carracas do genero Rhipicephalus
(Boophilus), revela a capacidade de resisténcia a determinadas
bactérias nelas presentes, contra o biofilme bacteriano incluindo a
resisténcia a actividade do T. foetus sugerindo um modelo para o

mecanismo de resisténcia dos bovinos a TB (Zimmer et al., 2013).
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2.5.8. Impacto econémico

Devido a falhas reprodutivas precoces, como a reabsorcéo
embrionaria ou o aborto antes dos 120 dias, com consequente repeticédo
de cios irregulares, e aumento do IEP, a rentabilidade da exploracdo vé-
se prejudicada, traduzindo-se numa diminuicdo de bezerros
desmamados/vaca/ano, agravando o prejuizo, o elevado numero de
animais refugados e sua substituicdo no rebanho.Com o prolongamento
da época de paricdo, aumentam os gastos em alimentacdo das vacas
reprodutoras e a época de venda dos vitelos fica a mercé dos meses de
maior oferta no mercado. Segundo varios autores, a diminuicdo de
rendimento pode chegar aos 35% para cada vaca exposta a um touro
infectado, com uma prevaléncia de Infec¢cdo no rebanho de 40% ( Rae et
al., 1999).

Num estudo realizado em Espanha (Tabela 3), num rebanho de
bovinos da raca autdéctone, com animais infectados por T. foetus,
explorada em regime extensivo, quantificou, que numa exploracdo
pecuaria de 20 vacas e 1 touro, registaram-se aumentos do IEP em 79,5
dias e perdas de rentabilidade de 68,7 %, totalizando 5275€ de perda de
receita anual (Collantes-Fernandez et al., 2014).

Tabela 3. Resumo do prejuizo econémico num rebanho infectado por T.foetus,

adaptado de (Collantes-Fernandez et al., 2014).

Categoria de custos Percentagem de perdas (%)

Valor do vitelo desmamado | 26,2

Subsidios governamentais 8,1

Preco de mercado por vitelo | 18,1
Perdas dia/vaca 32,9

Abate e reposi¢cdo de touros | 9,6
Total 68.7
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2.5.9 Diagnostico Clinico

A historia de problemas reprodutivos no efectivo, podera sugerir
varias possibilidades de diagndstico diferencial, incluindo a TB. Como
ndo apresenta sinais clinicos patognomdénicos, serd sempre necessario
recorrer ao diagndéstico laboratorial, para confirmacdo da suspeita e
isolamento do agente etioldgico. Como se trata de uma doenca de
declaracdo obrigatéria, a nivel internacional, o Laboratdrio que
apresente resultados, deverd estar supervisionado pelo Instituto
Nacional de Investigacdo Agraria e Veterinaria, INIAV, laboratério do

Estado Portugués, que detem competéncias nessa area.

No touro, a amostra tera origem em lavados prepuciais ou
raspagem da mucosa prepucial, jA na vaca poderd ser recolhida amostra
de muco vaginal juntamente com a possibilidade de recolha de material
de fetos abortados especificamente abomaso e membranas fetais.

2.5.9.1 Técnicas de recolha da amostra

Para o diagné6stico da TB é aconselhéavel, pesquisar o agente
infeccioso nos machos reprodutores, uma vez que nas fémeas a infecc¢éo
apresenta um caracter autolimitante e temporario, assumindo como
metodo de referéncia de diagndstico, o descrito no Manual Terrestre da
OIE, 2012, utilizado para a comercializagdo internacional de sémen de
bovino. O isolamento de T. foetus, ap0s recolha de amostra de um touro
sob suspeita de infeccdo, tera sempre por base a observacdo directa e
cultura em meio selectivo, do protozoario, revelando ser de extrema
importéncia a realizagcdo de uma técnica correcta na recolha da amostra,
contribuindo para a diminuicdo dos falsos negativos. A presenca de
contaminantes na amostra, podera confundir o técnico laboratorial na
identificacdo do protozoario, sendo que outros protozoarios comensais

da familia Trichomonidae spp, muito semelhantes morfologicamente, de
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origem gastrointestinal podem surgir durante a visualizacdo ao
microscépio. De referir, que existem varios condicionantes do
diagndstico durante a recolha e processamento das amostras, tais como:
0 uso de solucOes desinfectantes na recolha da amostra, estando
aconselhado o abrigo da exposicdo directa a luz solar, temperatura que
ronde os 30°C e o minimo de tempo possivel até a chegada e incubacao

no Laboratdrio, que ndo devera ultrapassar as seis horas.

2.5.9.1.1 No Touro

Preferencialmente apdés um periodo de 2 semanas de repouso
sexual devera proceder-se a uma contencao adequada do animal, através
de uma manga ou tronco e proceder a técnica de recolha de amostras.
Existem varios procedimentos descritos, sendo que o lavado prepucial e
a raspagem da mucosa sdo 0s mais usuais. Depois de proceder a limpeza
da regido prepucial, evitando solucdes desinfectantes, podendo
recorrer-se a sabdo neutro com posterior secagem com tolhas
descartaveis de papel. Devera estimular-se a mic¢gdo massajando o 6stio
prepucial.

Na lavagem preplcial, sendo um dos métodos mais eficientes,
obtém-se por regra uma boa amostra, apesar da contaminacdo por urina
ser frequente. Para tal utiliza-se una solucdo de soro fisioldgico
isoténico, seguindo-se uma massajem vigorosa da cavidade prepucial,
durante algum tempo, para posterior recolha do material por gravidade
onde é acrescentado o meio de transporte e cultura.

A técnica de raspagem, recorrendo a um utensilio proprio (Figura
4), criado pelos autores da técnica, consiste em recolher conteddo da
mucosa peniana e mucosa preplcial, o mais profundo possivel. A
amostra obtida é colocada em solucdo tampdo fosfato-salino (PBS) e
posteriormente adicionado meio de cultura.

Colheita por pipeta de IA, muito semelhante ao método de
raspagem, sendo apenas diferente pela injec¢cdo de solucdo de PBS no
interior da cavidade prepucial, seguida de vigorosa massagem da

cavidade preptcial e raspagem com a extremidade da pipeta de IA sobre
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as mucosas peniana e prepucial, na tentativa de remocdo do protozoario
das criptas epiteliais. Posteriormente o material recolhido é inoculado

em meio de transporte e cultura.

Figura 4. Pormenor de utensilio usado na técnica de raspagem para recolha de

contetdo prepucial no touro, adaptado de (Ortega-Mora et al., 2007)

Por altimo, a recolha por zaragatoa, de 8cm de comprimento, por
1-2 cm de diametro acoplada a uma haste metélica, sendo introduzida na
cavidade prepucial, seguindo-se varios movimentos em varias direccdes
sobre as mucosas peniana e preptcial. Ao material recolhido &
acrescentado 1 ml de solugdo de PBS, sendo posteriormente

centrifugado e acrescentado o meio de crescimento selectivo.
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2.5.9.1.2 Na Vaca

Na vaca, o isolamento do protozoario é mais dificil, devido a sua
curta resposta humoral, e consequente possibilidade de eliminacdo do
agente infeccioso. No entanto, nos dias que antecedem o cio; 15 a 20
dias apds a cobricdo e na presenca de corrimentos vaginais suspeitos de
pidmetra, podera realizar-se uma recolha de amostra de muco ceérvico-
vaginal, através de zaragatoa, pipetas de IA ou lavagem da cavidade
vaginal. No caso de fetos abortados, podem ser recolhidas amostras com
seringas ou zaragatoas de liquidos fetais e abomaso, com posterior

envio para o laboratorio.

2.5.9.2 Diagnostico Laboratorial

A maioria das recomendacbes relativas ao diagndstico
laboratorial da TB, estdo descritas no Manual Sanitario da OIE,
incluindo os requisitos necessarios para o comércio de sémen bovino
internacional. Tais orienta¢gGes, ndo garantem a exclusdo da doenca,
sugerindo a necessidade de exames de diagnostico moleculares
complementares (Ortega-Mora et al., 2007) de PCR, como teste primario ou

segundo passo em amostras de cultura positiva.

2.5.9.2.1 Exame direto

Na observacdo ao microscopio de contraste de fase, o T.foetus,
apresenta um movimento ondulante em todas as direc¢bes do campo.
Normalmente este simples método de observacdo ndo é suficiente para
um diagnostico conclusivo, sendo necessaria a cultura em meio

enriquecido de crescimento.
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2.5.9.2.2 Cultura “in Vitro”

Durante um periodo de tempo, de cerca de 28 horas, o
protozodario é avaliado no laboratério, num meio de cultura enriquecido,
através da observacdo directa ao microscopio 6ptico de contraste de
fase com amplia¢gbes de (100x a 1000x) (Figura5). Existindo varios meios
de cultura, esta demonstrado que a probabilidade de visualizacdo do
agente infeccioso diminui, com o aumento do tempo decorrido entre a

sua recolha e inoculagdo em meio de cultura (Bryanetal., 1999)

Relativamente ao meio de cultura selectivo, Diamond

modificado, (Diamond, 1957), a sua preparacdo consiste em:

1- Na dissolucdo, em 80 ml de 4gua destilada esterilizada, adicionar:

2 g de Peptona

1g de Extrato de levedura

- 0,59 de Mono-hidratado de maltose

0,1g de Hidrocloreto de Cisteina-L

- 0,29 de Acido ascorbico

0,08g de Di-hidrogenofosfato de potassio

2- Ajustar o pH para o valor 6,9, através de NaOH3
3- Ajustar para 90ml com agua destilada esterilizada
4- Autoclavagem

5- Adigdo de 10% soro de cavalo esterilizado e antibidticos (penicilina
100UIl/ml; estreptomicina, 100pg/ml e anfotericina B 2,5ug/ml)

adicionalmente podera juntar-se vancomicina (100ug/ml).
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Seguidamente, as amostras recolhidas sdo incubadas a 37°C em
microtubos com tampa, observando-se de 12 em 12 horas ao
microscopio, devendo em caso de positividade, renovar-se o meio 2 a 3
vezes durante a semana, salientando que todos os meios deverdo estar
dentro do periodo de validade, verificando-se regularmente a qualidade
da dgua e podendo juntar antifingicos ao preparado.

Figura 5 Tritrichomonas foetus, cultura” in vitro”, 1000X, Adaptado (Ortega-Mora et
al., 2007)

Optando pela cultura em kit comercial In Pouch® TF (EUA), este
¢ constituido por wuma bolsa plastica com sistema de dois
compartimentos contendo o meio de cultura. Um estudo refere, ser 7
vezes mais provavel o isolamento do protozodrio em relagcdo ao meio
Diamond's (Parker et al., 2003), com a possibilidade de uma maior
sensibilidade, o estudo ndo comprovou a especificidade, sendo que
neste tipo de meios, compete ao técnico de laboratorio analisar a

diferenciacdo morfologica. Este kit comercial, revela-se estavel a
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temperatura ambiente servindo de meio de transporte e cultivo,

conferido comodidade na sua utilizacdo a campo.

O método consiste, em introduzir cerca de 1ml de amostra
prepucial, dentro do primeiro compartimento, fazendo descer o
contetdo, para o segundo compartimento, terminando com a dobragem e
selagem, da parte superior da bolsa mantendo-a numa posicdo vertical.
O kit, podera ser visualizado ao microscopio logo ap6s a sua
inoculacdo, revelando o seu caracter pratico em condi¢cGes de campo.
Posteriormente segue para o laboratério, protegido da luz solar e a
temperatura ambiente sendo incubado a 37°C, observando-se o kit ao

microscépio 6tico 2 vezes por dia até ao 3° dia(Ortega-Mora et al., 2007).

2.5.9.2.3 Diagnostico por PCR

O diagnéstico molecular, baseado na tecnologia que utiliza a
reacdo de cadeia polimerase, (PCR), tém apresentado vantagens como, a
alta especificidade e sensibilidade analitica no isolamento do T. foetus,
a rapidez de diagnostico, a possibilidade de detecdo de pequenos
fragmentos do protozodrio ou em numero reduzido(Campero et al., 2003) no

entanto revela ser uma técnica onerosa.

Para pesquisa de T.foetus, a comunidade cientifica tém empregue
varios métodos. A sensibilidade da PCR, € proporcional a eficiéncia do
método de extraccdo, dos inibidores de contaminagdo e variavel
conforme os iniciadores utilizados. O processo consiste, na extraccdo
especifica de material genético das amostras recolhidas, e ampliacdo de

DNA utilizando para isso sequéncias iniciadoras especificas, “primers”.

Segundo Falleisen, um conjunto de iniciadores (TFR3 e TFR4)
(Figura 6), baseados na sequéncia do gene ribossémico DNA 5.8s,
demonstrou uma boa especificidade no diagndstico de T. foetus (Felleisen

et al., 1998), permitindo a distingcdo entre protozoarios da familia
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Trichomonadiae spp, no entanto revela-se dificil a distincéo
intraespecifica, como T.suis (Lun et al., 2005) e T.mobilensis. De forma
geral a pesquisa de T.foetus, pela técnica de PCR revela uma alta
sensibilidade e boa especificidade (Campero et al., 2003; Garcia et al., 2014).

Agente Primers, sequéncias 5 para 3 Produto de Referéncia
ampliacédo
Felleisen
T foetus TFR3-5"CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC-3’ 347 pb et al.
TFR4-5" CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3" (1998)

Figura 6. Oligonucledtidos utilizados no PCR, para amplificacdo do segmento do
gene de rRNA 5.8S, adaptado (Ortega-Mora et al., 2007)

2.5.9.2.4 Diagnostico Imunohistoquimico

Sendo uma técnica de diagndstico dispendiosa e de cardacter
retrospectivo, a analise de fetos abortados, muitas vezes, em mas
condicbes para o isolamento e cultura do agente infeccioso, torna-se
possivel através da pesquisa de estruturas apresentadoras de antigénios
(recorrendo a anticorpos especificos) em amostras fixadas em formol e
parafina, tais como tecido pulmonar, intestinal ou membranas fetais
(Rhyan et al.,1995). Para este propésito é importante que as amostras ndo

tenham mais de 24 horas de fixa¢cdo em formol.

2.5.9.2.5 Testes seroldgicos

Devido a fraca resposta imunitdria na producdo de anticorpos
pelos animais afectados, o recurso a este método diagnostico é limitado
e pouco usual, sendo frequente o aparecimento de falsos positivos, pela
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possivel exposicdo a diferentes antigénios, resultantes de infeccdes
cruzadas de outros tipo de protozoarios pertencentes a familia

Trichomonidae spp.

2.5.9.2.6 Teste Intradérmico

Ndo sendo usado por rotina (Ortega-Mora et al.,, 2007), consiste na
inoculacdo intradérmica, na regido cervical dos bovinos, 0,1ml de
antigénio tricina, aguardando entre 30" a 60", sendo positivo o animal

que apresente uma prega de pele > 2mm.

2.5.9.2.7 Contaminac¢do da Cultura

A presenca de fezes, contaminag¢do por urina ou sangue, nas
amostras recolhidas dos touros, para isolamento do agente infeccioso,
associada a falta de inibidores de crescimento bacteriano nos meios de
cultura, diminuem a especificidade destes, podendo inibir a reacdo de
PCR (Clothier et al., 2015).

2.5.10 Prevencédo e controlo da tritrichomonose bovina.

Formas de diminuicédo do risco e infec¢gdo, numa exploracéo.

Em rebanhos de pequena dimensdo, a forma mais eficaz de
controlo da TB, sera a utilizacdo de IA, com sémen proveniente de
touros livres de T. foetus, ja em rebanhos de maior dimensdao,

explorados extensivamente podera optar-se por determinadas praticas.

Numa exploracdo livre, medidas a adoptar preventivamente:
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- Diagnostico de rotina aos touros do rebanho, substituindo com
regularidade os mais velhos;

- Introdugdo de novos animais com confirmacdo de auséncia do agente
infeccioso, preferencialmente, novilhos virgens;

- Manutencdo das vedacGes em bom estado, de modo a evitar o contacto
de animais livres com infectados;

- Evitar cedéncias temporarias de touros reprodutores entre distintas

exploragdes.

2.5.11 Controlo num efectivo bovino infectado

Existem diferentes medidas a adoptar para reduzir o impacto
economico e eliminar o agente infeccioso num rebanho positivo (Figura

7). Tais como:

- Analise dos touros antes da época de cobricdo, abatendo os positivos
ao T. foetus, assim como o rastreio de infeccdo, na reposicdo destes,
adquiridos a outras exploracdes. Privilegiar épocas de cobricdo curtas
de 3 a 4 meses, evitando o aumento de IEP em fémeas infectadas;

- Separar o efectivo num grupo de baixo risco de infeccdo, de novilhas
virgens e novilhos nédo infectados, sendo que as restantes reprodutoras
passariam para este grupo, quando comprovada a eliminacdo do agente

infeccioso;

- Diagnosticos de gestagdo dos 45- 60 dias, identificando vacas néo
gestantes, transferindo-as para o grupo dos animais infectados. Aeste
grupo podera juntar-se fémeas suspeitas de aborto ou ndo gestantes com

corrimento vaginal suspeito.
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ERRADICACAO

L
[ Grupo Livre (reingresso)

v Vacas de parto normal, decorridos
4 meses sem contacto com touros
infectados

Maneio da Exploracéo

v Introduzir animais de exploracgdes livres.
v/ Consciencializagdo dos

Touros Reprodutores
criadores/tratadores do impacto

v Diagnostico e abate de econémico, por parte do veterinario
positivos a T. foetus. assistente da exploracédo
v’ Privilegiar touros <3 anos v' Vedagdes em bom estado

Figura 7. Abordagem esquematica para prevencdo e erradicacdo de T. foetus numa

exploracdo de bovinos, adaptado (Yao, 2013)
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2.6 Objectivos do Estudo

Considerando que a patologia reprodutiva em bovinos, tém um
impacto direto na rentabilidade das exploracdes e sabendo que
maioritariamente os diagnosticos sdo feitos sobre sinais clinicos
especificos, o interesse pelo rastreio de T. foetus em bovinos de carne
explorados extensivamente, surge pela necessidade de colmatar uma
lacuna de informacdo acerca da presenca do protozoario em Portugal,
onde a cobricdo neste tipo de animais é feita predominantemente por
cobricdo natural. De salientar, a presenca nos Gltimos anos de surtos de
TB em Espanha, alguns, limitrofes ao nosso pais, motivo pelo qual

também justificou este trabalho (Mendoza-lbarra et al., 2012).

Neste sentido foram recolhidas amostras prepuciais de touros, de
exploragbes distintas, localizadas no Alentejo. Foram utilizadas duas
técnicas de recolha de amostras prepulciais, por lavagem e raspagem,
assim como abordados dois métodos de diagno6stico laboratorial, o
exame direto e cultura do protozoario com posterior observacdo
morfoldgica ao microscopio 6ptico e a confirmacdo da sua presenca por

técnica molecular de reacgdo de cadeia polimerase (PCR).

Com este trabalho, procurou-se de forma pratica, contribuir para
0 esclarecimento desta patologia de grupo em Portugal, relevando o seu
importante impacto financeiro nas exploracdes infectadas, assim como
valorizar factores de risco, medidas preventivas e normas a adoptar,

face a presenca de um surto.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Pesquisa de Tritrichomonas foetus em exploracdes de
bovinos, explorados extensivamente no Alentejo.

Caracterizacdo dos animais a rastrear.

Por suspeita de infertilidade e ocorréncias de problemas
reprodutivos em efectivos de bovinos, em varias exploracdes do
Alentejo (NUTS 11) (Figura 8), entendeu-se pesquisar 0 agente
infeccioso, T.foetus. O diagndstico foi dirigido aos touros, recolhendo-
se amostras prepuciais, privilegiando machos com idade > 3 anos e com

a sua presenca durante a época reprodutiva no rebanho.

Figura 8. Distribuicdo geografica das exploracdes analisadas nos concelhos do
Alentejo (NUTT I1)
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A recolha de amostras, foi organizada, segundo a visita a
exploragdo previamente agendada, coincidindo com dias de sanidade do
rebanho ou por ocasido da realizacdo do exame androldégico aos touros
decorrendo ente Novembro de 2011 a Outubro de 2012,

Foi também possivel numa exploracdo, em colaboracdo com a
Pfizer Animal Health, atual Zoetis, fazer a pesquisa conjunta de T.
foetus e Campylobacter fetus sp venerealis. Todos os dados de
identificacdo, relativos as Propriedades/Exploracdes, detentores e
animais, retratados neste trabalho, foram sujeitos a confidencialidade,

reportando-se apenas a sua localizacdo geografica.

3.2 Tamanho e distribuicdo das amostras

Foram recolhidas amostras preplciais de 104 touros provenientes
de 12 exploracdes distintas, ou rebanhos geograficamente diferentes na
regido do Alentejo (NUTS 11), nos concelhos de Benavente; Coruche;
Cuba; Evora; Gavido e Mora

3.3 Colheita de amostra

Previamente, procedeu-se a recolha do meio de transporte,
solugdo de PBS (pH 7,2) e meio de cultura Diamond's (Figura 9), nas
instalacbes do Laboratorio de Parasitologia Victor Caeiro da
Universidade de Evora, Departamento de Medicina Veterinaria.

Foram abordadas duas técnicas para a recolha de amostras nos
diversos touros analisados. Fez-se lavagem da cavidade prepucial
através de sonda uterina de equinos, com soro fisiolégico, massagem e
posterior recolha de material. Nos restantes animais, fez-se raspagem
com a extremidade da sonda uterina de equinos, seguido de massagem

vigorosa, procedeu-se a aspiragdo do conteddo presente no prepucio.
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Figura 9. Material usado na recolha das amostras dos touros (arquivo pessoal

2012)

Optou-se por sondas uterinas de equinos, muito semelhantes as
usuais canulas de IA em bovinos, pela facilidade de acoplamento direto

de uma seringa (Figura 10), necessaria a recolha da amostra por vacuo.

Figura 10. Pormenor do acoplamento da seringa a canula uterina de equinos, para

raspagem e aspiracdo das amostras (arquivo pessoal 2012)

Procedeu-se a contencdo dos touros, numa manga € a
imobilizacdo do membro posterior, com corda de algodao, do lado onde
foi recolhida a amostra. Foram adoptados comportamentos de forma a

ndo prejudicar o bem estar animal (Figura 11).
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Figura 11. Contencdo do touro para recolha de amostra prepucial (arquivo pessoal
2012)

Apo6s a tricotomia e limpeza do O6stio preplcial, seguiu-se a
secagem com tolhas de papel, de forma a diminuir a contaminacdo fecal
e sujidade nesse local, podendo afectar a viabilidade do agente
infeccioso e diminuir a sensibilidade do diagndstico. Antes da
introducdo da sonda, foi estimulada a miccdo, massajando a zona do
Ostio preplcial. Sempre que ocorreu micgdo durante o procedimento de
colheita de amostra, o processo foi repetido, fazendo lavagem com soro
fisioldégico. A sonda esterilizada, foi introduzida na cavidade prepucial,
com a bainha de plastico, sendo esta rasgada, ja no interior da cavidade
prepucial, avancando para a porcdo medial e distal, diminuindo a
contaminacdo bacteriana. Posteriormente foram executados diversos
movimentos (cerca de 15 a 20), vigorosos, em varias direc¢c6es na zona
distal da cavidade prepucial e mucosa peniana, obtendo uma amostra de
contetdo preptcial. Esta amostra foi de imediato colocada em solucéo
de PBS, protegida da luz solar, devendo de forma ideal, ser branca
turva e ndo conter sangue. Decorridos alguns minutos, o sedimento da
solucdo de PBS, foi aspirado com seringa e agulha esterilizada e
refundido no meio de cultura Diamond’s, obtendo-se duas amostras por
animal. Os tubos de ensaio contendo a solucdo de PBS, foram
transportados a acerca 4°C, ja os tubos contendo o meio de cultura
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foram transportados a temperatura ambiente, cerca de 26°C e
regressaram ao Laboratério de Parasitologia Victor Caeiro em periodo

de tempo inferior a 6 horas.

Como referido anteriormente, nas exploracdes 11 e 12, para além
da recolha de amostra para solucdo de PBS e meio de cultura
Diamond’s, foi também utilizado o Kit comercial In Pouch®TM. Foram
adicionados cerca de 1-2ml de amostra prepucial, em cada dispositivo,
respeitante a cada touro. Introduzindo-se a amostra directamente da
sonda uterina, no primeiro compartimento, fazendo descer o contelddo
para o compartimento inferior. Posteriormente protegidas da luz solar;
dobradas e numa posicdo vertical foram identificadas e seguiram para o

laboratorio SEGALAB a temperatura ambiente.

Todos os tubos, foram identificados com o numero do touro e

agrupados pela respectiva exploracgéao.

Conforme objectivo inicial, foram abordados dois métodos de
diagndstico, o de exame direto com cultura e a confirmacdo de presenca
de T. foetus, por diagndstico molecular (PCR), assim sendo, apenas se

procedeu a uma colheita de amostra por touro.

3.4 Meios de cultura

Durante a realizacdo deste trabalho, o meio preferencial de
crescimento de T. foetus, foi o meio Diamond's. Uma vez obtidas as
amostras, foram processadas e analisadas no Laboratério de
Parasitologia Victor Caeiro da Universidade de Evora, Departamento de
Medicina Veterinaria, foi também utilizado em duas exploracées
(Exploracdes 11 e 12) o kit comercial In Pouch ™®, posteriormente
analisado no Laboratério de Sanidade Animal e Seguranca Alimentar,
S.A., SEGALAB (Figura 12).
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Legenda: Figura A (meio de cultura Diamond's e meio de transporte, Solucdo de
PBS); Figura B (kit comercial de transporte/cultura In Pouch ®TM)

Figura 12. Meios de cultura e transporte usados no isolamento de T. foetus durante

0 estudo (arquivo pessoal 2012)

3.5 Transporte das amostras

As amostras recolhidas para o meio de cultura Diamond's foram
transportadas a temperatura ambiente (15 a 373C), tendo sido entregues
no Laboratdério num periodo de tempo inferior a 6 horas, sendo que as
amostras colocadas em solugdo de PBS, visando o diagnéstico
molecular (PCR), foram transportadas numa mala térmica de
temperatura controlavel, acerca de 4°C.

Relativamente as amostras recolhidas para o kit comercial,
seguiram pela transportadora a temperatura ambiente, chegando ao
laboratdério no prazo maximo de 24 horas.
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3.6 Analise da amostra

Na maioria das amostras recolhidas, existe uma concentracédo
baixa de protozoarios, sendo necessario proceder a cultura e
crescimento “im vitro”. Para isso as amostras, uma vez chegadas ao
Laboratério, foram centrifugadas e inoculadas em novo meio de
crescimento Diamond s esterilizado, contendo este, um estabilizador de
pH, antibidticos e antifungicos. Posteriormente as amostras foram

colocadas na incubadora a 37°C.

As amostras foram observadas ao microscopio em ampliacdes de
100x a 1000x, durante 3 dias de 12 em 12 horas. Para fixacdo do

esfregaco, foi utilizado o metanol e o corante Giemsa.

A identificacdo ao microscépio do T. foetus baseou-se na forma
piroforme, tamanho e movimento caracteristico, ameboide. Sempre que
surgiram davidas observou-se um controlo positivo. Trata-se de uma
amostra de T. foetus, fundamental na comparacdao morfoldgica de outros

protozoarios semelhantes pertencentes a mesma Familia.

As amostras transportadas no kit comercial, poderdo ser

directamente visualizadas sob a platina do microscépio (Figura 13).

= w

Figura 13. Observacdo directa ao microscdpio das amostras inoculadas no In

Pouch®, arquivo pessoal (arquivo pessoal 2012)
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3.7 Verificacdo por PCR

Como inicialmente previsto, independentemente dos resultados
de identificacdo morfoldégica ao microscopio, procedeu-se a técnica de
diagnostico molecular por PCR para confirmacdo da presenca de T.

foetus.

As amostras individuais dos respectivos touros, previamente
recolhidas para tubo com PBS, foram reunidas por exploracdo ou
efectivo e conservadas a 4°C, obtendo-se 12 amostras pertencentes a 12

Exploracdes.

Resumidamente, foi extraido e purificado o DNA das 12
amostras, amplificado, e posteriormente interpretados os resultados por

electroforese.

No Laboratorio de Parasitologia Victor Caeiro da Universidade de
Evora, Departamento de Medicina Veterinaria, procedeu-se & extracgéo
e purificacdo do material genético das 104 amostras. Para tal foi
utilizado um kit comercial (Qiagen, Netherlands), de extraccdo de DNA

em tecidos animais, protocolo (DNeasy® 96 Prototocol).

Seguindo o protocolo, fez-se extracgcdo, através de um processo de
lise da membrana celular dos protozoarios, libertando o seu DNA,
seguindo-se um processo de purificacdo da amostra, impedindo a sua
contaminacdo e deste modo diminuindo a interferéncia directa no
resultado da PCR.

Lise:

1. Pipetaram-se 200puL do conteltdo tubo que continha a amostra em
PBS;
2. Juntaram-se 20upuL de proteinase K e 200uL de Buffer AL,

promovendo a lise, agitando-se num vortex (1000 rpm) durante
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10" (segundos), finalizando num termobloco a 56°C durante
20 (minutos), acelerando o processo.
3. Juntou-se 200pL de etanol, para precipitacdo do DNA e agitou-se

no vortex 10 .
Para purificar o material obtido:

4. Colocou-se numa coluna de extraccdo de DNA, todo o contetudo do
tubo, decorrido o processo de lise, seguido de centrifugacdo (8000rpm)
a temperatura ambiente durante 17, eliminando-se a solucdo que passou

pela coluna.

5. Seguidamente juntaram-se 500puL de Buffer AWL1, sendo
centrifugado a (8000rpm) a temperatura ambiente durante 1°,

eliminando-se a solugdo que passou pela coluna.

6. Repetido o processo anterior, com a diferenca de adi¢cdo de 500uL
de Buffer AW2, sendo centrifugado a (14000rpm) a temperatura

ambiente durante 37, eliminando-se a solucdo que passou pela coluna.

7. A coluna, foram adicionados 20uL de Buffer AE, deixou-se
incubar durante 1 e de seguida centrifugado a (8000rpm) a
temperatura ambiente durante 1 . Este processo foi executado 2
vezes, tendo-se recolhido de cada amostra cerca de 40uL de solucéo
de DNA.

O material de DNA extraido e purificado foi conservado a uma
temperatura de -20°C, ate realizar o processo de amplificacdo por PCR.
O restante processamento de ampliacdo do DNA, assim como a analise
dos resultados de PCR por electroforese, decorreu no Institute of
Parasitology of the Vetsuisse Faculty, University of Bern, Switzerland,

levado a cabo pelo Professor Doutor Helder Cortes.
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Como descrito anteriormente, a reaccdo de cadeia de polimerase,
consistiu na ampliacdo sequencial da sequéncia especifica 5.8s rRNA,

resultando num produto com a dimensdo de 347 pares de bases (pb).
O processo de ampliacdo do DNA, consistiu em:

Preparacdo das misturas para ampliacdo por PCR em camara
propria, diminuindo fontes de contaminagcdo com aerossoOis contendo
DNA a baixas temperaturas (mantendo as amostras em gelo), para evitar

a degradacdo de reagentes.

Foram adicionados dois oligonucledtidos “Primers” especificos,
TFR3 (TFR3-5"CGGGTCTTCCTATATGAGACAGAACC-3")

e TFR4 (TFR4-5° CCTGCCGTTGGATCAGTTTCGTTAA-3"), para o
segmento a fragmentar, 5.8s rRNA. Seguidamente foi adicionado a
preparacdo DNA polimerase, dNTPs, tampdo e cloreto de magnésio e
dgua até perfazer um volume de 25uL. A técnica consistiu em 40 ciclos

repetidos em que se sucederam 3 fases a diferentes temperaturas:

1 Desnaturacdo do DNA (94°C) durante 30"

2 Emparelhamento dos “primers” (67°C) durante 30"

4 Extensdo da sequéncia pela DNA Polimerase (72°C) durante 30"

Sendo o resultado final um produto de ampliacdo exponencial do

fragmento inicialmente marcado.

Posteriormente as 12 amostras foram analisadas por electroforese
em gel de agarose a 2%, com a aplicacdo de corante florescente de
brometo de etidio para posterior visualizacdo.Com aplicagdo de um
potencial eléctrico, foi possivel visualizar a migragcdo das moléculas
pela rede do poslissacarido. Moléculas com menor numero de pb,
percorreram maior distancia. Nos diferentes pocos, do gel de agarose
foram pipetados de forma sequencial 1pL de: marcador de massa
molecular ¢x174 RF ,DNA Hae Il digest (Invitrogen®,EUA) de

tamanho e concertacdo conhecida, facilitando a estimativa visual do
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tamanho de fragmentos de DNA; controlo positivo de DNA de T. foetus;
controlo negativo, agua e as 12 amostras das 12 exploracdes retratadas

no estudo.

Além do tampdo adicionado, conferindo densidade e cor a solucao,
todas as amostras correram no gel de agarose em duplicado, estando
uma delas em associa¢cdo com o controlo interno, incluido na reaccdo de
PCR.

3.8 Analise Estatistica

O tratamento estatistico dos resultados deste trabalho foi feito
com recuso ao programa informatico Microsoft Excel® 2010. Para o
efeito foram executadas tabelas e graficos correlacionando resultados
obtidos no trabalho com fatores de risco e medidas preventivas adoptas

nas diversas exploracfes analisadas.
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4. RESULTADOS

Do total de 12 exploragcdes pecuarias distribuidas por 6
concelhos do Alentejo (NUTSII), 104 touros foram analisados, em que
14 (n=14) foram recolhidas amostras por raspagem da cavidade

preplcial e 90 (n=90) por lavagem da cavidade prepucial (Tabela 4).

Tabela 4. Representacdo da amostragem, sua localizagdo e técnica

utilizada

Técnica de amostragem

Exploragdes Localizagdo  N° de Touros

Exploragéo 1 Gavido 6 Raspagem Prepucial

Exploragdo 2 Coruche 2 Raspagem Prepdcial

Exploragéo 3 Benavente 3 Lavagem Prepucial

Exploracéo 4 Coruche 3 Lavagem Prepdcial

Exploragdo 5 Mora 1 Lavagem Prepdcial

Exploracéo 6 Evora 9 Lavagem Prepdcial

Exploragéo 7 Mora 16 6 por Raspagem/10 por Lavagem

Exploracéo 8 Mora 2 Lavagem Prepdcial

Exploragéo 9 Benavente 12 Lavagem Prepdcial

Exploracéo 10 Coruche 9 Lavagem Prepdcial

Exploragdo 11 Cuba 13 Lavagem Prepdcial

Exploragéo 12 Cuba 28 Lavagem Prepdcial

Total 12 104 (n=14) Raspagem Prepucial
(n=90) Lavagem Prepucial
Da amostragem, para este estudo constaram touros

maioritariamente superiores a 3 anos de idade, representando 57%
(n=62), da totalidade (Grafico 3; 4). Foram também realizados exames
andrologicos a 66% dos touros (n=69) e mencionado historico de falha

reprodutiva em 33% das exploracdes (n=4) (Grafico 5;6).
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Grafico 3. Representacdo da idade dos touros por exploracdo, analisados no estudo

26% (n=12)

m<3 m >3 N/I

Legenda: N/I — Ndo ldentificado

Grafico 4. Representatividade da idade dos touros analisados, <3 e>3 anos
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Presenca de Falha Reprodutiva nas
Exploracdes

B Sim = Nao

Grafico 5. Quantificacdo da presenca de falha reprodutiva nas 12 exploracdes
inquiridas

Realizacdo do Exame Androldgico aos Touros

HSIM

= Nao

Grafico 6. Representatividade de Exames Androldgicos

Os resultados finais obtidos do exame direto ao microscopio e
cultura, bem como a confirmacdo pelo diagnostico molecular por PCR
(Figura 14), demonstraram auséncia de T. foetus em todas as amostras
prepuciais recolhidas (Tabela 5), exceptuando trés resultados (Tabela 5)
na exploragdo 1; 10 e 11, onde houve inibicdo da PCR e um falso
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positivo (Tabela 6), na exploragdo 11, revelando esta amostra
individual, colhida para In Pouch TM, ser um Tetratrichomonas spp,

confirmando posteriormente, por PCR individual, a auséncia de T.
foetus.
Tabela 5. Resultados obtidos do Laboratério de Parasitologia Vitor Caeiro,

Universidade de Evora, no isolamento de T. foetus, na totalidade dos touros

presentes no estudo

N° de Resultado laboratorial
Exploracdes Localizagdo Touros | Exame Direto/Cultura Exame Molecular (PCR)
Tritrichomonas foetus
Por touro Por Exploracao
Meio de transporte/cultura
Solucédo de PBS/ Diamond
Exploragdo 1 ~ Gavido 6 NEGATIVO INIBICAO
Exploragdo 2  Coruche 2 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracdo 3  Benavente 3 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracdo 4  Coruche 3 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracdo 5 Mora 1 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracio 6  Evora 9 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracdo 7 Mora 16 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracdo 8 Mora 2 NEGATIVO NEGATIVO
Exploracdo 9 Benavente 12 NEGATIVO NEGATIVO
Exploragdo 10 Coruche 9 NEGATIVO INIBICAO
Exploragdo 11 Cuba 13 NEGATIVO INIBICAO
Exploragdo 12 Cuba 28 NEGATIVO NEGATIVO
Total 12 104 (n=104) (n=12)
Tabela 6. Resultados obtidos do Laboratério SEGALAB, no isolamento de T.

foetus e C. fetus sp venerealis na Exploracdo 11 e 12.

Ne de Resultado laboratorial

Exploragdes Localizagdo Touros Exame Direto/Cultura
Ttritrichomonas foetus Campylobacter fetus sp. Venerealis
Meio de transporte/cultura Meio de transporte/cultura

In Pouch ®TM Weybridge /Skirrow
Exploracéo 11 Cuba 13 12N /1P 13N
Exploragéo 12 Cuba 28 28N 28N
Total ’ a (n=40) N/ (n=1) P (n=41)N
Legenda: P, positivo; N, negativo
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M+-8 9101112 c¢def

T. foetus

347pb

Controlo Interno

528 pb
T. foetus
347pb
Legenda: M, marcador de peso molecular ¢x174 RF,DNA Hae IIl digest (invitrogen); +,
Controlo positivo, DNA de T. foetus, 347pb; -, controlo negativo, agua; a;b;c;d;e;f,

amostras néo pertencentes ao estudo; 1;2;3;4;5;5;7;8;9;10;11 e 12, amostras respeitantes
as exploracgdes, recolhidas durante o estudo.

Figura 14. Andlise por electroforese em gel de agarose a 2%, dos produtos
resultantes de ampliacdo por PCR, das 12 exploracfes analisadas, no rastreio de T.
foetus.
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5. DISCUSSAO

Com o aumento da prevaléncia mundial da tritrichomonose em
efectivos de bovinos de carne explorados extensivamente (Ortega-Mora et
al., 2007), este estudo contribuiu de forma simplificada para a andlise da
presenca do agente infeccioso em exploragbes portuguesas e das
dificuldades e limitacdes ao estudo, sugerindo préticas de prevencdo,
metodos de diagnostico e formas de actuacdo face a presenca de um
surto clinico. A auséncia de T. foetus no estudo (Tabela4;5 e Figura
14), podera estar relacionada com o tamanho da amostra, sendo
insuficiente os resultados para poder estimar a prevaléncia atual da TB

em Portugal.

Das técnicas abordadas para recolha de amostra, o método por
raspagem, revelou ser mais rapido, com menor contaminacdo bacteriana,
no entanto foi detectada a presenca de sangue nas amostras obtidas quer
por raspagem, quer por lavagem prelcial, podendo contribuir para
inibicdo da PCR, facto que foi observado na exploracdo 1; 10 e 11 das
12 amplificacdes obtidas e que reforca a necessidade de incluir um

controlo interno aquando do diagnostico por PCR.

Diversos fatores externos poderdo ter diminuido a sensibilidade
do diagnostico direto e cultura (Parker et al., 2003), como, falta de
optimizacdo na execucdo da técnica de recolha da amostra,;
contaminacdo, por fezes e urina; em alguns animais, o facto ndo se ter
respeitado o repouso sexual e as condi¢cdes de transporte para o
laboratdério. Alguns autores, apontam sensibilidade de 70,04% e
especificidade de 95,7% no isolamento de T. foetus em recolhas de
amostras prepuciais em touros, sendo recomendado 2 ou 4 culturas

negativas(Perez et al., 2006).

Neste estudo e como objectivo inicial, apenas se procedeu uma
recolha por touro (Tabela3), confirmando-se os resultados obtidos, por

PCR, estando descrito que no diagnostico por exame direto com cultura,
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uma sO recolha por animal diminui a sensibilidade do diagnostico.

aumentando a possibilidade de falsos-negativos (Parker et al, 2003).

Constatou-se que a sensibilidade do meio Diamond's e do meio
comercial In Ppouch®, foram semelhantes nas Exploragbes 11 e 12
(Tabela 4 e 5), salientando a facilidade da utilizacdo a campo, do meio
de transporte e cultura comercial. Embora no estudo, o tempo de
transporte das amostras, tenha sido inferior a 6 horas, diversos autores
referem que, tempo superior a 24 horas, assim como altas temperaturas
diurnas, diminuem a viabilidade do protozoario e a sensibilidade do
diagndstico (Kvasnicka et al., 1992), devendo, idealmente, a amostra chegar
ao laboratério no inicio da semana, permitindo o seu processamento de

forma seguida.

Na observagdo ao microscOpio, a combinacdo da cultura ao
exame direto, facilitou a pesquisa do agente etiolégico, devido ao
aumento esperado da sua concentracdo, contribuindo para o aumento da
sensibilidade do diagndstico. Ficou demonstrado a baixa especificidade,
problema comum, em distinguir protozoarios pertencentes a mesma
Familia, tendo sido encontrado um falso-positivo na exploragdo 11,
tratando-se de wum Tetratrichomonas spp, de origem intestinal
apatogénico, comprovado individualmente negatividade a T. foetus, por
PCR. A presenca de células epiteliais, podera indicar uma boa técnica
de recolha de amostra, visto que o protozoario se localiza sobre o
tecido epitelial, no entanto a presenca de sangue poderd inibir o PCR,
facto demonstrado nas exploragbes 1; 10 e 11 (Tabela 5). Sendo o
segundo e terceiro dia, o mais apropriado para identificacdo do
protozoario, quer pelo tempo decorrido de incubacdo, quer pelo menor
crescimento bacteriano e fungico, em algumas amostras houve

crescimento bacteriano de Pseudomonas spp e Bacillus spp.

O diagnostico por PCR, ndo se revelou influenciado pela técnica
adotada na recolha das amostra prepuciais. Sendo que as amostras que
continham sangue estiveram associadas a inibi¢cdo da PCR.
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O diagnostico molecular, apresenta elevada especificidade e
sensibilidade (Felleisen et al., 1998). No entanto a sensibilidade podera
diminuir, consoante a contaminagdo da amostra; a presenca de enzimas
segregadas pelo proprio protozodrio e o tempo de preservagdo da
amostra. Sendo uma técnica rapida, apresenta como beneficio, a
dispensa de varios dias de observacdo, por técnicos laboratoriais
altamente especializados. No entanto devera salientar-se que o primeiro
passo para o diagnostico da TB, devera ser a cultura, apresentando uma
sensibilidade aproximada de 90% ( Ortega-Mora et al., 2007; Skirrow et al., 1985).

A introducdo de uracil-DNA-Glicosilase (UDG), substituindo o
nucleotido dTTP da mistura pelo nucledtido introduzido dUTP, teve a
finalidade de evitar a contaminacdo cruzada, destruindo selectivamente
0s contaminantes do processo de ampliacdo de reacc¢des anteriores.
Desta forma, pela inactivacdo de UDG A 95°C, no termociclador, foi

possivel evitar falsos positivos no diagndéstico final.

Na eletroforese, a auséncia do produto de ampliacdo, do
fragmento do gene 5.8s r RNA, inicialmente seleccionado, devido a sua
elevada especificidade permitiu concluir a auséncia de T. foetus nas
amostras recolhidas, respeitantes as 12 Exploracdes. Diferentes
concentracdes de agarose variam a eficiéncia de separacdo de diferentes
tamanhos de DNA, revelando ser essencial o uso marcadores
comerciais, na leitura final dos produtos amplificados. Foi tambéem
utilizado um controlo Interno (Cl), constituido por cerca de 10 coépias
de um fragmento de DNA recombinante, com o objectivo de detectar
uma possivel inibicdo da PCR. Para tal cada amostra foi preparada em
duplicado, sendo que este se liga aos “primers” TFR3 e TFR4 dando
origem a um produto de ampliacdo, com cerca de 528pb, superior ao
tamanho do produto de diagndstico (Ortega-Mora et al., 2007).

Na exploragbes 11 e 12, a par do isolamento de T. foetus foi
efectuada pesquisa de Campylobacter fetus sbp venerealis, onde todos
os animais foram negativos a ambos os agentes infecciosos. Sendo, a

campilobacteriose um dos diagndésticos diferenciais a considerar como
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causa de infertilidade num rebanho, serd sempre de grande utilidade
inclui-la, juntamente com a TB, como exame complementar do exame
androlégico do touro. Recentemente um estudo feito no Alentejo,
demonstrou existir em véarias explorac6es patologia clinica, salientando
0 autor o caracter reemergente desta patologia em Portugal (Cartaxo Sousa,
2014)

Sustentando a hipotese de presenca de TB, nas exploracgdes
analisadas, face aos resultados obtidos em questionario aos
criadores/tratadores, relativamente ao historico de falhas reprodutivas;
a presenca de vacas ndo gestantes; de abortos e consequente aumento o
IEP do rebanho e tendo sido descartada a presenca de T. foetus, nos
rebanhos analisados, cabe ao Médico Veterinario responsavel pela
exploracdo o dever de incluir na lista de agentes etioldgicos, outros
diagndsticos diferencias de doencas com implicacdo na reproducdo, tais
como: campilobacteriose, IBR; BVD; leptospirose; neosporose, entre

outras, sustentando a sua escolha com os dados epidemioldgicos locais.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho contribuiu, para uma actualizacdo dos dados
epidemioldgicos da tritrichomonose bovina em Portugal, sobretudo em
animais de aptiddo carnea explorados extensivamente, ndo tendo sido

isolado T. foetus, nos touros analisados.

Das amostras dos touros, recolhidas por lavagem e raspagem
prepucial, o exame direto e com cultura, revelou-se consistente com o0s
resultados do pratico, rapido e fiavel, mas oneroso diagndstico
molecular, PCR. A chave do sucesso no diagnéstico laboratorial da
tritrichomonose bovina, assenta na obtencdo e processamento adequado
das amostras a analisar, podendo a interpretacdo dos resultados falsos-
negativos, justificarem a desvalorizacdo desta patologia em Portugal,
reforcando a necessidade de incluir o seu rastreio por rotina no exame
andrologico. Foi também possivel com este trabalho descrever algumas
medidas a implementar face a entrada do agente infeccioso, num

rebanho.

Podendo a tritrichomonose bovina em Portugal estar
subdiagnosticada, em Espanha, em condi¢cbes de exploragdo muito
semelhantes, foram identificados animais positivos e com percentagens
elevadas (Mendoza-lbarra et al., 2012). Reconhecendo, que a produtividade
das exploracdes pecuarias estd directamente relacionada com a
eficiéncia reprodutiva dos efectivos, o0 primeiro passo para o0
diagnostico de problemas reprodutivos devera ter por base os registos
dos indices de producdo e o histérico de problemas que orientem a

recolha adequada de material para analise.

Compete ao Médico Veterinario assistente da exploracdo, a
consciencializacdo dos proprietarios da necessidade de prevencdo e do
impacto economico, bem como da vigilancia continua dos rebanhos mais
susceptiveis, incluindo a pesquisa de agentes venéreos infecciosos no

exame androlégico do touro. O papel do Laboratério e seus técnicos
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responsaveis, assume especial importancia, na orientacdo da técnica de
recolha de amostras e seu transporte, contribuindo o seu éxito para a

fiabilidade dos resultados do diagnostico.
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APENCICES

Anexo | — Questionario de maneio reprodutivo na exploracdo e listagem

de colheita de amostras.

DADOS DA EXPLORALAO Estatuto Sanitario T. efectivo Proporgéo touro/VACAS Vacinagao Historia de Problemas reproductivos
Exploragéo 1 ; Gavido B3T3 L4 160 1T/25V nao 6Abortos /20Vacas
Exploragdo 2, Coruche B3T3 L4 120 1T/60V nao N/

Exploracéo 3, Benavente B4T314 80 1T/25V nao N/

Exploragéo 4; Coruche B3T3 L4 120 1T/40V néo N/t

Exploragéo 5; Mora B3T2L4 70 1T/70V nao N/t

Exploragéo 6; Evora B3T3 L4 254 1T/50V nao N/

Exploracdo 7; Mora B3T3 L4 375 1T/75V nao 20Abortos
Exploragéo 8; Mora B3T3L4 200 1T/100V nao N/

Exploragéo 9; Benavente B3T3L4 276 1T/50V nao 20Abortos/70Vacas
Exploragéo 10; Coruche B3T3L5 N/I N/I N/I N/I

Exploracdo 11; Cuba B3T3 L6 N/t N/1 N/ 50ndo prenhas/140 a cobricéo
Exploracdo 12; Cuba B3T3L7 N/I N/I N/1 N/
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JE— Técnica de recolha prepucial
[DATA AMOSY DADOS DO TOURO
 — Exploracéo/ Localizacdo § N° Touro Raca/ldade Origem xame Androlégi Notas
21-11-2011| Exploracdo 1; Gavido 1 Limousine;4A Compra sim Amostra Raspagem
| — 2 Limousine;2e 4 M Compra sim Amostra Raspagem
3 Limousine;5e4 M Compra sim Amostra Raspagem
4 Limousine;4e3M Compra sim Amostra Raspagem
— 5 Limousine;2e 4 M Compra néo Amostra Raspagem
6 CZ/Limousine;2 e 9 M Casa nao Amostra Raspagem
24-11-2011| Exploracéo 2, Coruche 7 Limousine;5 A Compra néo Amostra Raspagem
— 8 Limousine;5A Compra nao Amostra Raspagem
20-12-2011| Exploracéo 3, Benavente 9 Limousine;2A Compra sim * |Amostra L. Prepucial
7 10 Limousine;7A Compra sim * Amostra L. Prepucial
11 Limousine;7A Compra sim * Amostra L. Prepucial
| 23-12-2011| Exploragcéo 4; Coruche 12 Limousine;5A e 4M Compra néo |Amostra L. Prepucial
13 Blonde d'A; 11Ae 7TM Importagéo ndo Amostra L. Prepucial
10-01-2011| Exploracéo 5; Mora 14 Limousine;3A Compra néo /Amostra L. Prepucial
— 15 Limousine; 3A Compra néo Amostra L. Prepucial
[_17-01-2011] Exploracdo 6; Evora 16 Raga Alentejana;1A e 6M |Casa sim* /Amostra L. Prepucial
17 Raga Alentejana;1A e 6M |Casa sim* |Amostra L. Prepucial
18 Raca Alentejana;1A e 6M |Casa sim* Amostra L. Prepucial
19 Raca Alentejana;1A e 6M |Casa sim* |Amostra L. Prepucial
20 Casa sim* |Amostra L. Prepucial
21 Casa sim* Amostra L. Prepucial
22 Casa sim* Amostra L. Prepucial
23 Casa sim* |Amostra L. Prepucial
24 Raga Alentejana;1A e 6M |Casa sim* Amostra L. Prepucial
06-02-2012|  Exploragdo 7; Mora 25 Limousine;8A e 9M Compra nao |Amostra L. Prepucial
26 Limousine;8A Compra néo Amostra L. Prepucial
27 Limousine;2A e 4M Compra néo Amostra L. Prepucial
28 Limousine;8A e 9M Compra néo |Amostra L. Prepucial
29 Limousine;9A Compra néo Amostra L. Prepucial
16-02-2012] 30 Limousine;5A Compra néo Amostra L. Prepucial
31 Limousine;5A Compra néo |Amostra L. Prepucial
32 Limousine;4A Compra néo Amostra L. Prepucial
33 Limousine;9A Compra nao |Amostra L. Prepucial
34 Limousine;9A Compra néo |Amostra Raspagem
35 Limousine;9A Compra néo |Amostra Raspagem
17-02-2012 36 Limousine;9A Compra néo |Amostra L. Prepucial
37 Limousine;9A Compra néo Amostra L. Prepucial
38 Limousine;12A Compra néo Amostra L. Prepucial
23-02-2012 39 Alentejano;8A Compra nao |Amostra L. Prepucial
40 Alentejano;6A Compra ndo Amostra L. Prepucial
23-02-2012|  Exploragéo 8; Mora 41 Limousine;4A Compra nao |Amostra L. Prepucial
42 Limousine;4A Compra néo |Amostra L. Prepucial
29-02-2012| Exploragéo 9; Benavente 43 Limousine N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial
44 Alentejano N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
45 Limousine N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
46 Alentejano N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
47 Limousine N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
48 Alentejano N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
49 Limousine N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
50 Limousine N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
51 Limousine N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
52 Limousine N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
53 Limousine N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
54 Limousine N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial
01-03-2012| Exploracéo 10; Coruche 55 Limousine; 5A N/ 1 Nao |Amostra L. Prepucial
56 Limousine; 8A N/ 1 Nao Amostra L. Prepucial
57 Limousine; 5A N/ | Nao Amostra L. Prepucial
58 Limousine; 5A N/ 1 Nao |Amostra L. Prepucial
08-03-2012] 59 Limousine; 7A N/ 1 Nao /Amostra L. Prepucial
60 Limousine; 8A N/ | Nao |Amostra L. Prepucial
61 Limousine; 9A N/ Nao Amostra L. Prepucial
62 Limousine; 7A N/ 1 Nao Amostra L. Prepucial
63 Limousine; 12A N/ 1 Nao |Amostra L. Prepucial
19-09-2012| Exploragdo 11; Cuba 64 Limousine; 6A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
65 Limousine; 3A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
66 Limousine; 3A N/1 sIM Amostra L. Prepucial
67 Limousine; 2A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
68 Limousine; 5A N/ | SIM |Amostra L. Prepucial
69 Limousine; 3A N/1 sIM Amostra L. Prepucial
70 Limousine; 3A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
71 Limousine; 6A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
72 Limousine; 6A N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial
73 Limousine; 10A N/ | SIM Amostra L. Prepucial
74 Limousine; 2A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial
75 Limousine; 5A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial
76 Limousine; 3A N/ | SIM |Amostra L. Prepucial
26-09-2012| Exploragéo 12; Cuba 77 Limousine; 7,5A N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
78 Limousine; 7,5A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
79 Limousine; 3A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
80 Limousine; 2A N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
81 Limousine; 8,5A N/ | SIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
82 Limousine; 3A N/1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
83 Limousine; 8,5A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
84 Limousine; 6,5A N/ | SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
85 Limousine; 6A N/1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
86 Limousine; 3A N/ 1 siM /Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
87 Limousine; 10A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
88 Limousine; 7,5A N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
89 Limousine; 6A N/ 1 siM /Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
02-10-2012 90 Limousine; 3A N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
91 Limousine; 2A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
92 Limousine; 2,8A N/ I SIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
93 Limousine; 2A N/1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
94 Limousine; 2A N/1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
95 Limousine; 2A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
96 Limousine; 2A N/ 1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
97 Limousine; 2,7A N/1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
98 Limousine; 2,6A N/ 1 SIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
99 Limousine; 2,5A N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
100 Limousine; 2,4A N/ 1 SIM /Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
101 Limousine; 2A N/1 sIM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
102 Limousine; 3A N/ 1 siM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
103 Limousine; ? N/ 1 SIM |Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
104 Limousine; 2,7A N/1 siM Amostra L. Prepucial Recolha para In Pouch TM
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Anexo Il — Exame Androlégico, Exemplo de modelo praticado.
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