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ABSTRACT.- Ramos A.A., Leite M.L.A.S., Guida H.G., Machado R.D., Andrade V.L.B., Jesus
V.L.T. & Camargo A.J.R. 1985. [Efficiency of a vaccine against Bovine Campylobacteriosis
with autochthonous cultures in oily adjuvant. | Eficiéncia de uma vacina contra a Campilobac-
teriose bovina com culturas autdctones em adjuvante oleoso. Pesquisa Veterindria Brasileira
6(1): 15-21. Embrapa-UAPNPSA, Km 47, Seropédica, RJ 23851, Brazil.

The study of a vaccine containing 13 cultures of Campylobacter fetus subsp. venerealis and
one intestinalis was carried out. These cultures were isolated in Rio de Janeiro State from
animals suffering of reproductive diseases, from an aborted fetus and from the foreskin cavity
of infected bulls. Those cultures were inactivated by a 0,5% formalin solution and treated by
heating at 37°C for 24h in oily adjuvant.

The immunogenicity of the vaccine was assayed on two groups of eight half-breed virgin
Holstein aging over two year old weighing over 300 kg. This was performed by infecting
subcutanously 5.0 ml of the vaccine in both groups. The second group animals received a 5.0 ml
booster 14 days later.

Indirect immunofluorescence  and serum-agglutination test showed an optimal antibody
production at 30th and 36th days, respectively for animals vaccinated with one and two doses.

Sixty days after the first vaccination the heifers were infected with 4 x 10° cells (culture
RJ 14, Campylobacter fetus subsp. venerealis) at the moment of artificial insemination at the
cervicovaginal region.

The reproductive efficacy of 100 and 75%, for one and two doses respectively, with three
inseminations, showed to be the best way to assay immunity confered by the vaccine. On the
other hand, for the eight heifers composing group II, 15 inseminations were necessary for an
efficiency of 100%, or 1.8 semen doses, for fertilization. The result was superior to that of
group III, in which 16 inseminations were necessary for pregnancy in 7 out of 8 heifers; an
efficiency of 75%, or 2.2 semen doses, for fertilization.

The control group of 8 heifers presented only 4 pregnancies from 19 inseminations, or 4.7
semen doses, for fertilization. The opsonizating effect of IgG was the responsible by the absence
of microorganisms in the cervico mucous of the vaccinated heifers. However the presence of

microorganisms in some heifers did not affect the reproductive efficacy in these animals.

INDEX TERMS: Vibrio fetus, vaccination, vibriosis, control method, evaluation.
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SINOPSE.- O presente estudo trata de uma vacina contendo
13 culturas de Campylobacter fetus subsp. venerealis e uma
cultura do Campylobacter fetus subps. intestinalis, isoladas no
Estado do Rio de Janeiro, provenientes de animais com pro-
blemas de reprodugido, de um feto abortado e da cavidade
prepucial de touros infectados, inativada pelo formol a 0,5%e€
normalizada pelo calor 4 37°C por 24h em adjuvante oleoso.

Para a pesquisa da ag¢do imunogénica da vacina foram em-

- pregados dois grupos compostos por oito novilhas virgens

mesticas de holandés, com idades acima de dois anos e pesos
acima de 300 kg. A vacinagdo realizou-se com uma aplicagdo
de 5,0 ml da vacina na regido cervical via subcutanea, sendo
que no segundo grupo, houve uma vacina¢do com mais 5,0 ml
com intervalo de 14 dias entre as doses.
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Os testes de imunofluorescéncia indireta e de soroaglutina-
¢d0, indicavam haver um 6timo pique na média da produ¢do
de anticorpos para o grupo vacinado com uma dose ao 30°
dia e no 369 dia para o grupo vacinado com duas doses.

~ Apbs 60 dias da primeira vacinagdo, os animais foram
contaminados com 4 x .10® células da amostra RJ 14 do
Campylobacter fetus subsp. venerealis no momento da primei-
ra inseminagao artificial na regido anterior da vagina.

A eficacia de 100 e 75% para uma dose e duas doses da va-
cina respectivamente com base no desempenho reprodutivo
obtido com no maximo trés inseminag¢Ges, demonstrou ser o
melhor método de avaliagdio da imunidade conferida pela
vacina. Por outro lado, para as oito novilhas que compunham
o grupo II foram necessarias 15 inseminagGes para se obter
a eficiéncia de 100%, ou seja, 1,8 dose de sémen por fecundagdo.
Tal resultado foi superior ao do grupo III, no qual, dentre
oito novilhas, sete ficaram gestantes, sendo necessrias 16 in-
seminagdes para se obter uma eficiéncia de 75%, ou seja, 2,2
doses de sémen por fecundagdo.

O grupo controle apresentou apenas quatro novilhas gestan-
tes e requereu 19 inseminagdes, ou seja, 4,7 doses de sémen
por fecundagdo. A opsonizagdo pelo IgG foi a responsavel pela
auséncia do microrganismo no muco cérvico-vaginal de novi-
lhas vacinadas, porém, a presenga de microrganismo no mu-
co cérvico-vaginal de algumas novilhas ndo afetou a eficiéncia

* reprodutiva desses animais.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Vibrio fetus, vacinagdo, vibriose, método
de controle, avaliag¢do.

INTRODUCAO

Os prejuizos econdmicos causados pela Campilobacteriose
sdo ocasionados pelas falhas de coberturas, redu¢do do indi-
ce de natalidade, perda na produgdo leiteira, infertilidade
a nivel de rebanho, influenciando o desfrute (Frank 1956,
Mies Filho 1960, Safford 1969, Madoux & Willians 1975,
Leite et al. 1980). Isto motivou varios pesquisadores a ava-
liarem métodos para o seu controle, tendo sido realizada
por Amell & Stockton (1956) a primeira tentativa de pro-
duzir a imunidade através da vacinagdo contra a Campilobacte-
riose. Logo apos, a vacinagdo demonstrou ser efetiva na pre-
vengdo da enfermidade, podendo ser também curativa (Clark
et al. 1970, Zemjanis 1974, Schurig et al. 1975, Leite et al.
1980).

Hoerlein & Kramer (1964) vacinaram novilhas com va-
cinas inativadas pelo formol, fenol, calor, congelagio e des-
congelagdo. Esses animais foram posteriormente infecta-
dos, obtendo-se uma variagdo na taxa de prenhez de 80 a
100%, requerendo uma, duas ou trés coberturas por pre-
nhez, contra 39 coberturas por prenhez no grupo controle.
Varias tentativas para se determinar o adjuvante que melhor
auxilia na resposta imunoldgica do animal foram empreen-
didas. Os resultados de Hoerlein et al. (1964, 1965), Scott
(1966) Beckenhauer (1967), Clark et al. (1968), Hoerlein
& Carrol (1970), Carrol & Hoerlein (1972), Claik et al. (1970)
e Leite et al. (1980) indicam que o 6leo mineral mostrou ser
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satisfatorio por estimular mais intensamente o sistema imu-
nolégico, e por proporcionar um estimulo antigénico mais
prolongado.

Com a imuniza¢do sistémica, os anticorpos do soro pas-
sam, por transudag¢do, & mucosa uterina e tudo indica que a
opsonizagdo pelos anticorpos do soro é critica e provavelmente
explica a imunidade vacinal (Dozsa et al. 1962, Vandeplassche
et al. 1963, Peterson & Newsam 1964, Carrier & Kramer 1971,
Wilkie & Winter 1971, Schurig et al. 1974, Corbeil et al. 1974,
Border & Firehammer 1980).

Hoerlein et al. (1965), Hoerlein & Carrol (1970) sugerem
que, para se obter imunidade maxima, a vacinagdo devera ser
feita de 30 a 120 dias antes da cobertura, em todas as fémeas
(novilhas e vacas), com dose tinica da vacina em adjuvante
adequado. E que, com tal procedimento, a resposta é superior
a que se obtém quando se aplicam duas doses da vacina. Carrol
& Hoerlein (1972) relatam, ainda, que um dos pontos impor-
tantes a considerar, quando se avalia a imunidade vacinal de
um rebanho contra a Campilobacteriose, é o percentual de
gestacoes, sendo esse o melhor critério para avaliagdo. O uso
exclusivo do isolamento ou dos achados sorologicos seria in-
suficiente para se avaliar a prote¢do contra os efeitos da
doenga. Berg & Firehammer (1978) relatam, no entanto,
que através da soro-aglutinagdo em tubos se pode determinar
os titulos que conferiram a imunidade vacinal, visto que, hi
correlagdo entre os resultados sorologicos e a eficiéncia da
vacina.

O objetivo deste estudo foi a obten¢do de uma vacina efi-
caz elaborada com culturas autdctones para imunizar bovinos
contra a Campilobacteriose, em face dos grandes prejuizos
econdmicos determinados pela doen¢a em nosso meio. -

~

MATERIAL E METODOS

As amostras de Campylobacter fetus usadas na preparag¢io da vacina
foram isoladas da cavidade prepucial de touros infectados naturalmente
e do contelido estomacal de um feto abortado, de animais pertencentes
a rebanhos leiteiro localizados no Estado do Rio de Janeiro. Essas
amostras foram tipificadas por Ramos et al. (1983), conforme consta
do Quadro 1.

A preparacdo da vacina constou de um “pool” das amostras RJ 1 a
RJ 14 do microorganismo (Quadro 1) as quais reativadas a partir de
estoques liofilizados em meio de tripticase contendo 0,50; 0,25; 0,10 de
dgar e multiplicadas em caldo tripticase em tubos de ensaios, frascos de
Erlenmayer e garrafas de Roux, incubados a 37°C em atmosfera nor-
mal, durante 24 h. Apos verificagdo do crescimento e de pureza das
culturas concentrou-se a suspensdo, apds filtragdo em gase estéril, a
12.000 G durante 40 min. O sedimento foi ressuspenso em salina for-
molada a 0,5%, e incubado a 37°C por 24 h. Sua padronizagio foi feita
de forma que uma diluigdo 1:200 obtivesse 0,30 T em 525 mn. Adicio-
naram-se em_partes iguais, a massa bacteriana padronizada e o adju-
vante oleoso”. A homogeinizagdo foi feita a 10.000 G durante 30 min,
em mixador “Lourdes”8. O envasamento foi realizado em frascos con-
tendo 5 ml da suspensdo.

A vacina, uma vez preparada, foi submetida ao teste de esterilidade
semeando-a em meios aerdbijos, anaerdbios e meios seletivos para fun-

750% de marcol e 50% de montanide, gentilmente cedido pelo
Instituto Pan-Americano de Febre Aftosa, RJ.

8«Lourdes Homogeinizg” M.T. 10.000. Thomas Co, U.S.A.
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gos, e incubados a 37°C por cinco dias. Para o teste de inocuidade
inocularam-se, subcutaneamente, seis cobaios. Para o teste de eficiéncia
em animais de laboratdrio, empregaram-se seis coelhos e seis cobaios,
fémeas adultas, que foram inoculadas com trés doses de 0,5 ml por via
subcutdnea, ‘com intervalos de trés dias entre as doses. Decorridos sete
dias da ltima inoculagdo e aos 14 e 21 dias, os animais foram sangra-
dos por pungdo cardiaca, sendo os soros testados pelas técnicas de
soro-aglutinagdo e imunofluorescéncia, em dilui¢cGes a partir de 1:2
até 1:4096.

O teste da eficiéncia em bovinos contou com 24 novilhas virgens
mesticas de holandés, com idade acima de 2 anos e peso superior a

300 kg pertencentes ao rebanho leiteiro da Pesagro-Rio e mantidas na .

Estagdo Experimental de Itaguai, situada no km 47 da antiga Rodovia
Rio-Sdo Paulo, Itaguai, Estado do Rio de Janeiro. Essas novilhas per-
maneceram sob o regime usual de manejo do rebanho, em pastagens
nas dependéncias da referida Estagdo.

Os animais foram submetidos ao exame ginecoldgico através de
palpagio retal e por vaginoscopia e procedidos os testes de brucelose,
leptospirose, campilobacteriose, tuberculose e tricomonose.

Todos os animais foram observados diariamente durante os seis
meses anteriores a vacinagdo para detecgdo da periodicidade do estro,
comprovado por palpagdo retal.

As novilhas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos de
8 animais. O grupo I, controle, ndo foi vacinado. Os animais do grupo
I foram vacinados com dose Ginica de 5,0 ml por via subcutinea na
regido cervical, e os do grupo III, com duas doses de 5,0 ml, interva-
ladas de 14 dias.

Para a pesquisa de anticorpos anti-Campylobacter fetus pbs-vaci-
nais aplicou-se a técnica de micro-aglutinagdo com diluigGes de 1:2
até 1:4096.

0 soro dos animais foi colhido aos 7, 14,21, 28,35,42, 49,59 ¢ 63
dias ap0s a vacinagdo.

A imunofluorescéncia indireta foi realizada empregando-se a globuli-
na anti-bovina marcada’. Usou-se 0 processo de titulagdo sucessiva dos
soros, partindo da diluigdo de 1:10 até 1:5120. Como suporte foram
empregadas ldminas para microscopia fluorescente e como esfregaco,
uma suépensio de Campylobacter fetus fixada em acetona e lavada em
solugdo tampdo a pH 7,2. O titulo do soro foi determinado pela maior
diluicdo em que ocorria fluorescéncia nitida.

Dois meses apés a primei:a vacinagdo foi feita a inseminagdo com
semen em “pelllet”, apds cessagdo dos sinais visiveis do estro. Cada
novilha, minutos apds a inseminacdo, foi infectada com 1 ml, da suspen-
s30 bacteriana de desafio (Smibert, 1970), descongelada em 4gua fria
a 4°C e a seguir depositado diretamente na vagina proximo do colo ute-
rino, com pipeta plastica de inseminagdo artificial. Nesse teste de desa-
fio da imunidade foi usada a amostra RJ 14 (Quadro 1) tipificada por
‘Ramos et al. (1983), a qual, estocada liofilizada e reativada em caldo
tripticase agar em tubos de ensaios e multiplicada em caldo tripticase
em tubos de ensaio, frascos de Erlenmeyer e garrafas de Roux, foi con-
centrada a-12.000 G, ressuspensa em caldo tripticase acrescido de 15%
de glicerol e congelado a —20°C (Smibert, 1970). A padronizacdo foi
feita de modo que, em uma dilui¢do a 1:200, se obtlvessem 0,30 T em
525 mn, correspondentes a concentragio de 4 x 10° bactérias por ml
de material inoculado.

Decorridos 14 dias da inseminagdo e do desafio da imunidade, co-
letou-se muco cérvico-vaginal com pipetas de vidro e pera de borracha
acoplada a uma das suas extremidades. Foram depositados 0,8 ml de
muco em cada frasco esterilizado contendo 0,2 ml de acetilcisteina
(Fluimucil) 10 3 20% sendo as amostras congeladas a —20°C e exa-
minadas posteriormente.

O muco cérvico-vaginal para isolamento do Campylobacter fetus
foi semeado diretamente em meio de cultivo (Neill et al. 1980) e leva-
do ao laboratério imediatamente apds a colheita para ser processado.
As colheitas foram realizadas aos 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70,
77, 84 € 91 dias ap0s o desafio da imunidade.

%0 conjugado foi preparado no Depto de Virologia do Instituto
de Microbiologia, UFRJ.
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Para a imunofluorescéncia direta utilizou-se como fluidificante do
muco acetilcisteina, na propor¢io de 4:1. Foram preparadas quatro
laminas com esfregagos de aproximadamente 2 cm* de 4rea secados ao ar.

{\pés fixacdo com acetona, lavagem e secagem, adicionou-se o soro
anti Campylobacter fetus, incubando-se a 37°C em cidmara timida du-
rante 30 min., seguida de lavagem com tampdo por 20 min., secagem e
adigdo de globulina anti-bovina conjugada contendo duas unidades
fluorescentes. Apds nova incubagdo, lavagem em tampdo, secagem, pro-
cedeu-se a cobertura com glicerina alcalina e laminula.

Quadro 1. Amostras de Campylobacter fetus usadas para
elaboragdo da vacina

Amostra Tipo(a) Biotipo Subespécie Diagnéstico
R} 1 A 1 venerealis Infertilidade
R 2 B 1 intestinalis Aborto
R} 3 A 1 venerealis Infertilidade
R] 4 A 1 venerealis Infertilidade
R} 5§ A 1 venerealis Infertilidade
R} 6 A 1 venerealis Infertilidade
RY 7 A 1 venerealis Infertilidade
RJ 8 A2 1 venerealis Infertilidade,

aborto
RI 9 A 1 venerealis Infertilidade
RJ 10 A 1 venerealis Infertilidade
RJ 11 A2 1 venerealis Infertilidade,
aborto
RJ 12 A 1 venerealis Infertilidade
. RJ 13 A 1 venerealis Infertilidade
RJ 14 - A 1 venerealis Infertilidade

@ Amostras isoladas e tipificadas por Ramoset al. (1983).

No exame ao microscopio epifluorescente foi considerado teste po-
sitivo o caso em que havia fluorescéncia nitida das bactérias contidas no
muco. Nesse teste utilizou-se microscopio Zeiss, com limpada de vapor
de mercirio HB0-200, filtro anticalérico, filtro de barreira amarelo e
filtro BG-12 com 3 mm de espessura.

O muco cérvico-vaginal para isolamento foi semeado assepticamente
em 2,0 ml de meio semi-sGlido segundo Neill et al. (1980) € incubado a
37°C. Apbs o crescimento caracteristico abaixo do nivel do meio por
48h, procedeu-se O exame em campo escuro € em microscopia de
contraste de fase.

A etapa seguinte compreendia o envolvimento das culturas em meio
seletivo, constituido de infuso cerebro-cora(gaoll 4 , 1,522,0%
com 10% e sangue desfibrinado de bovino, 15 umdades por ml de
bacitracina™~, uma unidade por ml de sulfato de polimixina B“, cinco
microgramas por ml de novobiocinals, e 0,1 ml por ml de verde-bri-
lhante'® a 0,33%. Aliquotas de 0,1 ml de muco de cada animal eram
inoculado em trés placas de Petri. As placas eram incubadas em atmos-
fera com 10% de CO, por 96h, sendo- examinadas, portanto, apds o
quarto dia de incubagdo.

10Zambon Laboratérios Farmacéuticos S.A., Sdo Paulo.
11 pjfco, Rio de Janeiro.

12BBL, Rio de Janeiro.

13Laboratério Frumtost S.A., Sdo Paulo.

14 Pfizer Quimica Ltda., Sdo Paulo.

15 Upjohn Produtos Farmacéuticos, Sdo Paulo.

16 Merck Sharp & Dohme Ltda., Rio de Janeiro.
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Partindo de colonias suspeitas foram identificadas as culturas de
Campylobacter fetus com base nos. caracteres morfoldgicos e tinto-
riais, utilizando-se os métodos de Gram, Ziehl-Nielsen modificado,
cristal violeta e a motilidade em campo escuro e em contraste de fase
e provas bioquimicas mclumdo a producio de catalase, oxidase e ne-
gatividade para producdo de H 2.

O delineamento experimental para avaliar a eficicia da vacina em
novilhas foi inteiramente casualizado com nove tratamentos e oito
repetigGes e a comparagdo entre médias foi feita através do teste t.

O modelo matemitico adotado foi Yij K =M + Di + Gj + eij K,
no qual M = média, Di = efeito dos dias de colheita de amostra de
soro (7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 53 e 63) e G =efeito das doses de
vacinagdo. O ponto miximo da produgio de anticorpos foi determi-
nado através de andlise de regressdo. A eficdcia da vacinagio com base
no desempenho reprodutivo do rebanho experimental foi calculada de
acordo com Newhall (1966).

RESULTADOS

O resultado da andlise de variancia (Quadros 2 e 3) e do teste
de Turkey (Quadro 4) da aglutinacdo com soros de novilhas
demonstrou que houve diferenca significativa (P << 0,05)
entre os valores médios de titulagdo semanal apds vacinagdo.
O ponto miximo de produgdo de anticorpos para o grupo tra-
tado com apenas uma dose de vacina foi em tormo do 30° dia

apos a inoculagdo, enquanto que o ponto maximo para o gru-

po vacinado com duas doses se situou em torno do 369 dia,
de acordo com a anédlise de regressdo e com as Figuras 1 e 2.
Os coeficientes de variagdo e desvios padrGes foram de 14,09%
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Fig. 1. Niveis de anticorpos no grupo II (uma vacinacdo).
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Fig. 2. Niveis de anticorpos no grupo III (duas vacinagoes). I
Quadro 2. Andlise de varidncia da produgdo de anticorpos
aglutinantes do grupo IT
FV GL SQ QM F
Tratamentos 8 14,21 1,78 14,19*
Residuo 63 7,88 0,12
Total 71 22,09 1,90
*= P < 0,05.
Quadro 3. Andlise de varidncia da produgdo de anticorpos
aglutinantes do grupo IIT
FV ' GL sQ QM F
Tratamentos 8 12,35 1,54 20,63*
Residuo 63 4,71 0,07
Total 71 17,06 1,61
*= P < 0,05.

* 0,36 para o grupo vacinado com dose tnica (grupo II) e
10,14% e+ 0,27 para o grupo vacinado com duas doses (gru-
po III), respectivamente.

Nos testes de imunofluorescéncia, os resultados foram equ1-
valentes aos da soro-aglutinagdo.

A pesquisa de anticorpos aglutinantes no soro de coelhos
e cobaios vacinados, indicou que havia elevagio dos titulos de
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anticorpos aos 7, 14 e 21 dias apds a primeira inoculagdo, o
que demonstrou a imunogenicidade da vacina preparada, con-
forme mostra o Quadro 5.

A eficiéncia do desafio da imunidade experimental das no-
vilhas trabalhadas, utilizando-se a imunofluorescéncia direta
ap6s 14 dias da inseminagdo artificial e contaminagdo simul-
tanea, é demonstrada no Quadro 6.

O teste do desempenho reprodutivo avaliado pelo niimero
de animais gestantes por inseminag¢do, demonstrou que, das
oito novilhas que compunham o grupo II, vacinado com uma
Unica dose, duas necessitaram de uma inseminagdo, cinco de

Quadro 4. Valores médids de titulagcao de aglutinantes nos
grupos estudados, de acordo com o perfodo experimental

Tl'tulos(a)
Dias(b) Vacinagdo Vacinagdo
de coleta com 1 dose(c) com 2 doses(c)

7 ) A141394d B1,6773 f
14 A 2,3330 ¢ A 22577 e
21 A 27470 b A 28597 c
28 - A29350a A 2,8597 ¢
35 A 3,1030 a A 3,0855 a
42 A 2,6340 b B2,9350 b
49 A 2,6716 b A 293500
56 A 24458 c B2,7093 4
63 i A 2,4082 c B2,7093 d

X 2,5110 2,6699

@ Os titulos originais foram transformados em logaritmos decimais.

() Prazo decorrido entre a inoculagdo da vacina e a colheita de amos-
tra de sangue para titulacdo.

(©) Letras maifisculas diferentes na mesma linha indicam que médias
diferem significativamente pelo teste de Tukey (P << 0,05); letras
minusculas diferentes na mesma coluna indicam que as médias
diferem significativamente pelo teste t (P < 0,05).

Quadro 5. Controle de anticorpos pré e pés-vacinagdo de
coelhos e cobaios

Producdo de anticorpos

Animal

1@ Apbs Apos Apos
7 dias 14 dias 21 dias
Coelho 1 0 1:640 1:4096 1:4096
Coelho 2 0 1:320 1:1024 1:4096
~ Coelho 3 0 1:160 1:1024 1:1024
Coelho 4 0 1:640 1:4096 1:4096
Coelho § 0 1:640 1:1024 1:1024
Coelho 6 0 1:320 1:1024 1:1024
Cobaio 1 0 1:320 1:1024 1:1024
Cobaio 2 0 1:320 1:4096 1:4096
Cobaio 3 0 1:320 1:4096 1:1024
Cobaio 4 0 1:320 1:4096 1:1024
Cobaio 5 0 1:320 1:4096 1:4096
Cobaio 6 0 1:320 1:4096

1:1024

@ Dia da inoculagdo da vacina.

Quadro 6. Resultado da imunofluorescéncia direta e isolamento
do Campylobacter fetus no muco cérvico-vaginal

Nimero de animais

Grupo Imunofluorescéncia Isolamento
Positivo Negativo Positivo Negativo

I (controle) 6 2 8 -

II (1 vacinagdo) 5 3 3 5

III (2 vacinagdes) 7 1 5 3

Total 18 6 16 8

duas inseminagGes e uma de trés inseminagdes, resultado em
uma eficicia de 100% para esse método de vacinag¢do. Tal
resultado foi superior ao do grupo III, vacinado com duas
doses, no qual, dentre oito novilhas, sete ficaram gestantes,
sendo duas na primeira insemina¢3o, uma na segunda e quatro
na terceira; uma permaneceu nac gestante. Com este segundo
método de vacinagdo a eficacia alcangou 75%.

O grupo controle apresentou apenas quatro novilhas ges-
tantes sendo uma na primeira inseminac¢do e trés na segun-
da inseminagdo. Os animais ndo gestantes foram insemina-
dos em cinco estros sucessivos sem ocorréncia de gestag¢do e
foram considerados com a infec¢do tendo inclusive apresen-
tado corrimento mucopurulento no momento da inseminagao.
Uma novilha do grupo III (vacina¢do com uma dose) abor-
tou aos quatro meses de gestagdo, nao tendo sido isolado o
Campylobacter fetus subsp. venerealis do contei do endometrial
e nem foi encontrado o feto abortado. Por outro lado, para as
oito novilhas que compunham o grupo II, foram necessirias
15 inseminagGes para se obter a eficiéncia de 100%, ou seja,
1,8 dose de sémen por fecundagdo. Tal resultado foi superior
ao do grupo III, no qual, dentre oito novilhas, sete ficaram ges-
tantes, sendo necessirias 16 inseminagGes para se obter-uma -
eficiéncia de 75%, ou seja, 2,2 dose por fecundagio.

O grupo controle apresentou quatro novilhas gestantes e
requerem 19 inseminagdes, ou seja, 4,7 dose de sémen por
fecundagdo.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

A vacina elaborada com bactérias inativadas pelo formol a
0,5% e normalizada pelo calor a 37°C por 24h em adjuvante
oleoso produziu uma imuniza¢do contra a doenga nas novilhas
vacinadas. Todos os animais responderam a administragio da
vacina com o desenvolvimento de anticorpos que foram deter-
minados pela soro-aglutina¢do e imunofluorescéncia indireta,
fato observado também por Te Punga (1962), Hoerlein et al.
(1965). O o6leo mineral provou ser um eficiente adjuvante
proporcionando niveis. altos de anticorpos circulantes, apesar
de provocar uma reac¢do local sob a forma de tumefagao com
8 a 10 cm de diametro aproximadamente, também verificada
nos estudos de Hoerlein et al. (1964, 1965), Clark et al. (1968)
e Leite et al. (1980). Houve um pique na produg¢do de anticor-
pos em tormno do 309 dia apos inoculagdo para o grupo vacina-
do com uma dose e ao 362 dia apds o grupo vacinado com
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duas doses. Em contrapartida, Lincohn & Trout (1967), usan-
do vacinas com hidréxito de aluminio com uma ou duas doses,
observaram um pique na produgdo de anticorpos no 359 dia,
ag_i’)s inocula¢do, e afirmaram ser o hidroxito de aluminio me-
lhor que o dleo mineral para este tipo de vacina¢do, usando
uma ou duas doses.

Quanto 2 eficicia da vacina, os resultados do teste do de-
sempenho reprodutivo, de 100% para o grupo II (uma dose)
e de 75% para o grupo III (duas doses) indicaram que uma
dose da vacina produziu melhor imunidade, sendo mais eficien-
te que duas doses, o que vem concordar com os achados de
Hoerlein & Carrol (1970), ao deduzirem que a imunidade
méxima € obtida entre 30 a 120 dias ap6s vacinagio, época em
que se deve introduzir novilhas em rebanhos infectados, po-
rém, que sejam imunizadas através de vacinas com adjuvante
adequado. Por outro lado, Clark et al. (1968) também verifi-
caram que a vacinag¢do bem sucedida prevenia o estabelecimen-
to da infecgdo apOs contaminagdes, conseqiientemente, au-
mentava o desempenho reprodutivo, o que também foi verifi-
cado por Amell & Stockton (1956) e Firehammer & Berg
(1966). Hoerlein & Kramer (1964) também observaram, em seus
experimentos com vacinas inativadas pelo formol, fenol, conge-
lagdo e descongelagdo, indices de gestagdo varidveis ‘entre 80
e 100% requerendo uma, duas ou trés coberturas por gestagdo,
enquanto que o grupo controle necessitou nimero de servigos
bem maiores por concep¢do. Ja Clark et al. (1968) obtiveram
melhor protegdo e eficiéncia reprodutiva satisfatoria com o uso
de duas doses de vacina inativada pelo formol.

A ocorréncia de aborto em uma novilha do grupo II, coinci-
de com as observagdes de Safford (1969) e Clark (1971), que
relatam que o aborto produzido pelo Campylobacter fetus
subsp. venerealis ocorre aos 4-5 meses de gestagdo, o que, nos
nossos achados poderia ser um indicio de ter sido provocado
pelo germen em estudo, apesar do ndo isolamento do agente
causal ¢ da nio obtengdo do feto abortado. Outros fatores
alheios aos nossos controles poderiam também ter produzido
o aborto.

O grupo controle apresentou quatro novilhas gestantes
entre as oito inseminadas, possivefmente, tratavam-se de
novilhas resistentes a infecgdo, fato este também observado
por Vandeplassche et al. (1963), que relatam a ocorréncia, em
um rebanho, de 25% de animais resistentes 4 doenga.

As novilhas ndo gestantes foram consideradas portadoras da
doenga, o que explica o nimero relativamente elevado de inse-
minagdes inférteis. Houve repetigoes de estro possivelmente,
associadas a abortamentos na fase embrionaria, parecendo-nos
que cabe considerar que houve concep¢Ges com posterior mor-
te precoce do zigoto por infec¢do vibridnica, fato também des-
crito por Adler (1959). A verificagdo do intervalo entre as in-
seminagdes efetuadas no grupo, constatou a irregularidade da
freqiiéncia de estros, sendo a média dos mesmos superior, 4
“moda”, isto é, 19-21 dias. Esse periodo de infertilidade veri-
ficado no presente estudo pode estar relacionado com endome-
" trites, associada ou ndo a salpingites, conforme tem sido regis-
trado por Dozsa et al. (1962), Vandeplassche et al. (1963),
Peterson & Newsan (1964), Wilkie et al. (1972) e Schurig
et al. (1974).
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O teste do desempenho reprodutivo foi o melhor parame-
tro para avaliagdo da imunidade vacinal, assim como para a
da dosagem satisfatoria da vacina, o que nos faz concordar
com Carrol & Hoerlein (1972) ao mencionarem ser o desem-
penho reprodutivo o fator de maior importéancia na avaliagdo
da imunidade apés a vacinagdo. Discordamos, porém, de Berg
& Firehammer (1978), que afirmam serem os resultados so-
rolégicos suficientes para se determinar a imunidade. Apesar
de se poder correlacionar os titulos de anticorpos no so-
ro com o desempenho reprodutivo, deve-se lembrar que,
embora as novilhas tivessem nivel elevado de anticorpos
no soro, elas podem contrair a infecgdo se houver deficiéncia
na infiltragdo de fagocitos e de anticorpos especificos no muco
cérvico-vaginal no periodo da exposi¢do ao Campylobacter
fetus subsp. venerealis, fato também assinalado por Border
& Firehammer (1980).

Os resultados positivos para o isolamento do Campylo bacter
fetus subsp. venerealis no muco cérvico-vaginal de novilhas
vacinadas indicaram que, embora existindo o agente etiologico
em suas vaginas, elas ndo tiveram problemas quanto 3 sua efi-
ciéncia reprodutiva, o que vem corroborar os achados de
Hoerlein & Kramer (1963), Frank et al. (1967), Mitchell
(1968) e Hoerlein & Carrol (1970). O resultado negativo para
o isolamento de Campylobacter fetus subsp. venerealis em
certas novilhas vacinadas pode ser devido 2 eficiéncia da opso-
nizag¢do pela IgG no contetido endometrial, visto que nos ani-
mais contaminados durante o estro, a infiltragdo n_brrnal de
neutrofilos junto com as opsoninas IgG poderia ser o suficien-
te para neutralizar todos os microrganismos usados no inoculo,
o que concorda com Dozsa et al. (1962), Vandeplassche et al.
(1963), Peterson & Newsam (1964), Carrier & Kramer (1971),
Wilkie & Winter (1972), Duncan et al. (1972), Corbeil et al.
(1974, 1975) e Border |& Firehammer (1980). O fato de se
ter alcangado com base na eficiéncia reprodutiva dos animais
100% da eficicia com dose tnica de 5 ml e 75% quando a
aplicagdo de duas doses de 5 ml da mesma vacina sugere,
uma possivel interferéncia da concentragdo de anticorpos
obtidos com a primeira dose na resposta antigénica da segun-
da inoculagdo. Cabe especular s¢ um maior intervalo entre
as vacinagdes ndo poderia ter influéncia no sentido de uma
resposta melhor.

Embora os bons resultados alcangados com o tipo de vacina
e com o esquema adotado, recomenda-se a continuagdo dos
estudos visando a obteng¢ao de mais dados confirmatorios.
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