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RESUMO

O teste de imunofluorescéncia direta para diagnostico da Campilobacteriose Genital Bovina foi avaliado
quanto ao limite de detecgdo. efeito dos observadores ¢ sensibilidade ¢ especificidade. Além disso. a
especificidade do conjugado fluorescente foi testadr contra Campvlobacter sp. Arcobacter sp.
Ielicobacter sp. E. coli ¢ bactérias da flora normal do prepucio. Foram usadas dez. diluigdes na base 10
de " ferus subsp. venerealis NCTC 10354 em PBS ou em lavado prepucial centrifugado ¢ ndo
centrifugado. Todo experimento foi feito ds cegas. em duplicata. com controles positivos ¢ negativos ¢
com trés observadores. Os limites de detecgiio da imunofluorescéncia direta foram 10 107 ¢ 10° UFC/ml.
respectivamente. em PBS. lavado prepucial niio centrifugado ¢ centrifugado. Ndo houve diferengas
significativas entre as leituras dos observadores. A técnica apresentou especificidade de 88.89% ¢
sensibilidade de 92.59%. O conjugado fluorescente reconheceu somente € Jeius. A imunofluorescéncia
dircta para C. fetus subsp. veneralis mostrou-s¢ especifica. sensivel ¢ nio foi influenciada pelos
obscrvadores.

Palavras-chave: Campilobacteriose Genital Bovina. imunofluorescéncia dircta. ( ‘ampvlobacter fetus.
bovino. lavado prepucial. diagnostico.

ABSTRACT

The direct fluorescent antibody test (DFAT) for the diagnosis of Bovine Genital Campilobacteriosis was
rcassessed for its detection limit. observer effect and sensitivity and specificity. Also, the specificity of
the fluorescent conjugate was tested against Campviobacter sp. Arcobacter sp. llelicobacter sp. I coli
and bacteria from the preputial flora. Ten-fold dilutions of . ferus subsp. venerealis NCTC 10354 in PBS
or in centrifuged and non-centrifuged preputial washings were used. All experiment was done blind in
duplicate with three observers. Positive and negative controls were included in each assay. The detection
limits of DFAT were 10" 10" and 10° CFU/ml. respectively. for PBS. non-centrifuged and centrifuged
preputial washings. There was no significant obscrver effect intra or inter-assays. The sensitivity and
specificity of DFAT were 93.59% and 88.89%. respectively. The fluorescent conjugale recognized only
(" fetus. The DFAT was observed to be sensitive. specific and the effect of experienced observers is
minimal on the performance of the test.

Key words: Bovine Genital Campylobacteriosis. direct fluorescent antibody test. Campylobacier fetus.
bovine. preputial washing. diagnoscs.
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1. INTRODUCAO

A Campilobacicriose  Gemital  Bovina  ou
infertilidade  enzootica ¢ uma enfermidade
infecciosa. sexualmente transmitida, causada
pelo Campvlobacter fetus subsp. venerealis. A
doenga causa falhas na concep¢do sc
caracterizando por quadros de repeti¢io de cio ¢
intervalos entre partos prolongados.

Essa doenca ¢ considerada de importincia nas
centrais de coleta de sémen, pelo risco de
transmissio do (. ferus pelo sémen bovino e ¢ de
grande impacto econdémico para a bovinocultura,
devido a diminuigio da eficiéncia reprodutiva do
anmmal ¢ do rcbanho. A eficiéncia reprodutiva ¢
afetada  principalmente  pelo aumento  do
intervalo enire partos quc promove mcnor taxa
de paricio no rcbanho. menor numcro de
bezerros. diminuigio do numero de vacas em
lactagdo ¢ aumento do numero de vacas secas.
resultando em diminuigio da produgiio leiteira ¢
perdas economicas para a pecudria nacional.

As infecgdes por C. fetus em bovinos tém
diminuido em regides onde a  inseminagio
artificial ¢ cfcuivos programas de vacinagio c
lerapias antibioticas sdo praticados. porém o
agenle continua scndo um importanic patogeno
causador de problemas reprodutivos em muitos
paises que possucm grandes rebanhos em monta
natural.

O diagnostico ¢ controle da Campilobacteriose
Genital Bovina sio realizados principalmente em
touros. por screm portadores assintomaticos do
agente ¢ os grandces responsaveis pela difusio da
doenca nos rebanhos. A detecgio de touros
portadores de €. fetus pode estabelecer a causa
dos disturbios reprodutivos no rebanho. o qual
devera ser submetido as medidas de controle
apropriadas a4 docnga. O diagnostico da
Campilobacteriose  Genital Bovina em  touros
pode ser realizado por isolamento ¢ identificacdo
do (' fetus subsp. venerealis. reagio em cadeia
da polimerasc (PCR) ¢ imunofluorescéncia
dircta. cada uma dessas técnicas aprescenta
himitagdes ¢ vantagens

A ununolluorescéncia  dircta  tem  sido
caracterizada como um método rapido ¢ de baixo
custo para detectar touros portadores de € fetus
A tecnica. porem. ainda ndo for avaliada quanto a

sua capacidadc cm diagnosticar a
Campilobacteriosc Genital Bovina considerando
as reagoes inespecificas. a interferéncia dos
obscrvadores ¢ o limite de detecgdo. Nido existem
trabalhos na literatura que demonstrem as
limitagoes ¢ a acurdcia da técnica. restringindo a
confiabialidade dos técnicos em utiliza-la para o
diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina.

O diagnostico scguro da Campilobacteriose
Gienital Bovina em touros ¢ indispensivel para o
controle da doenga. o que aumenta a demanda do
sctor agropecudrio por métodos cficientes de
diagnostico. A submissio do teste de
imunofluorescéncia direta a avabiagdes para
averigiiar sua subjetividade. especificidade ¢
limite de detecgio. podera validar a aplicagio
dessa técnica no diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina.

Os objetivos desse trabalho sdo avaliar o limite
de detecgdo. o cleito do observador. a
especificidade ¢ a sensibilidade  da
imunofluorescéncia direta para detecgdo de €

Jetus subsp. venerealis em lavado prepucial de

touros ¢ a cspecificidade do conjugado utilizado
na imunofluorescéncia dircta. frente a amostras
de  Campvlobacter sp, Helicobacter  sp,
Arcobacter sp ¢ Fscherichia coli ¢ bactérias da
flora normal do prepucio de Louros.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Campilobacteriose Genital Bovina

A espécic (. ferus,  causadora  da
Campilobacteriose Genital Bovina. ¢ constituida
por bactérias finas. curtas. em forma de “S™.
virgula ou asa de gaivota. E melhor examinada
em microscopio de contraste de fase. onde se
podc ver sua morfologia ¢ também scu rapido ¢
caracteristico  movimento. O (" fetus ¢
microacrofilico. apresentando mclhor
crescimento a 37°C em atmosfera com 10% de
CO-. 85% de N- ¢ 5% de O- (Dckevser. 1985)

O (. fetus tem sido separado em dois sorogrupos.
designados A ¢ B. bascado nos antigenos tcrmo-
cstavels, Amostras de (. fetus subsp. venerealis
pertencem 2o sorcgrupc A enquanto amostras de
(" fetus subsp. fetus pertencem aos sorogrupos A
ou B (Berg et al.. 1971). Apesar das semelhangas




de (" ferus subsp. ferus ¢ (° jerus subsp.
venerealis. essas subespecies causam infecgoes ¢
manifestagoes  clinicas  diferentes  (Garcia &
Brooks. 1993).

O . fetus subsp. ferus  habnta o trato
gastrointestinal do homem ¢ de animais ¢ causa
ocasionalmente aborto em bovinos. aborto
enzootico ¢m ovinos ¢ infecgoes sistémicas ¢
entericas no homem. O (. ferus subsp. ferus pode
ser climinado pelas fezes de animais infectados.
peclos fetos abortados. ou descargas vaginais
(Penner. 1988). A infecgdo pelo (1 ferus subsp.
Jfetus sc da pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com a bactéria.

O aborto causado por C. ferus subsp fetus. que ¢
esporadico cm bovinos. deve-se a disseminagio
da bactéria presente no intestino ou vesicula
biliar somada a alta afinidade da bacténa por
tecidos placentarios. O agente invade o utero ¢
multiplica-s¢ no feto imaturo imunologicamente
¢ no placentomo. induzindo inflamacio e necrose
dos cotilcdones e. conseqiicntc. aborto (Penner.
1988).

O C. fetus subsp. venerealis lcm como habitat
natural o trato reprodutivo dos bovinos. O agente
coloniza a mucosa do prepicio. da vagina. da
cénvix. do utero ¢ dos ovidutos dos bovinos
(Dckeyser. 1985).

O (. fetus subsp. venerealis ¢ o responsavel por
infertilidade em bovinos. principalmente cm
novilhas. A infertilidade ¢ usualmente indicada
por repetigio de cio. devido ao processo
mflamatério que o C. fetus subsp. venerealis
ocasiona no utero. nio permitindo que o ovulo
fecundado se implante. ocorrendo a morte do
embrido (Dckeyser, 1985).

O aborto devido ao C. ferus subsp. venerealis
ocorre em menos que 10% das vacas infectadas.
geralmente  em  primiparas  ou  vacas
primoinfectadas e durante o quinto més de
gestagio (Garcia & Brooks, 1993). As causas do
aborto sio o ambiente inodspito criado no utero
pela bactéria (Dekeyser, 1985). a reagio de
hipersensibilidade 4 endotoxina nos tecidos
placentirios (Osborne & Smibert. 1964) ¢ a
restrigdo do suprimento de oxigénio ao embrido
(Ware, 1980).
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A transmissdo do (. ferus para 0 touro ocorre
normalmente pela monta com fémeas infectadas.
porem pode ocorrer pelo contato dircto com
outros  louros  infectados.  devido  ao
comportamento homossexual (Garcia & Brooks.
1993) ¢ pelo contato com cama infectada
(Schutte. 1969). sendo cssa ultima a razdo pela
qual 30% ou mais dos touros cm centrais de
colcta de sémen podem scr afctados pelo O ferus
(Dckevser. 1985).

O touro  comporta-sc  como  portador
assintomatico. albergando o microrganismo na
cavidade prepucial. por um tempo relativamente
longo. podendo permanccer infectado por toda a
vida (Clark. 1971). Os touros albergam o agente
na mucosa do prepucio ¢ por¢io distal da urctra
(Soto & Dick. 1983). A quantidade de
microrganismo presente na cavidade prepucial
pode vanar consideravelmente. durante a
atividade sexual do animal (Newsan. 1960).

A infecgiio por (. fetus no prepucio permanece
localizada ¢ ndo produz sintomas gerais nem
locais. Os machos infectados nido  mostram
alteragdo na capacidade reprodutiva. mantendo
normais a produgdo ¢ wviabilidade dos
cspermatozoides. assim como a libido (Dckeyser.
1985).

Pelo fato do C. fetus poder ser transmitido via
sémen congelado na inseminagdo artificial,
centrais de coleta ¢ distribuicdo de sémen em
muitos paises exigem que os touros tenham
atestado veterinario garantindo sérem livres de
Campilobacteriose Genital Bovina, antes ¢ apos
ingressarem nessas centrais. com confirmagio
semestral do diagnostico. Requerem também que
todos os lotes de sémen bovino sejam testados ¢
certificados livres de (. ferus (Eaglesome ct al.,
1995, Normas.... 1996; Eaglesome & Garcia,
1997).

A condi¢io de portador depende da idade do
animal. por atuar como um importante fator na
susceptibilidade ao C. ferus (Soto & Dick. 1983).
A maior incidéncia de touros portadores ocorre
em animais com mais de cinco anos de idade.
devido ao aumento do tamanho ¢ ni'mero das
criptas do pénis ¢ do prepicio (Samue'son &
Winter. 1966: Soto & Dick. 1983). A baixa
tensdo de oxigénio ¢ nutrientes fornecidos pelas
glandulas secretoras no fundo das criptas
possibilitam a aderéncia ¢ multiplicagdo do (.




et no prepucio dos animais mais  velhos
(I>ckeyser, 1985).

A permanéncia de C. fetus em touros jovens (até
quatro anos de idade) ¢ curta. podendo variar de
07 dias (Soto & Dick. 1983) a 'rés meses
(Dckeyser, 1985). A recuperagiio espontineca
desses animais estd relacionada a presenga de
poucas criptas rasas na mucosa prepucial.
criando um  ambiente inadequado para a
sobrevivéncia do agente (Samuelson & Winter.
1966). Além disso, a contaminagdo fecal do
prepucio ¢ pénis ¢ muito [reqiicnte em touros
jovens. o que induz uma mudanga na flora
bacteriana. competindo com a multiplicagio do
(" ferus (Briano et al.. 1973).

Fimbora touros jovens alojem o (. fetus no
prepucio por aproximadamente trés mescs. ¢sscs
ammais  podem senvir como  vetores  da
Campilobacteriose Genital Bovina as fémeas
sadias. Em um rebanho susceptivel, basta um
louro portador dc poucos microorganismos.
durantc poucos dias. para que ocorra a
transmissio da enfcrmidade a uma vaca
susceptivel (Soto & Dick. 1983).

A recuperagdo espontanca da infecgdo natural em
touros  mais  velhos raramente  ocorre,
caraclerizando-os como portadores do €. ferus
(Soto & Dick, 1983: Dckevser. 1985). Esses
animais infectados mostram resultados positivos
c¢m repetidos testes de imunofluorescéncia dircta
¢ cultura (Philpott, 1968b).

\ persisténcia da infecgdo nos touros mais
vclhos pode estar associada as  sucessivas
mudangas nos antigenos de superficic de ('
fetus. devido aos rearranjos génicos. durante a
infeccdo (Eaglesome & Garcia. 1997). Essas
mudangas antigénicas somadas a localizacdo
superficial do agente no prepucio (Winter 1982).
resultam em um estimulo minimo da resposta
imunologica local (IgA) (Garcia et al.. 19935).
(ue ¢ indistinguivel da resposta presente antes da
ifecgio (Eaglesome & Garcia, 1997).

2.1.1 Diagnéstico em touros

() diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina tem sido realizado principalmente em
louros. por serem responsaveis pela difusio &L
doenga no rebanho ¢ por s¢ apresentarem como

portadores assintomatico de (" ferus  subsp.
venerealis (Garcia ct al.. 1983).

O diagnostico da Campilobacierniosec Genital
Bovina em touros pode ser realizado com fluido
prepucial ou sémen utilizando técnicas dirctas
como isolamento ¢ identificagio do (' fetus.
PCR e imunofluorescéncia direta (Mellick et al .
1965: Dufty & McEntee, 1969; Eaglesome ct al..
1995). As técnicas indiretas para o diagndstico
da Campilobacteriose Genital Bovina em touros
ndo sdo eficicntes devido aos baixos titulos de
anticorpos anti-C". fetus nas sccregdes prepuciais
de touros infectados (Winter, 1982). As técnicas
sorologicas também ndo tém  apresentado
resultados satisfatorios pela auséneia de uma
resposta imunc ¢ por reagdes cruzadas com
outras especics de Campylobacter presentes no
trato gastro-intestinal (Hewson et al.. 1985).

A amostragem prepucial € mais adequada quc o
sémen para o diagnostico da Campilobacteriose
Genital Bovina devido a maior concentragio de
microrganismos. ao baixo custo ¢ i facilidade de
obtencdo (Winter et al.. 1967).

Para a coleta de amostra de material prepucial
em touros. tem sido utilizada a pipeta de
inseminagdo artificial (Dufty 1967, Leite. 1977).
a lavagem prepucial (Dufty & McEntee. 1969:
Leite et al. 1995) e a raspagem prepucial
(Gibson ct al.. 1970). O lavado prepucial ¢
considerado por muitos um método mais pratico
¢ mais cficiente. por permitir a oblengio de um
namero maior dc microrganismos (Philpott.
1968b).

2.1.1.1 Imunofluorescéncia direta

A 1munofluorcscéncia dircta foi desenvolvida ¢
utilizada para detecgio de touros infectados.
como método complementar a cultura (Mellick et
al.. 1965: Ruckerbauer et al. 1974). E uma
técnica de diagnostico pratica. confiavel. rapida.
precisa. simples ¢ de baixo custo para deteclar
touros portadores de (" fetus (Philpott. 1968b:
Safford. 1969).

Algumas desvantagens da imunofluorescéncia
direta implicam ¢m nido detectar " ferus em
amostras com baixo numero de  organismos
presentes (menos dc 50) e em amostras
congcladas devido ao rompimento da parede




cclular da  bactena  pelo  congelamento ¢
descongelamento (Ruckerbauer et al.. 1974).

A tecnica pode apresentar-sc subjctiva ¢ sujcita
as dificuldades de interpretagio dos achados.
porém csses problemas podem ser inteiramente
resolvidos pelo uso de um técnico bem treinado ¢
experiente (Winter et al.. 1967).

Para diagnostico de Campilobacteriose Genital
Bovina cm touros em centrais de coleta de
scmen. a imunofluorescéncia dircta foi utilizada
por Philpott (1969a) na Inglatcrra ¢ Winter ct al.
(1967) nos Estados Unidos. Philpot (1968b)
sugere inclusive que a imunofluorescéncia dircta
possa ser adotada nas centrais de coleta de sémen
como um leste de rotina para louros recém-
adquiridos ou ja residentes.

Em  levantamentos  cpidemiologicos  da
Campilobacteriose Genital Bovina em touros, a
imunofluorescéncia direta foi utilizada por
diversos autores na Argentina (Villar & Spina.
1982: Soto & Di Rocco. 1984) ¢ no Brasil (Leite.
1977 Lage ct al.. 1997, Pellegrin ct al., 1998).

A imunofluorescéncia direta tem algumas
vantagens sobre a cultura. E considerada uma
técnica mais rapida. sendo possivel diagnosticar
a presenga do agentc cm poucas horas. no
mesmo dia da coleta da amostra (Dufty. 1967
Winter et al., 1967, Philpott. 1968b): possibilita
identificar ¢ diferenciar (. ferus de outros
Campylobacter sp sem o uso de testes
bioquimicos (Winter ct al.. 1967: Ruckerbauer ct
al.. 1974). ¢ ecfetiva em materiais altamente
contaminados ¢ cm amostras contendo C. fetus
ndo viaveis (Winter et al_. 1967: Philpott. 1968b:
Ruckerbauer et al.. 1974): as amostras utilizadas
na imunolluorescéncia  dircta  podem  ser
transportadas ou cstocadas a 4°C. por varios dias
sem influéncia da confiabilidade do teste (Dufly,
1967, Philpott, 1968b). enquanto na cultura
dircta a amostra deve scr processada até scis
horas de coleta (Lander. 1990).

A especificidade do conjugado produzido com
anticorpos anti-C.  fetus subsp. venerealis
utilizado na  imunofluorescéncia  direta.  foi
testada por Mellick et al. (1963), Dufty (1967),
Philpott (1968a). Philpott (1968b). Ruckerbauer
ct al. (1974) ¢ Leite (1977). Esses autores ndo
evidenciaram reagdo cruzada do conjugado com
(. sputorum biovar sputorum. porém as

subespecies  de (' ferus ndo  puderam  ser
diferenciadas por imunofluorescéncia direta.

A 1écnica de imunofluorescéncia direta. usando
conjugado produzido com anticorpos anti-(.
fetus subsp. venerealis apresentou rcacdo cruzada
com cocos ¢ com bastoncles provenienies de
cultura de lavado prepucial negativo (Philpott.
1968b).  porém cssec  resultado ndo ol
evidenciado por Dufty (1967) ¢ por Philpott
(1968a) rcalizando trabalhos semelhantes.

2.1.1.2. Qutras técnicas de diagnostico

A técnica de isolamento ¢ identificacio do (-

Jfetus subsp. venerealis ¢ reconhecida como prova

padrio no diagnostico da Campilobacteriose
Genital Bovina (Shepler et al.. 1963: Hum et al..
1991).

Em touros. o isolamento ¢ identificagio de C.
fetus subsp. venerealis indica que o animal esta
infectado e. portanto. praticas reprodutivas
adequadas devem ser empregadas ¢ mantidas no
rcbanho (Finlay et al.. 1985). Entretanto. um
simples exame negativo em cultura de sémen ou
csmegma ndo garante que o louro ndo scja
portador do agente (Ruckerbauer et al.. 1974).

A técnica de isolamento ¢ identificagdo de

Jfetus ¢ pouco pratica. quando usada como teste

de rotina no diagnostico em machos. bem como
para diagnosticos cpidemiologicos da doenga
(Shepler ct al.. 1963 Garcia et al.. 1984). Isto
deve-se a presenga. no prepucio. de organismos
contaminantes de rapido crescimento (Shepler et
al.. 1963 Dufty & McEntee, 1969: Lander.
1990), perda da viabilidade de C. ferus apos 24
horas a 9°C (Ruckerbauer et al.. 1974). reduzido
namero de (. fetus cxistentes nas amostras
(Shepler et al.. 1963, Dufty, 1967, Winter et al..
1967) ¢ necessidade de testes bioquimicos para
identificagdo das subespecics apos o isolamento
(Bryner. 1974).

Quando a contaminagdo ¢sld ausenic ou minima
(menos que um tergo da placa) a eficiéncia do
isolamento no diagnostico ¢ clevada. permitindo
que  90% dos touros portadores  scjam
identificacos ¢ quando a contaminagio esta
presenic ocupando mais de 2/3 da placa. o
isolamento  do (" ferus ¢ scnsivelmente
prejudicado. sendo necessarios rcalizar testes em
conjunto ou alternativos (Dufty. 1967).




Na tenmtativa dec contornar o problema da
contaminagdo, dgar seletivo para o isolamento de
(. fetus subsp. venerealis ¢ filtragio foram
desenvolvidos  (Dufty  1967: Lander 1990).
Algumas amostras de material de prepuicio ¢ de
sém~n porém. podem apresecniar contaminacdo
no isolamento de . ferus que nio sdo resolvidos
nem com o uso de antibidtico nem com a
filtragdo (Finlay ct al.. 1985).

A PCR foi desenvolvida pela necessidade de um
método mais sensivel de detecgdo de € ferus
subsp. venerealis (Eaglesome et al.. 1995). A
técnica tem as vantagens de ser rapida. versatil.
sensivel ¢ especifica (Hayden et al.. 1991) e as
desvantagens de ter alto custo ¢ poder ser inibida
por urina ou outras substincias presentes em
alguns lavados prepuciais (Greenficld & White,
1993).

Para diagnostico da Campilobacteriose Genital
Bovina em sémen de touros. Eaglesome et al.
(1995) desenvolveram a PCR  utilizando
iniciadores derivados da seqiiéncia 16S dc DNA
ribossomico dc Campviobacter sp. A PCR
detectou as subespecies de . fefus ¢ cinco outras
espécics de  Campvlobacter ¢ apresentou-se
sensivel, com um limitc de detecgio de 3
UFC/ml.

Com o objetivo de detectar (. ferus em lavado
prepucial. Stynen (2000) utilizou a PCR baseada
na seqiiéncia 23S do DNA ribossomal. A técnica
foi capaz de detectar 3.8 x 10° UFC/ml ¢ de
amplificar somente a espécie (. ferus entre outras
amostra dc Campviobacter sp.. [elicobacter sp
ou /<. coli testadas.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Imunofluorescéncia direta
3.1.1 Produgio de soro hiperimune

O soro anti-C" fetus subsp.  venerealis foi
produzido em trcs coclhos de aproximadamente
2.5 Kg. scgundo a mctodologia de Edwards &
Ewing (1972). com modilicagocs

Os coclhos foram submetidos & uma primeira
inoculagdo intramuscular constituida de 0.5ml de
adjmvante conleto de Freund acrescido de 0.5
ml de suspensio bacteriana. Essa suspensio foi
produzida com amostra dec (. ferus subsp.
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venerealis NCTC 10354 ressuspendida em
solugdo salina tamponada (PBS) pH 74 ¢
padronizada pelo tubo 10 da escala de
MacFarland.

Apos seis dias da primeira inoculagdo os animais
receberam quatro inoculagoes semanais de 0.5
ml; 1.0 ml: 2.0 ml e 4,0 ml. respectivamente,
aplicadas via cndovenosa. Essas inoculagdcs
foram de suspensdes bacterianas sem adjuvante
padronizadas pclo tubo 10 da ¢scala de {
MacFarland. !

Foram feitas sangrias parciais nos animais para
andalise da soroconversio pelo  teste de
aglutinagdo. Essas sangrias foram rcalizadas com
intervalos de quinze dias, tendo inicio no dia da
primeira inoculagiio. A sangria total foi realizada
quinze dias apos a ultima inoculacio.

3.1.2 Precipitagio de imunoglobulinas

A precipitagdo de imunoglobulinas do soro dos
coclhos foi realizada pelo método de sulfato de
amonio saturado ¢ acido caprilico (McKinney &
Parkinson, 1987). Posteriormentic  for  feita
dosagem protcica  segundo a  metodologia
descrita por Lowry et al. (1951).

3.1.3. Producgio do conjugado

O conjugado foi preparado pela ligagdo da IgG
de coclho anti-C.  fertus subsp. venerealis.
previamentc purificada, com isotiocianato de
fluoresceina. scgundo a técnica descrita por
(Ruckerbauer ct al.. 1974).

O conjugado foi titulado em diluigdes senadas a |
partir dc 1:25 at¢ 1:150 frente a4 suspensido i
bacteriana da amostra de (. fetus subsp. j
venerealis NCTC 10354 na concentragio de 10 I
UFC/ml. A diluigio otima do conjugado foi
estabelecida  em  1:50. O conmjugado foi
armazcnado a -20°C at¢ o momento do uso.

3.1.4 Reacio de imunofluorescéncia direta

A recagio dc imunofluorescéncia  direta  for
realizada segundo Mellick et al. (1965) ¢ Winter
ctal. (1967).

O matcrial a scr analisado foi aplicado em
duplicata. no volume de 20 pl. em laminas de
imunofluorescéncia  devidamente identificadas




Como controles negativo ¢ positivo da rcagdo
foram utilizados. respectivamente PBS pH 7.2 ¢
suspensio da amostra (. ferus subsp. venerealls
NCTC 10334

As liminas foram colocadas a 37°C para a
sccagem do material ¢ posteriormente foram
colocadas em acetona a —20°C por 30 mun para
fixagdo do mesmo. Em scguida o material [oi
incubado com 20 pl de conjugado na diluigiio de
1:50. em PBS pH 7.2. em cimara amida a 37°C
por 30 min. As laminas foram lavadas duas vezes
com PBS pH 7.2 por 10 min ¢ uma vez com agua
destilada por 10 min ¢ montadas com glicerina
tamponada (pH 9.2) ¢ laminula. As laminas
foram examinadas em  microscopio  de
fluorescéncia episcopica (CBA. Olympus. Japdo)
com objetivas de 40 x ¢ 100 x.

As amostras que apresentaram pclo menos uma
bactéria fluorescente com morfologia tipica de €.
Setus foram consideradas positivas.

3.2. Preparo das suspensdes bacterianas

As suspensoes bacterianas foram produzidas a
partir da amostra C. fetus subsp. venerealis
NCTC 10354 cultivada em dgar BHI acrescido
de 10% de sangue eqiiino por 48 horas a 37°C
¢m microacrofilia.

Apds o crescimento, as colonias de . ferus
subsp. venerealis foram retiradas com “swab” ¢
ressuspendidas em aproximadamente 2 ml de
PBS pH 7.2 estéril. Posteriormente. realizou-sc
um esfregago corado pelo método de Gram para
sc avaliar a pureza da suspensio.

Seis suspensdes que se¢ apresentaram puras a
coloragdo pelo método de Gram. codificadas A,
B. C. D. E ¢ F, foram utilizadas nos diversos
experimentos. Essas suspensdes foram ajustadas,
com PBS pH 7.2 estéril. a uma turbidez
aproximada ao tubo 3 da escala de MacFarland.
Postcriormente, a  concentragio  final  das
suspensdes foi ajustada para absorvincia 1.0 a
595 nm.

As suspensdes A a F deram origem a nove
dilui¢des consecutivas na basc 10 Todas as
diluigdes foram submetidas a contagem
bactcriana.

A contagem bacteriana foi realizada com 20 ul
dc cada uma das diluigdes das suspensdes
bactcnianas. que foram aplicadas em duplicata
em agar BHI acrescido de 10% de sanguc cqiiino
(Miles & Misra. 1938). As placas foram
incubadas por 48 horas a 37"C cm microaerofilia
Apos a incubagio. foram realizadas a contagem
de colonias ¢ a quantificacio das unidades
formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml),

3.3. Coleta de lavado prepucial

Foram coletados 18 lavados prepuciais de touros
virgens cntre 6 ¢ 9 meses de 1dade. procedentes
de propricdades sem historico de
Campilobacteriose Genital Bovina. da regido de
Pedro Leopoldo — MG. Esses lavados foram
coletados em aproximadamente 50 ml de PBS
cstenl introduzidos na cavidade prepucial com
auxilio de uma sonda (Lcite et al.. 1995).

Apos massagem vigorosa do prepucio, o lavado
prepucial foi recolhido no frasco estéril ¢ em
scguida transportado em gelo ao laboratorio.
Uma amostra de 1 ml de cada lavado foi
centrifugada a 600 x g por 10 min ¢ o
sobrenadante foi submetido a outra centrifugagio
de 13000 x g por 30 min. O scdimento originado
da scgunda centrifugacio foi testado pela
imunofluorescéncia direta (Mellick et al.. 1965:
Winter et al., 1967). Todos os lavados prepuciais
foram negativos nesse (este.

3.4. Inoculagio do lavado prepucial

Os lavados prepuciais deram origem a (rés
misturas de lavado prepucial de 300 ml cada.
decnominadas de M1, M2 ¢ M3. para isso. cada
scis lavados prepuciais foram homogeneizados ¢
originaram uma mistura. Cada mistura de lavado
prepucial foi dividida em 10 aliquotas de 27 ml.

Cada aliquota de lavado prepucial recebeu 3 ml
de uma das diluigdes das suspensdes bacterianas
D. E ¢ F. Apenas uma aliquota de cada mistura
ndo recebeu ~uspensdo bacteriana ¢ foi reservada
para  avabiagdo da  especificidade  da
imunofluorescéncia direta (item 3.6.3).

As aliquotas de lavado prepucial inoculadas
foram utilizadas dirctamente sem centrifugagdo ¢
tambcm processadas (item 3.5). scgundo Mellick
etal. (1965) ¢ Winter et al. (1967).




3.5. Processamento do lavado prepucial

As aliquotas provenientes das misturas M1, M2 ¢
M3 de lavado prepucial foram centrifugadas a
600 x g por 10 min. O sobrenadante originado
dessa primeira centrifugacio foi submetido a
scgunda centrifugagdo de 13000 x g por 30 min.
O sedimento da segunda centrifugagio foi
ressuspendido em 500 ul de PBS estéril pH 7.2.
O material foi homogencizado ¢ 20 pl foram

aplicados em limina ¢ processados  para
imunofluorescéncia direta.

3.6 Delineamento experimental

O dclineamento expesimental  foi  realizado
conforme o esquema mostrado na Figura 1.

Suspensdes Bacterianas

A BeC

Nove diluigdes na base 10

Avaliagio do efeito de
observadores e do  limite  de
datecgdio  da imunofluoreseineia
dirda em PBS

Misturas de lavado prepucial

v

MI.M2 e N3

y

Cada mistura ongmou 10 aliquotas

1 aliquota sem moculo badtenano

Centnfugagio

Centrifugagdo

D.E¢F

Nove diluighes na base 10

Inoculagio  em  lavado
s
prepucial

9 :nhquo!a.svcom moculo badtenano

/ \

Sem Centrifugagio

Avaliagio da  especificidade

Avahagio do limite de datecgio.

Avahagao  do hmne  de

da waunofluoresencia diraa efento observadores ¢ daeogio ¢ cfeito dos
om lavado prepucal sensibilidade di observadores na
cantnfugado immofluorescéncia  dirda  em munofluoresamas dirda em

lavado prepucial centritugado lavado prepucial nio

annifugado

Figura | - Esquema de utilizacio das suspensoes bacterianas ¢ das misturas de lavado prepucial na
avahacdo da imunofluorescéncia direta para (' ferus subsp. venerealis




3.6.1. Leitura da reacdo de
imunofluoresceéncia direta

As leituras de todos os cxpernimentos foram
rcalizadas por trés veterinarios. codificados por
. 2 ¢ 5. responsivels pelo diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina na Fundacio
de Estudo ¢ Pesquisa em Medicina Veterinaria —
FEP-MVZ Coordenagdo Preventiva - Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais. Todos os experimentos foram realizados
as cegas. pois nenhum dos responsaveis pela
Ieitura conhecia o conteudo das faminas.

3.6.2. Avaliacdo do limite de detecgdio da
imunofluorescéncia direta ¢ dos efeitos inter e
intra-observadores

A avaliagio do limite dc  detecgio da
imunofluorescéncia direta ¢ dos cfeitos inter ¢
intra-observadores foi realizada cm (rés cnsaios:
um utilizando PBS (suspensocs A. B ¢ C) ¢ os
outros dois utilizando lavado prepucial (misturas
MI1. M2 ¢ M3) dirctamente. sem centrifugagio, ¢
processado como descrito no item 3.5, Cada
cnsaio bascou-s¢ em um csquema fatorial: 3
suspensdcs ou misturas x 10 aliquotas (nove
dilui¢des da suspensio bacteriana ¢ uma aliquota
ncgativa) x 3 observadores x 2 repetigdes.

Todas as dez diluigdes de cada suspensdo ou
mistura foram homogeneizadas ¢ 20 ul de cada
uma foram colocados em duplicata em liminas
para imunofluorescéncia ¢ processadas como
descrito no item 3.1.4.

As leituras  discordantes  cncontradas  nas
duplicatas (uma positiva ¢ outra ncgativa) foram
consideradas positivas.

A avaliagio do limitc dc delecgio da
imunofluorescéncia direta for [eita para cada
cnsaio. considerando as lcituras de todos os
observadores. Para encontrar o limite de
detecgdo de cada ensaio, obscrvou-sc. dentro de
cada suspensdo o limite de deteccdo parcial. ou
scja. qual a ultima concentracio cm que todos os
observadores  consideraram  positiva.  Como
foram rcalizadas trés suspensées para cada
cnsaio. foram obtidos trés limites de detecgdo
parciais. Desses trés limites de deteccdo parciais.,
o maior deles foi considerado como limite de
deteccdo final.

A influéncia da concentragdo bacteriana nas
leituras. para cada cnsato. foi avaliada pelo teste
do qui-quadrado (Sampaio. 1998). A analisc foi
feita agrupando as concentragdes bacterianas em
trés classes. sendo. classe 1° concentracio 107 a
10°. UFC/ml classe 2: 10" a 10° UFC/ml ¢ classe
3: 107 a | UFC/ml.

Os cfleitos nter ¢ intra-observadores cm cada
cnsalo foram avaliados utilizando o teste Q de
Cochran (Siegel. 1975).

3.6.3. Avaliacio da especificidade ¢
sensibilidade da imunofluorescéncia direta
para o diagnodstico da Campilobacteriose
Genital Bovina

Para avaliagio da especificidade ¢ scensibilidade
da imunofluorescéncia direta para o diagnostico
da Campilobacteriose Genital Bovina foram
utilizados os lavados prepuciais centrifugados.
Foram analisadas 81 leituras de lavado prepucial
inoculado (3 musturas x 9 diluigdes x 3
observadores) ¢ nove leituras de lavado prepucial
ndo inoculado (3 aliquotas x 3 observadores). As
analises foram realizadas segundo Henken et al.
(1997). considerando a inoculagio das amostras
como prova padrdo.

3.6.4.  Avaliacio da especificidade do
conjugado  utilizado na  reacio  de
imunofluorescéncia direta

A avaliagio da especificidade ‘do conjugado
utilizado na rcacdo de imunofluorcscéncia dircta
foi rcalizada com as amostras dec releréncia
listadas na Tabela 1 ¢ com bactérias isoladas da
flora normal do prepucio.

Para avaliagdo do conjugado frente as amostras
de referéncia, as mesmas foram cultivadas cm
agar BHI (Brain Heart infusion agar - Difco —
USA) acrescido de 10% de sanguc eqiiino. por
48 horas a 37°C em microacrofilia (85% dc Na.
10% de CO- ¢ 5% de O-) ¢ em acrobiose.

Para avaliagio do conjugado frente as bactérias
isoladas da flora normal do prepucio. as trés
aliquotas de lavado prepucial que ndo receberam
C. fetus subps. venerealis foram misturadas ¢
20ul foram inoculados em duas placas de agar
BHI acrescido de 10% de sangue cqiiino. As
placas foram incubadas por 48 horas a 37°C.




secndo uma cm microacrofilia ¢ outra em
acrobiosc.

ApoOs o crescimento. as colonias das amostras de
referéneia e de bactérias da flora normal do
prepacio foram. scparadamente. ressuspendidas
cm PBS pH 7.2 csiéril. De cada amostra de
referéneia e de cada placa do lavado prepucial foi
rcalizada  uma  suspensdo  bacteriana  de
concentragdo semelhante ao tubo 3 da escala de
MacFarland.

Da suspensio bacteriana foram feitas  (rés
diluigdes consecutivas na base 10, A
imunofluorescénceia dircta foi realizada com 20
ul de cada diluigio. conforme descrito no item
314

Tabela 1 - Amostras de referéncia utilizadas na
avaliagdo da especificidade do conjugado na
reagdo de imunofluorescéncia direta  para
diagnéstico da  Campilobacteriosc  Genital
Bovina.

Especic

Amostra

Arcobacter skirrowii

A butzleri

Campylobacter coli

JSetus subsp. fetus sorotipo A
Setus subsp. fetus sorotipo A
Jetus subsp. fetus sorotipo 13
Jetus subsp. fetus sorotipo B
fetus subsp. fetus sorotipo 13
Jetus subsp. venerealis
Setus subsp. venerealis
Sfetus subsp. venerealis
Jetus subsp. venerealis
fetus subsp. venercalis
hyointestinalis subsp
fvointestinalis

. hvointestinalis subsp. lawsoni
(" jejuni subsp. dovileci

. jejuni subsp. jejum

" lari
¢
¢
¢

€
¢
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¢

sputorum biovar tecahs
sputorum biovar paraureolvticus
sputorum biovar paraurcolvticus
U sputorum biovar sputorum”
F.scherichia coli
Helicobacter fenneliac

LMGT 6621
LMG 15919
NCTC" 11366
ADRI’1811
ADRI 1812
ADRI 553
ADRI 1810
ATCC! 273741
NCTC 10354
ADRI 510
ADRI 528
ADRI 534
ADRI 1832
L.cnet 17308
(- LMG 12686)
LMG 14432
LMG 8843 '
NCTC11351"
NCTC 11332"
NCIC 11415
LCDC 6577
LCDC 6939
L.MG 6447
ATCC 25922
L.MG 13306

I Amostra tipo (tvpe strain)

I LMG - Laboratorium voor Microbiologie

Belgica
NCTC - Natsonal Culture | vpe Collection

Rujksunmversitent CGrent

Inglaterra

- ADRI - Animal Diseases Rescarch lastitute - Canada

b= ATCC - American |ype Culare Coliection — Estados | mdos da
Ankirica

S LCDC - Laboratory Center for Disease Control - Canada

¢ - Antiga amostra tpo de 70 sputorum biovar bubulus” ( antiga
"0 bubulus ™)

4. RESULTADOS
4.1. Concentracio bacteriana

Os resultados das contagens bacicrianas das
suspensocs A a F s3o mostrados na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentragdes das suspensdes
bacterianas de . fetus subps. venerealis NCTC
10354 utilizadas nos diversos experimentos.

Concentragio das suspensoes (UFC/ml)

Diluigies A B C D i r
1 10* 10% 10of 100 10" 100
2 0 10 100wt ®
3 0 10t 10® 10 0 g
4 w1t 1w 10° 10" 10°
s 10t 10t 10! 100 1wt 1t
6 w1t 10 10" 10t 16
7 [TERS (VR ({5 10" 1w 1o
8 100 10 10' 10° 100 10
9 w10 10 10! 10 10!

A concentracdo da amostra de (. jerus subsp.
venerealis nas misturas inoculadas de lavados
prepuciais M1, M2 ¢ M3 ¢ mostrada na Tabela 3.

Tabela 3 — Concentragdes da amostra de . Jfetus
subsp. venercalis NCTC 10354 nas misturas de
lavados prepuciais inoculadas.

Diluigées (UFC/ml)
Ml M2 M3
] 107 1" 10°
2 107 10’ 10
3 10" 10° 10°
4 10° 10° 10°
5 10 10° 10"
6 10° 10° 10°
7 10° 10° 10°
8 10! 10! 10
9 10 10" 10"

A percentagem  de acerto das leituras de
imunofluorescéncia direta para €. fetus subsp.
venerealis nos (rés ensaios. nas diferentes classes
de concentracio bactenana € mostrado na Tabela
4.
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Tabela 4 - Percentagem de acerto das leituras de
imunofluorescéncia direta para C. fefus subsp.

venerealis nas diferentes classes de concentragdo
bacteriana.

Classes de Concentracdo (UFC/ml)

Ensaios 108 a 106 105 a 103 102a 1
PBS 100% 92.59% 71,77%
LPNC* 100% 85,18% 29,62%
LpC® 100% 100% T1.77%

a- Lavado prepucial ndo centrifugado

b- Lavado prepucial centrifugado

As reagdes de imunofluorescéncia direta em PBS
para C. fetus subsp. venerealis em diferentes

concentragdes bacterianas sdo apresentadas na
Figura 2.

e

L

Figura 2 — Reagdo de imunofluorescéncia direta em PBS para C. fetus subsp. venerealis em diferentes
concentragdes bacterianas (1200 X). a. 10" UFC/ml; b. 10° UFC/ml; ¢.10° UFC/ml; d. 10" UFC/ml.
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4.2. Limite de detec¢io da imunofluorescéncia
direta para C. fetus subsp. venerealis ¢ efeitos
inter e intra-observadores

Os limites de detecgio parciais ¢ finais da
imunofluorescéncia direta para C. fetus subsp.
venerealis  nos  diferentes  ensaios  sdo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 5 - Limitc de  detecgiio  da
imunofluorescéncia dirc.a para (. ferus subsp.
venerealis nos diferentes ensaios.

Limites de detecgdo parciais

o (UFC/ml) LDFS

Ensaios Suspensocs Misturas (UFC/ml)
A B C Ml M2 M3

PBS ot 0t ot - - - 107

LIPNC* - - - 10t 10t 0 10"

LpPct e [ M (A T 10°

a- Lavado prepucial ndo centrifugado
b- Lavado prepucial centrifugado
¢- Limites de detecgiio finais

A percentagem de acerto dos observadores nas
leituras de imunofluorescéncia direta para €
Setus subsp. venerealis. nos diferentes ensaios ¢
mostrado na Tabela 6.

Tabela 6 - Percentagem de  acerto  dos
observadores nas leituras de imunofluorescéncia
direta para C. fetus subsp. venerealis.

Obervadores
Ensaios ] 2 3
PBS 96.29% 88.88% 85.18%
LPNC* T7.77% 70.37% 66.66%

LPC"  96.29%  92.59%  88.88%

a- Lavado prepucial ndo centrifugado
b- Lavado prepucial centrifugado

4.2.1. Solugio salina tamponada (PBS)

O limite de detecgdo da imunofluorcscéncia
direta em PBS foi de 10" UFC/ml (Tabela 5).

A concentragio influenciou nos resultados das
leituras (7 7.78. gl = 2. P<0.05). Na
concentragdo mais alta (10% a 10° UFC/ml) houve
100% de acerto. na concentragdo intermedidria
(10" a 10" UFC/ml) houve 92.59% de acerto ¢ na
concentragio mais Maixa (107 a 1 UFC/ml) houve
77.77% de acerto (Tabela 4).

VE/
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Nio houve diferenga significativa nos rcsulladgs
das leituras dos observadores (Q = 2.80, gl = 2.
P= 0.24). Podc-sc observar, porém. que o
otservador 1 obteve melhor desempenho nas
leituras  (96.29%). scguido do obscrvador 2
(88.88%) ¢ do 3 (83.18%) (Tabela 6).

Nio houve difcrenca estatistica nas Ieituras de
cada obscrvador (andlise  intra-observador)
(observador 11 O = 1.0, gl = 2. P = 0.60:
observador 20 () = 054, gl = 2. P =0.76:
observador 3: Q = 0.61. gl =2, P=(.73).

4.2.2. Lavado prepucial ndio centrifugado

O limite de detecgio da imunofluorescéncia
dircta em lavado prepucial ndo centrifugado foi
de 10" UFC/ml (Tabela 3).

A concentracdo nfluenciou nos resultados das
leituras (7~ = 36.57. gl = 2, P<0.001). Na
concentragiio mais alta (10% a 10° UFC/ml) houve
100% de acerto. na concentragdo intermedidria
(10" a 10" UFC/ml) 85.18% ¢ na concentragio
mais baixa (10° a | UFC/ml) 29.62% de acerto
(Tabela 4).

Nio houve diferenga significativa nos resultados
das leituras dos obscrvadores (Q = 2.88. gl = 2.
P= 0.23). No cntanto. o observador 1 obteve
mclhor desempenho nas leituras, com 77.77% de
acerto. scguido do observador 2 (70.37%) ¢ do
obscrvador 3 (66.66%) (Tabela 6).

Ndo houve diferenga estatistica nas leituras de
cada observador (analise, intra-observador)
(observador 1: () = 061, gl = 2. P = 0.73:
obscrvador 2 ) = 0.53, gl = 2. P =0.76:
observador 3: Q= 0.77. gl =2, P=0.67).

4.2.3. Lavado prepucial centrifugado

O limite de deteccio da imunofluorescéncia
dircta em lavado prepucial centrifugado for de
10- UFC/ml (Tabela 3)

A concentracdo influenciou nos resultados das
lcituras (- 1296. gl = 2. P<0.01). Na
concentragio mais alta (10% a 10° UFC/ml) houve
100% de acerto. na concentragdo intermediaria
(10" a 10" UFC/ml) 100% ¢ na concentragio
mais baixa (10 a 1 UFC/ml) 77.77% dc acerto
(Tabela 4)
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Ndo houve diferenga significativa nos resultados
das Icituras dos observadores (Q = 4.66. gl = 2,
P= 0.09). Entrctanto. o obscrvador 1 obteve
melhor desempenho nas leituras com 96.29% de
acerto. sczuido do observador 2 (92.59%) ¢ do 3
(88. 88%) (Tabela 6).

Nio houve diferenga estatistica nas leituras de
cada observador (andlisc intra-observador)
(observador 1: Q = 1.2, gl = 2. P = 054
obscrvador 2: Q = 033, gl = 2. P =084
observador 3: Q =0.75, gl = 2. P=0.68).

4.3. Especificidade ¢ sensibilidade da
imunofluorescéncia direta para o diagnéstico
da Campilobacteriose Genital Bovina

Das 81 leituras de lavado prepucial inoculado. 75
foram positivas pelo teste de imunofluorescéncia
dircta ¢ das 9 leituras de lavado prepucial nio
inoculado. 8 foram necgativas ao teste de
imunofluorescéncia  direta. A especificidade

encontrada foi de 88.88% c a scnsibilidade de
92.59%.

+.4 Especificidade do conjugado utilizado na
reacio de imunofluorescéncia direta

Os resultados da especificidade do conjugado
frente as amostras de referéncia ¢ as bactérias da
flora normal do prepicio foram concordantes
para todos os observadores.

O conjugado utilizado na reagio de
imunofluorescéncia direta reagiu apenas com as
amostras de (. fetus subsp. venerealis (ADRI
510, ADRI 528, ADRI 534, ADRI 1832 ¢ NCTC
10354) ¢ com as amostras de (. ferus subsp. ferus
sorotipo A (ADRI 1811 ¢ ADRI 1812).

Na avaliagio da imunofluorescéncia para €. fetus
subsp. venerealis frente as bactérias da flora
normal do prepicio ndo foram visualizadas
baciérias  fuorescentes por nenhum  dos
observadores.

5. DISCUSSAO

O impacto cconomico ¢ os cfeitos difundidos da
infertihdade provocados pela Campilobacteriose
Genital Bovina na exploragio pecudria ndo
deixam - duvidas  da nccessidade  de
esclarecimentos da situagdo cpidemiologica da
doenga ¢ comscquente busca de métodos de

controle ¢ eventual cerradicagdo. Os avangos nos
cstudos epidemiologicos ¢ no mancjo sanitario
dessa doenga seriam notiveis sc o diagnostico
fossc realizado de forma mais cxtensa. Isso scria
possivel se o método de coleta da amostra para
diagnostico da doenga fosse pratico ¢ nido
CNIZISSC muilo cquipamento ¢ 40 mcsmo lempo.
o diagnostico fossc rapido ¢ confiavel.

O limite de detecgdo da imunofluorescéncia
dircta em PBS mostra a cficiéncia da tecnica de
imunofluorescéncia dircta para (. ferus subsp.
venerealis  sem interferéncia  de  qualquer
contaminante ou residuo. como urina. presente
no lavado prepucial. Essa avalia¢io em PBS por
ndo ter sido centrifugada nio teve perda de
bacteria. portanto forneceu dados precisos quanto
a concentragdo bacteriana das  diluigdes
consideradas positivas.

A imunofluorescéncia direta em lavado prepucial
nio centrifugado obteve limite de detecgio
semelhante ao do PBS. porém as Icituras nas trés
classes de concentragdes ¢ as leituras de cada
observador apresentaram menor indice de acerto.
Os piores resultados observados nesse ensaio s¢
devem provavelmente ao nio processamento do
lavado prepucial. o que permitc a presenga de
alguns componentes. como restos celulares. que
podem interferir na rcagdo ¢ na leitura dos
observadores.

As lcituras do teste de imunofluorescéncia direta
para os lavados centrifugados foram as que
apresentaram melhores resultados.” com maiores
taxas dc acerto nas difcrentes classes de
concentracdes ¢ inter obscervadores ¢ limite de
detecgdo mais baixo.

A reagdo da imunofluorescéncia dirceta cm lavado
centrifugado obteve melhor resultado por ter sido
submetido a duas centrifugacdes. o que retira os
componentes do lavado prepucial que podem
interferir na reagdo. e. principalmente. concentra
as bactérias em pequeno volume. facilitando o
diagnostico.

O limite de detecgdo da imunofluorescéncia
dircta em lavado prepucial centrifugado obtido
no atual experimento foi semelhante ao limite de
detecgdo da reagdo de imunofluorescéncia dircta
realizada por Philpott (19682) cm  lavado
prepucial. a qual detectou 50 a 100 UFC/ml ¢ ao
limite de detecgdo da PCR utilizada por Stvnen




(2000) em lavado prepucial (10~ UFC/ml). Foi
inferior. porém. ao limite de detecgio da PCR
utilizada por Eaglesome et al. (1995). que foi
capaz de detectar 3 UFC/ml de (. fetus subsp.
venerealis cm sémen bovino.

A semclhanca do limite de detecgdo da
imunofluorescéncia direta ao da PCR em lavado
prepucial revela a precisio da técnica em estudo.
Embora a imunofluorescéncia dircta para
Campilobacteriose  Genital Bovina scja uma
técnica desenvolvida na década de 60, scus
resultados siio compardveis aos da PCR, uma
técnica mais recente ¢ considerada por muitos
autorcs como muito sensivel ¢ especifica
(Hayden et al.. 1991: Eaglesome et al.. 1995).

Esscs dados comprovam que o lavado prepucial
¢ uma amostra adequada para o diagnostico da
Campilobacteriose  Genital — Bovina  pela
imunofluorescéncia dirclta. como sugerido por
Winter ¢t al. (1967). Essc fato facilita o
diagnostico da  Campilobacteriose  Genital
Bovina por scr o lavado prepucial considerado
um mcétodo pratico. capaz de obler mais
microrganismos. de ficil obtencdo ¢ de baixo
custo (Winter ct al.. 1967: Philpott. 1968b).

Os limites de detecgdo da imunofluorescéncia
dircta em PBS ¢ em lavado prepucial ndo
centrifugado foram mais altos que o limite de
detecgdo em  lavado prepucial centrifugado.
revelando que, em futuros experimentos dc
avaliacio da técnica de imunofluorescéncia
direta. ndo s¢ deve substituir o lavado prepucial
centrifugado por PBS ou mesmo deixar de
centrifugar o lavado prepucial.  pois  as
obscrvagdes com estes métodos nio refletem os
valores rcais da técnica de imunofluorescéncia
dircta.

Por ser capasz de detectar poucas bactcrias em
lavado prepucial centrifugado. a
mmunofluorescéncia direta apresenta vantagem
em  relagio a4 téenmica  de  isolamento ¢
identificagdo.  Embora  csta  ulima  scja
considerada  padrio para  diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina (Shepler ct
al.. 1963: Hum et al.. 1991). o baixo numero dec
bacterias presente pode dificultar o diagnostico
rcalizado por esse meiodo (Hoerlein et al.. 1964
Winter ¢t al.. 1967 Philpott. 1968b). devido a
presenga de contanmunanies de rapido crescimento
na flora prepucial ¢ ao curto tempo de

sobrevivéncia do (" fetus na amostra prepucial,
principalmente quando o tempo entre a coleta ¢ 0
proccssamento da amostra no laboratorio ¢
prolongado (Lander. 1990).

Os resultados das leituras da imunofluorescéncia
dirctla em PBS ¢ nos lavados prepuciais
centrifugados ¢ ndlo centrifugados mostraram
eficiéncia na leitura dos trés observadores (altas
taxas de acerto) ¢ auséncia de subjetividade da
técnica. Isso pode ser explicado pelo treinamento
dos obscrvadores. pois tratam-sc dc técnicos que
conhecem bem a morfologia da bactéria ¢ sio
acostumados a recalizar o diagnéstico da
Campilobacteriose Genital Bovina pela téenica
de imunofluorescéncia direla.

A exatidio das leituras dos obscrvadores
confirma a proposia de Winter ct al. (1967) de
quc as dificuldades de interpretagio dos achados
da  imunofluorescéncia direta podem ser
diminuidas sc os técnicos forem bem treinados ¢
experientes.

O conhecimento do limitc de detecgido da
imunofluorescéneia  dircta.  encontrado  nessc
estudo. possibilita que os técnicos de laboratorios
scjam treinados para dar o diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina mesmo cm
amostras com baixa concentragdo de bactéria.

As concentragdes bacterianas influenciaram nas
leituras de todos os ensaios, mostrando que nas
concentragdes mais baixas, comegam a aparecer
as divergéncias inter observadores ¢ a diminuir a
porcentagem de acerto.  Essas  pequenas
divergéncias inter observadores. embora ndo
scjam significativas, foram as responsaveis pelo
limite de detecgdo encontrado nesse estudo. ou
scja. sem as divergéncias. principalimente na
classe de concentracio intermediaria. o limite de
deteccido da técnica teria sido menor

A auséncia de experimentos anleriores que
mostrem  valores  dc  especificidade ¢
scnsibilidade da imunofluorescéncia dircta no
diagnostico da  Campilobacicriose  Genital
Bovina limita o questionamcnto ¢ a avaliacio
dos valores encontrados no atual estudo. Pode-sc
porcm considerar quc a 1munofluorescéncia
dircta apresentou-s¢ sensivel ¢ especifica. A
presenga de resultados falso-negativos \perda da
sensibilidade) provavelmente ocorreu devido a
baixa concentragdo bacteriana das amostras. pois




todas as leituras dos falsos negativos foram
dadas para as amostras com concentragio
bacteriana igual ou inferior a 10° UFC/ml.

Apcnas uma leitura falso-positiva (perda da
especificidade) ocorrcu ¢ ainda em uma das
duplicatas. Apesar de ter sido uuilizada peauena
amostragem para avaliagio da cspecificidade da
imunofluorescéncia direta. o valor encontrado de
88.88% pode servir como cstimativa da
especificidade da técnica para ser discutida em
futuros experimentos. pois cstes dados de
cspecificidade da imunofluorescéncia direta para
detecgdo de (. ferus subsp. venerealis sio
inexistentes na literatura.

O  conjugado utilizado na reagio de
imunofluorescéncia direta nido apresentou reagiio
cruzada com as bactcrias do género flelicobacter
sp ¢ .lrcobacter sp cmbora  sejam
filogeneticamente  proximas a0 género
Campvlobacter (Vandamme. 2000), bem como
com as bactérias do género Campviobacter que
ndo o C. fetus.

A especificidade do conjugado utilizado na
imunofluorescéncia direta frente a essas amostras
de referéncia contribui para a cficiéncia da
¢cnica pois. sdo bacténias muito semelhantes ao
(. fetus subsp. venerealis ¢ podem scr
encontradas na cavidade prepucial dc touros
saudaveis  (Samuelson &  Winter.  1966;
Plastridge et al.. 1961; Winter ct al.. 1965: Gill.
1988). em fetos abortados (Fernandez ct al.
1995) ¢ no trato intestinal de bovinos (Wesley ct
al.. 2000: Vandamme. 2000).

O conjugado utilizado na realizagio dcsse
trabalho ndo apresentou reagdo cruzada com /-
coli nem com baciérias provenicntes da flora
normal do prepucio. assemclhando com os
trabalhos realizados por Mellick et al. (1965).
Dufty (1967) ¢ Philpott (1968a) ¢ discordando do
trabalho de Philpott (1968b), onde foi possivel
visualizar cocos ¢ bastonetes corados.

O rcconhecimento apenas de C. ferus pelo
conjugado  utilizado  neste  experimento
assemelha-se ao encontrado por Stynen (2000)
na técnica da PCR para detectar " ferus em
lavado prepucial ¢ com trabalhos de
imunofluorescéncia direta realizados por Mellick
ct al. (1965). Dufty (1967) ¢ Ruckerbauer et al.
(1974). A imunofluorescéncia direta avaliada
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nesse  cstudo  apresentou-se porém  mais
especifica que a tecnica de PCR realhizada por
Eaglesome ct al. (1995). na qual o par de
iniciadores detectou cinco outras cspecies de
Campvlobacter.

Reagdo cruzada entre (" ferus subps. fetus ¢

Jfetus subps. venerealis ¢ esperada devido as suas

similaridades antigénicas (Winter & Dunne.
1962). Entretanto. como o conjugado desse
cstudo foi produzido com amostra de (" ferus
subsp. venerealis. que ¢ do sorotipo A. 0 mesmo
ndo rcagiu com amostras de C. fetus subsp. ferus
sorotipo B por possuirem diferengas antigénicas.

Scgundo Dekeyser (1985) a imunofluorescéncia
direta utilizando conjugado anti-C". ferus subsp.
venerealis apresenta resultados negativos frente
as amostras de . ferus subsp. fetus sorotipo B ¢
similarmente dara resultado positivo frente as
amostras de . ferus subsp. ferus sorotipo A. 0
que foi observado no presente estudo.

A auséncia de reagdo frente a algumas amostras
de (" fetus subsp. ferus assemelha-s¢ com 0s
resultados encontrados por Taul & Kleckner
(1968) ¢ por Belden & Robertstad (1965) que
avaliaram a téenica de imunofluorescéncia direta.
apesar  destes  autores ndo conheccrem  0S
sorolipos das amostras testadas.

A auséncia de reagio na imunofluorescéncia
dircta ao (. fetus subsp. fetus sorotipo B nio
interfere no diagnostico da Campilobacteriose
Genital Bovina ¢ nos estudos epidemiologicos da
infecgio pelo . ferus subsp. venerealis, que
dentro da espécic C. fetus. caracleriza-s¢ como
agentc mais importante relacionado com os
problemas reprodutivos nos recbanhos, devido ao
tropismo pelo trato genital (Hum & Mcinnes.,
1993). Além disso. a auséncia de reagio com (.
sorotipo B na
imunofluorescéncia dircta ndo dificultaria a
resolugdo dos problemas de rebanho provocados
pelas subespécies de (. ferus. pois a infecgdo
pclo . fetus subsp. fetus ndo ¢ enzodtica
(Penner. 1988).

Os dados relativos & especificidade da téenica de
imunofluorescéncia direta ‘rente as amostras de
referéncia ¢ demais bactérias presentes na flora
normal do prepucio ressaltam duas vantagens da
técnica em cstudo em relagdo ao isolamento ¢
identificagio  do  agenle:  prnimeira.  a




imunofluorescéncia ¢ cficaz mesmo na presenga
de contaminantes (Shepler et al.. 1963: Winter ¢t
al.. 1967: Philpott. 1968b: Dufty & McEntee.
1969 Ruckerbaucr ¢t al.. 1974) ¢ scgunda. nio
ha necessidades de testes bioquimicos para
diferenciar (. ferus das demais espécies de
Campyvlobacter (Winter et al.. 1967. Bryner,
1974 Ruckerbauer et al_, 1974).

A técnica  de  imunofluorescéncia  direta
apresentou resultados satisfatorios nesse estudo.
que somados a praticidade de coleta de amostra
utilizada contribuirdo para maior confiabilidade
dos técnicos em empregi-la no diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina. A
imunofluorescéncia direta por ser rapida. pratica,
sensivel ¢ especifica possibilita a realizagiio de
maior nuniero de  diagnosticos  da
Campilobacteriose Genital Bovina &
conscquentemente.  a  detecgdo  de  animais
portadores. possibilitando o estabelecimento de
medidas dc controle ¢ prevengdo da doenga.

6. CONCLUSOES

a) A imunofluorescéncia dircta para (. fetus
subsp. venerealis utilizando lavado prepucial
centrifugado apresentou limite de detecciio
de 10° UFC/ml:

b) A imunofluorescéncia dircta para C. fetus
subsp. venerealis ¢ uma écnica pouco
subjetiva. quando realizada por técnicos
treinados;

¢) O conjugado utilizado na reagio de
imunofluorescéncia direta foi especifico na
detecgdo de (. ferus ¢ ndo apresentou reagio
cruzada frentc a outras espécics do género
Campylobacter  sp.  Helicobacter  sp,
Arcobacter sp, F. coli ¢ bactérias presentes
na flora normal do prepucio:

d) A mmunofluorescéncia dircta apresentou-sc
sensivel e especifica para o diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina
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