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RESUMO

Uma reagdo cm cadeia da polimerase (PCR) bascada na sequencia 235 do DNA nbossomal foi
descnvolvida para detecgiao de (. feruy em lavados prepuciais de touros. Foram avaliados trés metodos de
extragdo de DNA nos lavados prepuciais: o metodo do tiocianato de guanidina. o da lise alcalina ¢ do
Chelex 100. Para determinar a especificidade do teste. amostras de referéncia de Campyvlobacter sp.
Helieobacter sp ¢ Fscherichia coli foram submetidas a PCR. Lavados prepuctius de 47 touros de uma
propricdade com diagnostico de Campilobacteriose Genital Bovina foram testados pela PCR ¢
imunofluorescéncia direta (IFD). Somente amostras de O, fetus subps. venerealis ¢ (. fetus. subps.  fetus
foram amplificadas ¢ o limite de detecgio da PCR em lavado prepucial foi de 3.8 x 10° CFU/ml de "
Jetus. A especificidade do produto amplificado for confirmada pela analise de restrigdo frente a enzama
Ava 11. Oito touros foram considerados infectados pelas duas técnicas. porém trés ammais so foram
positivos @ PCR ¢ scie somente na IFD. A PCR padronizada mostrou-se cficiente na detecgio de (° fetus
em amostras de lavado prepucial. nas condigdes trabalhadas.

Palavras-chave: Campilobacteriose Gemital Bovina, PCR. Campviobacter fetus. bovino, lavado prepucial,
diagnostico, gene 23S rDNA

ABSTRACT

A PCR bascd on the 23S rDNA sequence was developed for the detection of ¢ ferus from preputial
washings of bulls. Three extraction methods were evaluated for the extraction of DNA i preputial
washings: the guamidinium tiocyanate. the alkaline lvsis and the Chelex 100 methods. To determine the
specificity of the test. Campvilobacter sp. Helicobacter sp and Fscherichia coli reference strains were
submutted to PCR. Preputial washings of 47 bulls from one farm with a positive diagnosis of Bovine
Genital Campilobacteriosis were tested by PCR and direct fluorescent antibody test (DFAT). Only
JSetus subps. fetus and " fetus subps. venerealis were amplified by PCR and the detection limit was 3.8 x
10 CFU/ml of ¢ ferus. The specificity of the amplified product was confirmed by restriction analysis
with Avall. Eight bulls were considered infected by the two techniques. but three animals were only
positive by PCR and seven only by DFAT. The present PCR assay was suitable to detect (" ferus in
preputial washing samples

Keywords: Bovine genital Campylobacteriosis, PCR. Campylobacter fetus, cattle. preputial washing,
diagnosis. 23S rDNA gene '




1. INTRODUCAO

A Campilobacteriose Genital Bovina (CGB) ¢
uma enfermidade de transmissio  venerea.
causada pelo (° fetus subsp. venerealis que
provoca inferuhidade temporiaria com repetigocs
de cio e abortamentos. levando a grandes perdas
economicas devido aos problemas reprodutivos
causados (Dekevser. 1984).

Existem duas subespccics que podem causar
problemas reprodutivos: Campyviobacter  fetus
subsp. fetus ¢ Campvlobacter  fetus  subsp.
veneralis

A infecgdo pelo (' ferus subsp. venerealis
provoca uma doenga de carater endémico. onde
varios ammais de um mesmo rebanho sdo
acometidos. apresentando repetigio de cio ¢
aumento do intervalo entre os parto. Este agente
tem seu habitat natural no aparelho genital dos
bovinos: no touro cle coloniza a mucosa
prepucial ¢ nas fémeas a mucosa da vagina.
CCrvix, utero ¢ ovidutos

Por outro lado o Campylobacter fetus subsp.
Jetus, tem seu habitat no intestino ¢ causa abortos
esporadicos nos bovinos. aborto enzoodtico em
ovinos, ¢ infecgoes intestinais no homem.

A infecgdo neste caso ndo se da pelo coito, mas
pela disseminagao de (' ferus fetus a partir do
intestino ou da ‘vesicula biliar, provocando uma
bacteremia com consequente infegio do utero
gestante. Entretanto. a via de mugragio deste
agente nao esta totalmente esclarecida.

Embora a epidemiologia da Campilobacteriose
Genital Bovina de forma geral ja seja bem
conhecida. o papel desempenhado por cada
subspécie nos disturbios reprodutivos ainda nio ¢
bem conhecido. em parte pela dificuldade de
recuperagao ¢ identificagdo destas bacténas nos
casos de aborto e infertilidade.

Por suas caracteristicas  epidemiologicas.
principalmente por ser de transnissao venérea. a
Campilobacteriose  Genital Bovina deve ser
entendida como uma doenga de rebanho. O touro
¢ 0 amimal ideal para sc efetuar o diagnosuico da
doenga no rebanho devido ao scu  papel
disseminador do (' ferus subsp. venercalis no
plantcl. Entao. a presenga de um  macho

infectado no rebanho leva a classificar aquele
rebanho ou lote de animais que sao cobertos por
esle louro  como positivo para a
Campilobacteriosc Genital Bovina.

As  perdas  ccondomicas  decorrentes  da
Campilobacteriose  Genital Bovina  sao
representadas por descarte ¢ necessidade de
reposigdo de animais inférteis, custo do semen.
queda de producio de bezerros devido a
reabsor¢io embrionaria ¢ abortamentos c.
principalmente. a grande redugio na produgao de
leite pelo aumento do intervalo entre partos
(Goodger et al.. 1986),

O diagnostico da Campilobacteriose Genital
Bovina ¢ dificil pois o C. fetus subsp. venerealis
¢ uma bacténa microaerofilica. de dificil
isolamento ¢ que nao resiste bem fora do
hospedeiro (Lander. 1990).

Para que um programa dc controle da
Campilobacteriose  Genital Bovina  possa  ser
estabelecido em uma propriedade ou regiio ¢
necessario que  técnicas de  diagnostico
confiaveis, rapidas. sensiveis ¢ de facil execugio
estejam  disponivels para a idenuficagao dos
animais ¢ dos rebanhos infectados pelo (7 ferus
subsp. venerealis.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1, CAMPILOBACTERIOSE GENITAL
Bovina

A nfeccio pelo Campvlobacter fetus subsp.
venerealis  geralmente  resulta  em  doenga
subclinica  que, muitas  vezes. passa
desapercebida na maioria das propriedades. Nos
machos. a infecgio limita-se a cavidade
prepucial, mas ndo se observam alteragoes
clinicas nos animais infectados. Nas fémeas. a
doenga traduz-se por repetigdes de cio.
resultantes da morte do embrido, por cervicites.
endometrites ¢ salpingites (Dekeyser. 1984).
Abortos também podem ocorrer em torno do 3"
a0 77 mes de gestagdo em menos de 10% das
vacas infectadas (Garcia & Brooks.1993)

Em condi¢oes naturais. a subespécie (" ferus
subsp. venerealis ¢ transmitda do macho a
femea. ¢ vice-versa, pelo coito ou uso de sémen
contaminado. sendo que a transmissao entre




machos pode ocorrer pelo scu comportamento
homossexual quando agrupados ou atraves de
fomites ¢ camas contaminadas (Roberts. 1971,
Dekeyser, 1984). A transmissio do agente de
touros infectados para femeas alcanga quasc
100%. sendo o touro importante disseminador da
enfermidade (Garcia & Brooks. 1993)
22 CAMPILOBACTERIOSE GENITAL
BOVINA NO BRASIL

A Campilobacteriosc  Genital Bovina ¢ uma
docnga immportante cm paises onde  existem
grandes rebanhos comerciais que ainda utilizam
a monta natural no mancjo reprodutivo. como a
Australia. a Argentina ¢ o Brasil.

No Brasil, a Campilobacteriose Gential Bovina
for detectada pela pnmeira vez por D Apice
(1950). no Estado d¢ Sio Paulo. Esta doenga foi
bem investigada até o micio da década de 1980,
com levantamentos cpidemiologicos no Rio
Grande do Sul (27%) (Mics Filho. 1960). em Sio
Paulo, no Parani, ¢ em Minas Gerais (14%)
(Castro et al.. 1971). no Rio de Janeiro (13%)
(Ramos & Guida. 1978) ¢ no Mato Grosso do
Sul (56%) (Pellegrin et al.. 1994). Genovez ¢

colaboradores  (1989)  examunando  touros
provenientes  de  rebanhos  com  problemas
reprodutivos no. Estado de¢ Sio  Paulo

observaram. pelo isolamento do Campyvilobacter
fetus. 24% de ammais infectados

Lage ¢ colaboradores (1997) analisaram 942
matenais  cnviados  parn  diagnostico  de
Campilobacteriose Genital Bovina realizados na
Fundagdo de Ensino ¢ Pesquisa em Medicina
Veterinaria ¢ Zootecnia (EV/UFMG) no periodo
de 1976 a 1996. Observou-se que 28% dos

materiats  foram  positivos,  sendo  estes
provenientes de 51% das 114 propriedades
analisadas O material mais freqiientemente

coletado foi o lavado prepucial ¢ a técnica
empregada nestes exames for a
imunofluorescéncia direta (IFD).

Estes dados mostram que a Campilobacteriose
Genital Bovina esta presenle €m nosso meio ¢
quc a frequéncia da doenga em nossos rebanhos ¢
certamente um dos fatores que influenciam as
baixas taxas dec  desfrute ¢ produtividade
observadas. devido as frequentes repeticoes de
c10 ¢ aumento do mtervalo entre panos (Leie.
1977. Dekevser. 1984, Pellegrin et al . 1998)

16

2.3. DIAGNOSTICO DA CAMPILO-

BACTERIOSE GENITAL BOVINA

Os mctodos de diagnostico utilizados no controle
da  Campilobacteriose  Genital  Bovina  tém
sofrido uma lenta evolugdo. Apesar disso na
maioria das vezes. nem mesmo estes metodos
podem exprimir toda a sua sensibilidade devido
ao desconhecimento por parte dc muitos técnicos
das formas dc coleta ¢ transporte de material
(Pellegrn. 1999a).

O diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina ¢ dificil devido ao (. fetus subsp.
venerealis ser uma bactéria microaerofilica. de
dificil 1solamento ¢ que ndo resiste bem fora do
hospedeiro (Lander. 1990). Alem disto. a
detecgao de anticorpos no soro dos animais nao
apresenta boa sensibilidade ¢ especificidade
(Hewson et al. 1985) devido a infecgdo pelo €
Jetus subsp. venerealis se restringir ao trato
genital dos amimais. As técnicas rotineiramente
utilizadas para o diagnostico da infecgdo pelo €
Jetus subsp. venerealis sdo. além do isolamento ¢
identificagao. a imunofluorescéncia direta (IFD)
(Ruckerbauer ¢t al.. 1974) ¢ a aglutinagdo cm
muco cérvico-vaginal (Hughes, 1953).

A imunofluorescencia dircta apresenta grandes
vantagens em relagio ao isolamento. pois ¢
cfetuada em curto espago de tempo. a presenga
de contaminanies nao ¢ um problema para a
tccnica ¢ as condigoes de coleta ¢ o tempo entre a
coleta ¢ o diagnostico nao precisam ser 1ao
rigidos quanto c¢m comparagiao com a cultura.
Entrctanto. a IFD ndo permite distinguir entre as
duas subespécies de (. fetus, o C. fetus subsp.
Setus ¢ C. fetus subsp. venerealis. O diagnostico
através da IFD tem sido utilizado principalmente
para detectar touros infectados pelo € ferus
(Philpott, 1968; Leite, 1977).

O teste de mucoaglutinagio também possui
varios inconvenientes como a demora no
aparccimento de aglutininas no muco cérvico-
vaginal apos infccgio pelo (° ferus subsp
venerealis e a presenga de resultados falso
negativos  durantc o estro (Lawson &
Mackinnon. 1952: Corbeil et al.. 1974)

Em touros. tentauivas de se detectarem anticorpos
nos fluidos prepuctais tem geralmente falhado
(Easterbrooks ¢t al.. 1955, Samuelson & Winter.
1967) ou 1em revelado utulos  baixos.
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indisunguivers  daqueles  presentes  antes  da
infecgao  Entretanto.  estes  resultados  foram
obtidos utihzando-se¢ a tecnica de aglutinagio
que ndo apresenta boa sensibilidade

Nos ultimos anos. Hewson ¢ colaboradores
(1985) ¢ Hum ¢ colaboradores (1991)
desenvolveran ensaios 1MUNOCNZIMALICOS  pari
detecgdo de imunoglobulinas da classe A (IgA)
especificas contra (" fetus subsp. venercalis no
muce cervico-vaginal.  venficando  que s
cnsaios cram  bastante especificos ¢ mais
sensivels que os testes de mucoaglutinagio
utilizados, sendo de grande valia no diagnostico
da infecgdo nos rebanhos. O teste de ELISA. que
Ja foi padronizado na EV-UFMG (Pellegrin et
al.. 1999b). esta em fase de tesie. podendo vir a
substituir o teste da mucoaglutinagio como teste
de rebanho. apresentando manor sensibilidade ¢
especificidade

2.4, A REACAO  EM
POLIMERASE (PCR)

CADEIA DA

A PCR ¢ uma téenica bascada na repetigio
ciclica ¢ automatica de trés etapas: desnaturagio
termica da fita dupla de DNA: anclamento de
iniciadores nas fitas desnaturadas ¢ sintese da fita
complementar na seqiiéncia molde de DNA. Este
fendmeno ocorre atraves da extensio de cada
niciador anelado. pela agio de enzimas. Saiki ¢
colaboradores. (1988) descreveram a utilizagio
de uma DNA polimerase termoestinvel. o que
ampliou muito a aplicagio do teste. Todas as trés
reagdes ocorrem no mesmo  tubo.  com  os
mesmos  reagentes.  varando-se  apenas s
temperaturas. Devido a capacidade da PCR de
produzir com grande precisio € em apenas 30
ciclos um milhdo de copias a parur de uma tnica
molécula. favoreceu. nos ulimos anos. o
desenvolvimento de técnicas altamente sensiveis.
especificas e rapidas para a detecgio de agentes
infecciosos em materiais biologicos (Havden et
al., 1991).

Os primeiros trabalhos sobre o uso da PCR no
diagnostico veteninano aparcceram no final dos
anos 80 A PCR ¢ uma tecmica recomendanvel,
uma vez que metodos de diagnostico tradicionas
requerem longos ¢ complexos procedimentos ¢ i
presenga ou ausencia da sequéncia de DNA
espeeifica em amostras  chimicas pode  ser
determunada em mienos de cinco horas Outras
vantagens da PCR. comparada a outros mctodos

que - utilizam DNA. sio a versatilidade. a
scnsibilidade ¢ a especificidade. A PCR pode ser
adaptada para a detecgao de varias especies de
microorganismos (Havden et al.. 1991)

Wesley ¢ colaboradores (1991) trabalharam com
a sequencia 16S do DNA nbossomal para a
detecgao de (. ferus. mas a diferenciagio entre as
especies de (° fetus ¢ C. hvointesunalis so foi
possivel apos restrigio enzimatica ¢ hibndagio
com sondas dc DNA. pois as duas especics
apresentaram 99.7% dc homologia na regiio
amplificada da scqueéncia trabalhada

A partir de 1991. vanas publicagées vém
relatando a detecgio de € ferus utilizando
iniciadores derivados da seqiiéncia 16S do DNA
ribossomal (Wesley et al.. 1991. Van Camp ¢l
al. 1993: Blom ct al. 1995 Ovarzabal. ¢t al .
1997)

Bascando-sc na necessidade de um mcétodo mais
sensivel de detecgdo de (' fetus subsp. venerealis
cm sémen Eaglesome ¢ colaboradores (1995)
desenvolveram um teste para o diagnostico da
infecgio  pelo (0 ferus  subsp.  venerealis
utilizando iniciadores derivados da seqiéncia
16§ de DNA nbossomico (rDNA) de
Campylobacter sp. Esta metodologia mostrou-se
bastante especifica ¢ sensivel para a detecgio de
(. fetus subsp. venerealis, mas apresenta o
inconveniente da necessidade de se digerirem os
produtos amplificados para posterior anihse dos
produtos digendos ¢ diagnostico. Isto. alem de
aumentar o cuslo do teste. aumenta também 2
margem de erros

Van Camp ¢ colaboradores (1993) analisaram as
seqiiencias 16S e 23S do DNA nbossomal de
Campylobacter  sp  utlizando  iniciadores
universals. Baseando-se na sequéncia 23S do
DNA nbossomal foi realizada uma anilise
filogeneuca de 17 amostras de Campvlobacter
sp. Estes resultados foram comparados a arvore
filogenetica baseada na sequéncia 16S do DNA
ribossomal. O alinhamento revelou que. apesar
de parcial. a sequiéncia 23S do DNA ribossomal
contém maior numero de regldes variavers ¢
quando se mvestigam Organismos
filogencticamente  muito  proximos.  regioes
varavels Oferecem mais informagoes. Para esic
proposito. a sequencia 23S do DNA nibossomal
deve ser considerada como uma opgio eficiente




Evers ¢ colaboradores (1993) utilizaram
iniciadores derivados das regides varidveis da
seqiiéncia 23S de DNA  nbossomico. para

detecgdo  de  amostras  termofilicas  de
Campylobacter sp. O ensaio demonstrou que um
par de oligonucleotideos selecionado foi capaz
de detectar todas as espécies de Campviobacter
Sp. enquanto oulros quatro pares permitiram
diferenciar entre as espécies de C.coli, Cjejum
subsp. Jejuni. C. fari, C, upsaliensis

Bastyns e colaboradores (1994) utilizaram a
seqiiéncia 23S do DNA nbossomal para
diferenciar vérias espécies de Campylobacter,
entre elas o O fetus do C. hveintestinalis. As
tentativas de desenhar iniciadores para a
diferenciacio entre o C. fetus subsp. venerealis e
o (" fetus subsp. fetus ndo surtiram efeito. O
alinhamento das fragocs 23S do DNA ribossomal
revelou que somente em 7 posigoes de uma
regido de 1015 pares de bases (pb) existia uma
diferenca centre as duas espécies (Van Camp. et
al.. 1993). bem como na seqiiéneia 165 do DNA
ribossomal a diferenga entre as duas subespécies
encontra-se somente em 14 posigocs em uma
regido de 1518 pb (Wesley et al . 1991])

Este trabalho teve por objetivos:

a. Padronizar uma recacio em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando a seqiiéncia 23S
do DNA ribossomal para detecgao de (' ferus
em lavado prepucial:

a.l. Determinar o método mais eficiente de
extragio de DNA em amostras de
lavado prepucial:

a.2. Avaliar o himite de detecgio da PCR
utilizando a seqiiéncia 23SS do DNA
ribossomal na detecgio de (" ferus cm
lavado prepucial;

a3 Avaliar 4 especificidade da PCR

utilizando a sequéncia 23S do DNA

ribossomal na detecgio de . ferus:

b. Comparar a PCR ¢ a imunofluorescéncia
direta (JFD) na detec¢io de C. fetus em
amostras de lavado prepucial,

3. MATERIAL E METODOS
3.1, BACTERIAS DE REFERENCIA

As bacténas de referéncia utilizads neste estudo
estdo listadas na Tabela 1.




TABELA 1 - Bactérias de referéncia utilizadas como controle de qualidade nos diversos experimentos

Espécie

Amostra

" coli

" fetus subsp. fetus

" fetus subsp. venerealis

" hyvointestinalis subps hvointestinalis
" hyointestinalis subps. lawsonii

. hyointestinalis subps. lawsonii.

. jejuni subsp. dovlei

. rejuni subsp. jejuni,

tar

. sputorum biovar paraureolyticus
. sputorum blovar paraureolyticus
C. sputorum biovar sputorum
Escherichia coli

Helicobacter fenneliae
Helicobacter mustelae
Helicobacter pametensis
Helicobacter pylori

b

—~ o~

oonno

NCTC 113667

ATCC! 273747

NCTC? 103547

LCDC? 17398 (= LMG" 12686)
LCDC 6576 (= LMG 14432)
LMG 14432

LMG 8843"

NCTC 113517

NCTC 11352"

LCDC 6577(= LMG 11764)
LCDC 6939(= LMG 11764)
LMG 6447

ATCC 25922

LMG 13306

LMG 8777

LMG 12637

ATCC 53726

T - amostra tipo (type strain)

1 = ATCC - American Type Culture Collection — Estados Unidos da América

2 - NCTC - National Culture Type Collection - Inglaterra

3.4. EXTRACAO DE DNA DAS BACTERIAS
DE REFERENCIA

3 - LCDC - Laboratory Center for Disease Control — Canada

4 - LMG - Laboratorium voor Microbiologie - Rijksuniversiteit Gent — Bélgica
5 Antiga amostra do tipo de € sputortom biovar hubuln

3.2, AMOSTRAS CLINICAS

Foram coletadas amostras de lavado prepucial de
47 touros das ragas Nelore ¢ Tucura., de uma
fazenda de gado de corte com criagdo extensiva,
manejo reprodutivo de monta natural ¢ estacio
de monta, localizada no municipio de Corumba
no Pantanal-MS. Esta fazenda ji4 havia
apresentado touros infectados pelo . fetus em
anos anteriores (Pellegrin et al., 1994). Todos os

animais estavam em repouso sexual de pelo
menos seis meses.

3.3. LAVADO PREPUCIAL

O lavado prepucial foi coletado em solugio
salina tamponada estérii pH 72 (PBS)
introduzida por um equipo -estéril ¢ com
massagem vigorosa do prepucio (Leite et al,
1995). Apos a coleta. 0 material foi transportado
em gelo até o laboratério para ser utilizado na
PCR ¢ na IFD.
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A extragdo e purificagdo de DNA gendmico foi
realizada de acordo com Pitcher ¢ colaboradores
(1989). Culturas das amostras de referéncia em
dgar sangue, com 48 horas de incubagdo foram
centrifugadas a 17000 X g por 15 min. Os
sedimentos foram ressuspendidos em 100 pl de
tampdo TE (10 mM Tris — HCIL, 0.5 M d4cido
ctilinodiaminotetracético (EDTA), pH 8.0 ¢
adicionado de RNAse A (1.0 pg/ul). O DNA foi
extraido pelo método do tiocianato de guanidina
(tiocianato de guanidina 5 M. EDTA 0.5 M.
sarcosyl 10%). O DNA precipitado foi
ressuspendido em 100 pl de agua deionizada e
estocado a 4°C. A concentra¢do de DNA extraido
foi determinada em gel de agarose a 1%,
comparando a intensidade do DNA extraido com
a intensidade de diluigdes do padrio de
concentragdo conhecida (250ng/pl) de DNA do
fago 7 digerido com a enzima fHind Il
(Amershan  Pharmacia Biotech - USA)
(Sambrook et al., 1991).




3.5, EXTRACAO DE DNA DO LAVADO
PREPUCIAL
3.5.1.  Inoculagio artificial de C. fetus subsp.

venerealis em lavado prepucial

Afim de avaliar diferentes métodos de extragdo
de DNA, amostras de lavado prepucial foram
inoculadas com C. fetus subsp. venerealis. A
amostra de . fetus subsp. venerealis NCTC
10354 foi cultivada em agar sangue (Brain Heart
Infusion agar - Difco - USA, 10% de sangue de
cavalo) por 48 horas e incubada a 37°C em
microaerofilia. Apos o crescimento, as coldnias
foram ressuspendidas em 2 ml de solugio salina
tamponada estéril pH 7.2 (PBS) ¢ a suspensio foi
padronizada pela escala 2 de MacFarland. Desta
suspensdo foram retirados 200 pl ¢ adicionados a
um tubo contendo 1.8 ml dec PBS (pH 7.2)
denominado diluigao 1. Apos a homogeneizagio
da solugao. foram retirados 200 pl ¢ adicionados
a um outro tubo contendo 1.8 ml de PBS (pH
7.2) denominado diluicio 2 ¢ assim
sucessivamente até a diluigio 8. De cada diluicio
foram aplicados em duplicata 20 wl cm placa de
agar sangue para contagem bacteriana (Quinn ol
al.. 1994) ¢ o restante foi estocado a -20°C. As
placas foram incubadas por 48 horas. a 37°C em
microacrofilia. quando entio se procedeu a
contagem bacterian:.

Apos a contagem bacteriana. 100 pl de cada
diluigao foram misturados a 900 wl de lavado
prepucial.  coletado  segundo  Leite ¢
colaboradores (1995). de um touro livre da
infecgio por (° fetus. avaliado pela IFD.

Cada uma dos tubos contendo 1 ml das amostras
do lavado prepucial inoculadas com as diluigoes
foram posteriormente utilizadas para
determinagio da forma de extraciao de DNA mais
adequada para as amostras clinicas ¢ da
sensibilidade da PCR em lavado prepucial.

Os tubos contendo lavado prepucial inoculado
artificialmente foram centrifugados a 13000 x g
por 30 min para oblengdo de sedimento ¢
estocados a -20 C.
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3.5.2.  Extracio de DNA pela técnica do

tiocianato de guanidina

Os sedimentos obtidos pela centrifugacio do
lavado prepucial inoculado artificialmente, foram
ressuspendidos em 100 pl de tampéao TE (10mM
Tris-HCI. 0.5M EDTA. pH 8.0) ¢ adicionado de
RNAse A (1.0 pg/ml) O DNA foi extraido pelo
método de tratamento com o tiocianato de
guanidina scgundo Pitcher ¢ colaboradores
(1989)., conforme descrito em 54, e
ressupendidos em 50 pl de agua deionizada,
3.5.3.  Extragdo de DNA pela lise alcalina

Os sedimentos obtidos pela centrifugagio do
lavado prepucial inoculado artificialmente foram
ressuspendidos em 50 pl de dgua deionizada. A
esta suspensdo foram adicionados 50 pl de
NaOH 50mM e em seguida a mistura foi coberta
com 100u] de olco mineral. Os tubos foram.
entao. aquecidos a 100°C por 15 min. Apos o
resfriamento dos tubos. 8 pl de Tris-HCl 1M pH
7.5 foram adicionados a mistura abaixo do 6leo
muneral (Lage et al.. 1995) ¢ estocados a 4"C até
sua utilizacao na reagao de amplificagio

3.5.4.  Extragio de DNA pela resina Chelex
100

Os scdimentos obtidos pela centrifugacio do
lavado prepucial inoculado antificialmente foram
ressuspendidos em 50 ul de agua deionizada ¢
adicionados de 200ul de Chelex 100 (Bio-Rad.
USA) a 5%. 2 ul de proteinase K (10 mg/ml)
(Merck. Germany) ¢ 7 pl de ditiotreitol a 1M
(BioRad. USA). A suspensio foi suavemente
homogencizada ¢ incubada a 56°C por 45 min.
Apos centrifugagao por 10 s a 13000 x g. os
tubos foram colocados em agua deionizada
fervente  por 8 mm.  subseqiientemente
centrifugados por 3 min a 13000 x g e
conservados a 4°C at¢ o uso na PCR (Rocha.
1998).

3.6. EXTRACAO DE DNA
MATERIAL CLINICO

A PARTIR DO

Apos determinar o método de extragio de DNA
mais adequado para as amostras clinicas. as
aliquotas contendo 2 ml de lavado prepucial
coletadas para PCR foram centrifugadas a 13000
X g por 30 min. O sobrenadante foi descartado ¢




0 sedimento ressuspendido em 100 ul de tampao
TE ¢ adicionado de RNAse A (1.0 pg/ml) o
DNA for extraido pelo método do tratamento
com o tiocianato de guanidina. segundo Pitcher e
colaboradores (1989).

3.7. INICIADORES

Foram utilizados os iniciadores FET1 (5°- CTC
ATA ATT TAATTG CACTCA TA -3") ¢ 6Yar

(5'- CTT AGG ACC GTA TAG TTA C - 3"
(sintetizados pela Gibco-BRL., USA). segundo
Bastyns ¢ colaboradores (1994). Este par de
iniciadores amplificam um fragmento de 835
pares de basc (pb) da regido hipervaniavel da
seqiiéncia 23S do DNA rnbossomal de C. fetus
subsp. venerealis (numero de acesso no EMBL
X67773). Figura 1.

1 GCGTAATAGC TCACTGGTCT AGTGATTCTG CGCGGAAAAT ATAACGGGGC
51 TAAAATGAGT ACCGAAGCTT TAGACTTGCA CTTAATTCTA ATTATAARATT
101 TGGCTAAGAG CTTTTAAGTT ATATTTCTCA TAATTTAATT GCACTCATAT
151 AAATTAAATT ATGAGAAAAT AGTTTAGCTA AAATAATTAG AAGTAATTAG
201 AATTAAGTGC AAGTGGTTGG AGAGCGTTCT ATTCAGCGTT GAAGGTATAC
251 CGGTAAGGAG TGCTGGAGCG GATAGAAGTG AGCATGCAGG CATGAGTAGC
301 GATAATTGAT GTGAGAATCA TCAACGCCGG AAACCCAARGG TTTCCTACGC
351 GATGCTCGTC ATCGTAGGGT TAGTCGGGTC CTAAGCAAAG TCCGAAAGGS
401 NATGCGATGG AAAATTGGTT AATATTCCAA TACCAATTAT TATGTGCGAT
451 GGAAGGACGC TTAAAGTTAG TGGAGCTAGC GGATGGAAGT GCTAGTCTAA
501 GGGTGTAGGT TGAGTTATAG GCAAATCCGT AACTCTTTAT CCGAGACCTA
551 AAAGGCTCAT GACGCTCTTC GGAGTAGATT GAGAATCCAT GATACTATCG
601 AGCCAAGAAA AGTTTCTAAG TTTAGTAATA ATTGCCCGTA CCGTAAACCG
651 ACACAGGTGG GTGGGATGAG TATTCTAAGG CGCGTGGAAG AACTCTCTTT
701 AAGGAACTCT GCAAAATAGC ACCGTATCTT TGGTATAAGG TGTGCCTAAC
751 TTTGTATTAA GATTCACTCC CAAAGCAAAG AAGGTTACAA CAAAGAGTCC
801 CTCCCGACTG TTTACCATAA ACACAGCACT CTGCTAACAC GTAAGTGGAT
851 GTATAGGGTG TGACGCCTGC CCGGTGCTCG AAGGTTAATT GATGATGTTA
901 GCTATGCGAA GCATTTGATC GAAGCCCNNN NNNNNNNNNN NNNGTAACTA
851 TACGGTCCTA AG
Figura 1 — Seqiiéncia do gene do DNA nbossomal 23S de Campyvlobacter fetus subsp. venerealis -

Numero de acesso no EMBL X67773. Os oligonucletideos Fetle 6Yar estao representados em negrito. Os

sitos de restrigao da enzima A vall estio sublinhados.
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3.8. REACOES DE AMPLIFICACAO (PCR)

As reagoces foram rcalizadas em um volume total
de 25 pl contendo 20 pmol de cada iniciador.
200 uM de cada desoxiribonucleotidco (dATP.
dGTP. dCTP ¢ dTTP). 10mM Tris-HCI (pHS.3).
50mM de KCL: 2.0mM de MgCl.. 1 Ul de Taq
DNA polimerase ¢ 10u] do DNA extraido. Essa
mistura fo1 entao submetida a um ciclo de 3 min
a 94°C. 30 ciclos de | mun a 38.5°C. 1 min a
72°C e 1 mina 94°C. ¢ um ciclo final composto
de I mmna 58.5°C ¢ 10 mina 72°C.

Anteriormente. foram realizadas variagoes na
temperatura de anclamento. nas concentragoes de
MgCl, ¢ de iniciadores. visando aumentar a
sensibilidade ¢ especificidade da PCR.
3.9, DETECCAO DO MATERIAI
AMPLIFICADO

Apos a amplificagao. 10 ul de cada reagio foram
submetidos a4 cletroforesc  cm gel  de
poliacnlamida a 6% em tampio TBE (89 mM
Tris-Borato. 2 mM EDTA. pH 8.2) ¢ corados
pela prata segundo Herring ¢ colaboradores
(1988). Para determinar o tamanho dos produtos
de PCR inclutu-s¢ em cada corrida o marcador
de tamanho molecular de DNA do fago 7.
digerido pela enzimas find 111 ¢ FecoR]
(Amershan Pharmacia Biotech - USA) contendo
fragmentos variando de 125 a 2415 pares de
base.

3.10. AVALIACAO DO LIMITE DE DETECCAO
pAa PCR

Para se determinar o limite de detecgio da PCR
foram realizados dois tipos de experimentos. No
primeiro  experimento. 10wl das  diluicoes
seriadas em base 10, de 30 ng/ul a 36 avpl. do
DNA da amostra de (. ferus subsp. venerealis
NCTC 10354 foram submetidos a PCR.

No segundo experimento o sedimento de cada
diluigdo da amostra de (. ferus subsp. venercalis
NCTC 10354 em lavado prepucial preparadas em
5.5.1 foram submetidas as técnicas de extragoes
de scritas em 5.5 Foram utilizados 10 ul da
suspensao de DNA para a realizagio da PCR.

Os produtos amplificados foram detectados em
gel de poliacrilanuda a 6% conforme descrito em
5.9.

3.11. AVALIACAO DA ESPECIFICIDADE DA
PCR E DO PRODUTO AMPLIFICADO

Para determinar a especificidade da PCR.
amostras de referéncia dc Campvlobacter sp.
Helicobacter sp ¢ Fscherichia coli (Tabela 1)
foram submetidas a PCR conforme descrito 5.8.

Além disto. foi verificado o perfil de restrigdo
enzimatica dos produtos amplificados frente a
enzima Ava Il (Promega - USA). A enzima foi
diluida no tampao. seguindo especificagoes do
fabricante ¢ foi adicionado 1UI de enzima a 5ul
do produto de PCR. eni um volume final de 10 ul
de reagdo. As amostras foram incubadas a 37°C
por uma hora. Os produtos de restrigio (10 pl)
foram submetidos a cletroforese em gel de
pohiacrilamida a 6% em tampio TBE ¢ corados
pela prata segundo Herring e colaboradores
(1V8Y)

3.12. CONTROLE DE QUALIDADE DA PCR

Para evitar contaminagécs no laboratorio devido
a presenga de fragmentos de DNA especificos
amplificados. o preparo do  matenal  para
amplificagao ¢ o andlisc  dos  produtos
amplificados  foram realizados em  locais
separados ¢ com materials especificos a cada
ctapa (Kwok & Higuchi. 1989)

3:13. IMUNOFLUORESCENCIA DIRET A

A 1munofluorescéncia direta foi realizada de
acordo com Mellick e colaboradores (1Y63) ¢
Winter ¢ colaboradores (1967). O matenal
coletado for submetido o duas centrifugacacs
primeira a 600 x g, por 10 min.. obtendo-sc um
sobrenadante que era entdo centrifugado a
10.000 x g por 30 min. Do sedimento obudo foi
preparado o esfregaco ¢ levado o estufa a
temperatura de 37°C para secageni por 10 min,
Apos a fixagio em acetona por 30 min. em
temperatura entre 0°C ¢ -10°C. os esfregagos
foram cobertos com soro anti-( " ferus produzido
em coelho (Walsh & White, 1968) ¢ marcado
pelo 1sotioctanato de {luoresceina (Ruckerbauer
ct al.. 1974) ¢ manudos em ambiente de camara
umida por 30min. a 37°C  As tres lavagens do




esfregago corado foram efetuadas cm PBS (pH
7.2). por 10 min. Para a montagem da lamina for
utiizada glicenna tamponada (pH 9.2) ¢ o
esfregago coberto com laminula. Em cada limina
havia um controle positivo consttuido por um
cultivo de (" fetus subsp. venerealis (NCTC
10354) e um controle negativo constituido por
um cultivo de . sputorum biovar sputorum
(LMG 6447) Os esfregagos foram examinados
em microscopio de fluorescéncia episcopica
(Olympus. CBA) com objetivas de 40x ¢ 100x.
Foram considerados positivos os lavados
prepuciais que apresentarem bactérias
fluorescentes com morfologia tipica de €. fetus.
bastonetes finos e em formato de “S”.

3.14. COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE
PCR EAIFD

Para a amibse de concordincia  entre  os
resultados obuidos nos testes de PCR ¢ IFD foi
utilizada a estatistica kappa () (Smuth, 1993)

4. RESULTADOS

4.1 OrivizagcAo pa PCR

Os primeiros experimentos foram realizados
utilizando a metodologia proposta por Bastyns e
colaboradores (1994) com . fetus subsp.
venerealis NCTC10354 ¢ C. jejuni subsp. jejumn
NCTC 10351 Nestes experimentos obteve-se
banda de 835 pares de base ¢ uma banda
inespecifica de aproximadamente 1400 pares de
base. demonstrada em agarose 1% . '
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Posteriormente foram realizadas alteragdes nas
concentragoes de MgCl,. vanando de 1.5 mM a
4.0 mM: na temperatura de anclamento. vanando
de 54°C a 59°C. na concentragdo de iniciadores,
vanando dc¢ 5 pmoles a 25 pmoles cada. Os
melhores resultados foram obtidos com a
concentragdo de 2mM de MgCl,, a temperatura
de anclamento de 58.5°C ¢ 20 pmoles de cada
primer. Apos estas alteragoes, somente o produto
esperado de 835 pares de base foi observado em
gel de agarose 1%.

4.2, COMPARACAO ENTRE AS TECNICAS DE
EXTRACAO DE DNA DA AMOSTRA DE C. FETUS
SUBSP. VENEREALIS INOCULADA EM LAVADO
PREPUCIAL

O lavado prepucial mnoculado com diferentes
diluigées de (' ferus subsp. venerealis foram
centrifugados ¢ submetidos aos trés métodos de
extragdes. Na extragio pelo  tocianato  de
guamdina  pode-se  obsecrvar  uma  maior
intensidade das bandas esperadas (Figura 2) em
relagdo ao método que utilizou a lise alcalina
(Figura 3). No tratamento com a resina Chelex
100, nenhuma banda esperada pode ser visla
(Figura 4) no gel de pohacrilamida a 6% corado
pela prata.
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Figura 2 - Extragdo de DNA pelo método do tiocianato de guanidina. Canaletas 1 a 7: diluigdes seriadas em
base 10 da amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 de3.8 x 107 a 3,8 x 10> CFU inoculada em lavado
prepucial; canaleta 8: controle negativo; canaleta 9: DNA da amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354;
canaleta 10: marcador de tamanho molecular DNA do fago A digerido pelas enzimas Hind 111 e EcoR1. Gel de
poliacrilamida a 6% corado pela prata.

Figura 3- Extracio de DNA pelo método da lise alcalina. Canaletas 1 a 8: dilui¢des seriadas em base 10da
amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 de 3,8 x 10" a 3,8 x 10° CFU inoculada em lavado prepucial;
canaleta 9: controle negativo; canaletal(: marcador de tamanho molecular DNA do fago A digerido pelas
enzimas Hind III e EcoRI. Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata.
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Figura 4- Extragdo de DNA pelo tratamento com a resina Chelex 100. Canaletas 1 a 8: dilui¢des seriadas
em base 10 da amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 de 3,8 x 10"a 3,8 x 10> CFU inoculada em
lavado prepucial; canaleta 9: DNA da amostra C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354; canaletal0:
marcador de tamanho molecular DNA do fago A digerido pelas enzimas Hind Il e EcoRI. Gel de

poliacrilamida 6% corado pelaprata

4.3, LIMITE DE DETECCAO DAS BACTERIAS
DE REFERENCIA PELA PCR.

Bandas foram identificadas quando se utilizou
DNA nas concentragdes de 360 ng a 3,6 pg de
DNA da amostra de C. fefus subsp. venerealis
NCTC10354. Este resultado indica que o ensaio
detectou um limite de 3,6 pg de DNA em gel de
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poliacrilamida a 6% corado pela prata (Figura 5).
Baseando no tamanho do genoma das espécies
de Campylobacter sp, aproximadamente de 1700
kpb, e na presenca de trés copias de 23S DNAr
por cromossomo (Taylor et al., 1992), este limite

de detecgdo corresponde a aproximadamente 675
bactérias.
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Figura 5 - Sensibilidade da PCR utilizando a amostra de referéncia de C. fetus subsp. venerealis NCTC
10354. Canaletas 1 a 8: diluigdes seriadas em base 10 do DNA da amostra C. fetus subsp. venerealis
NCTC 10354 de 360 ng a 36 fg; canaleta 9: controle negativo; canaleta 10: marcador de tamanho
molecular DNA do fago A digerido pelas enzimas Hind Il e EcoRI. Gel de poliacrilamida 6% corado

pela prata.

4.4. LIMITE DE DETECAO DA PCR NoOs
LAVADOS PREPUCIAIS INOCULADOS
ARTIFICIALMENTE

A extragio de DNA pelo método da lise alcalina
permitiu uma amplificagdo até a diluicio 4 do
lavado inoculado artificialmente com a amostra
de C. fetus subsp. venerealis que corresponde a
3.8 x 10° CFU/ml (Figura 3). Na extragdo pelo
tiocianato de guanidina o resultado obtido foi
melhor, chegando a uma detecgfio limite e 3,8 x
10> CFU/ml (Figura 2), entretanto na extragio
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utilizando a resina Chelex 100 nenhuma banda
foi observada (Figura 4).

4.5. ESPECIFICIDADE DA PCR
Para determinar a especificidade do teste
desenvolvido  utilizaram-se  as  amostras

bacterianas de referéncia listadas na Tabela 1.
Material amplificado foi observado somente nas
amostras de C. fetus subsp. fetus e Cfetus
venerealis como mostrado nas figuras 6, 7 e 8.
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Figura 6 - Especificidade da PCR 1. Canaleta 2: C. fetus subsp. venerealis NCTC10354; canaleta 3: E. e
coli ATCC25922; canaleta 4: C. jejuni subsp doylei LMG8843; canaleta 5: Helicobacter fenneliae
LMG1330; canaleta 6: C. lari NCTC11352; canaleta 7: C. jejuni subsp. jejuni NCTC11351; canaleta 8:
Helicobacter pametensis LMG12637; 9: controle negativo; canaletal0: marcador de tamanho molecular
DNA fago A digerido pelas enzimas Hind III e EcoRI. Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata.
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Figura 7 - Especificidade da PCR 2. Canaleta 1: controle negativo; canaleta 2: C. fetus subsp. fefus
ATCC 27374; canaleta 3: Helicobacter mustelae LMGS8777; canaleta 4: Helicobacter pylori ATCC
53726; canaleta 5: C. hyointestinalis 1833; canaleta 6: C. coli NCTC 11366; canaleta 7: marcador de
tamanho molecular DNA fago A digerido pelas enzimas Hind III e EcoRI. Gel de poliacrilamida 6%

corado pela prata.
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Figura 8 - Especificidade da PCR 3. Canaleta 1: C. hyointestinalis subsp lawsonii LMG 14432.; canaleta
2: C. sputorum biovar paraureolyticus LMG11764; canaleta 3: C. hyointestinalis LMG 12686; canaleta
4: C. hyointestinalis subps lawsonii LMG14432; canaleta 5: C spuforum biovar paraureolyticus LMG
11764; canaleta 6: C. sputorum biovar sputorum LMG 6447; canaleta 7: contole negativo; canaleta 8: C.
Setus subsp. venerealis NCTC 10354; canaleta 9: marcador de tamanho molecular DNA fago A digerido
pelas enzimas Hind 1l e FEcoRl. Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata.

A especificidade do produto amplificado foi A especificidade das amplificagdes obtidas foi
analisada pela restrigdo enzimatica. A figura 1 confirmada pela obtengio de fragmentos
representa os sitios de restricdo dos fragmentos esperados de 577 pares de base e 250 pares de
amplificados pela PCR para a enzima Ava II base sendo o fragmento de 8 pares de base nio
realizada a partir da seqiiéncia 23S do DNA visualizado no gel. Apos restri¢iio enzimatica
ribossomal de C. fetus subsp. venerealis pelo com a enzima Ava 11, como observado na Figura
programa Clone Manager (version 3.11, 1980. 9.

Scientific and Education Software - EUA)
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Figura 9 - Produtos da PCR digeridos com a enzima Ava II. Canaleta 1: C. fetus subps venerealis;
canaleta 2 C. fetus subps venerealis digerido com a enzima Ava II:., canaleta 3:marcador de tamanho
molecular pEI - HindlIl., canaleta 4: C. fetus subps fetus., canaleta 5: C. fetus subps fetus digerido com a :
enzima Ava I, canaleta 6: controle negativo., canaleta 7: marcador de tamanho molecular Dna ladder »
100bp. Gel de poliacrilamida 6% corado pela prata. |

4.6. DETECCAO DE C. FETUS EM LAVADO Pantanal — MS. Das 47 amostras de lavado
PREPUCIAL prepucial analisadas 11 (23,4%) apresentaram
bandas esperadas de 835 pares de base
Baseado nos resultados mostrados em 6.2 ¢ 6.4 a observados em gel de poliacrilamida 6% e R ke

técnica de extragdo de DNA pelo tratamento pelo coradas pela prata. A figuras10 mostra a andlise
tiocianato de guanidina foi empregada todas de alguns lavados prepuciais pela PCR.
os lavados prepuciais coletados dos touros do
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Figura 10 — Detecgéio de C. fetus em lavados prepuciais 1. Canaletas 1 a 8: amostras clinicas., canaleta 9:
controle negativo., canaleta 10: marcador de tamanho molecular DNA fago A digerido pelas enzimas
Hind Il e EcoR1. Gel de poliacrilamida 6%, corado pela prata.

3801 pb -
2079 pb o
1715 pb
1051 pb
800 pb —
600 bp — 672 pb
500 pb —
400 pb — ¢
300 pp —
200 pb — 265 pb
100 pb
Err———
Figura 11 — Andlise de restri¢do do produto amplificado. Canaleta 1: DNA ladder 100pb, canaleta 2: C. e

fetus subsp. venerealis NCTC 10354, canaleta 3: C. fetus subsp. venerealis NCTC 10354 digerido com
Ava 11; canaleta 4 e 6 : amostras clinicas; canaletas 5 e 7: amostras clinicas digeridas com Ava II; canaleta
8: pEl Hind 11, canaleta 9: controle negativo.
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4.7 IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA
Analisando os lavados prepuciais dos 47 touros
colctados no Pantanal — MS. foram encontradas
15 (31.9%) amostras que apresentaram bactérias
fluorescentes. com morfologia tipica do género
Campvlobacter.

4.8. COMPARACAO ENTRE PCR E IFD
PARA DETECCAO DE C. FETUS EM LAVADO
PREPUCIAL

Das 47 amostras de lavado prepucial analisadas 8
(17%) foram positivas para PCR ¢ IFD. 3
amostras apresentaram resultado positivo para
PCR ¢ foram necgativas na IFD ¢ 7 foram IFD
positivas ¢ PCR negativas (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparagio entre PCR ¢ IFD na
detecgao de . ferus em lavado prepucial

IFD IFD Total
positiva  negativa
PCR positiva 8 3 11
PCR ncgativa 7 29 30
Total 15 32 47

kappa- 0,47

Na analise dos resultados. os testes de PCR ¢
IFD demonstraram 79% de¢ concordincia na
detecgdo de ' ferus em lavado prepucial. O
valor da estatistica kappa (x) foi de 0.47
demonstrando alinhamento moderado entre os
testes.

5. DISCUSSAO

A seqiiéncia 23S do DNA ribossomal de (. ferus
subsp. Venerealis, que compreende trés regides
vaniaveis. foi escolhida apos alinhamento e
comparacao da seqiiéncia 23S do DNA
ribossomal completa (Van Camp et al.. 1993).

A escolha desta regido demonstrou ser eficiente
para o desenvolvimento de uma PCR para
detecgio de (' fetus. pois os iniciadores
sclecionados  derivados  da  seqiiéncia 23S
amplificaram somente a especic (' ferus ¢
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nenhuma outra amostra de Campvlobacter sp.
Helicobacter sp ou E. coli testadas.

E importante ressaltar que o Campvlobacter
sputorum biovar sputorum ¢ comensal do trato
genital de bovinos e apresenta morfologia
indistiguivel de (. ferus por microscopia de
campo ecscuro. A PCR desenvolvida para
detecgdo de (. fetus nao amplificou o
sputorum  biovar sputorum.  Outra espécic
importante a ser relatada ¢ o (. hvointestinalis
que tem sido isolado de intestino de suinos, de
bovinos ¢ de outros mamiferos (Gebhart et al.,
1985 Grau, 1988). Entretanto. nio ha descrigio
de seu isolamento do trato reprodutivo de
bovinos. O alinhamento da seqiiéncia de 23S do
DNA nbossomal de (. ferus com o
hvointestinalis apresenta  homologia de 97%
(Van Camp et al. 1993). sendo o ('
hvointestinalis a  espécic  filogenética mais
proxima do (" ferus. Apesar desta homologia

nenhuma  amostra  das  subespécics de
hvointestinalis ~ foi  amplificada pela PCR
padronizada.

Os resultados obtidos mostraram que o método
de extragao de DNA cm lavado prepucial que
apresentou maior eficiéncia foi a técnica que
utiliza o tiocianato de guanidina. Esta técnica
permite a obtengdo de um DNA mais puro, pois
nucleases endogenas sido inativadas.  restos
cclulares formados sao retirados ¢ nenhuma
proteina ¢ precipitada (Pitcher et al.. 1989).

A lise alcalina ¢ um método rapido para extragio
de DNA. com baixo risco de contaminagio mas
possui a desvantagem de ndo permitir a
purificacao do DNA extraido (Rolfs et al.. 1992).
Isto pode explicar a baixa eficiéncia da técnica
de extragdo pela lise alcalina nos lavados
prepucials, uma vez que esta técnica apenas
expoe o DNA da célula sem nenhuma
purificagdo deste DNA que pode conter proteinas
ou outros produtos ligados ao DNA inibindo a
agao da Taq DNA polimerase.

Chelex 100 ¢ uma resina quelantc que atua
scquestrando metais pesados divalentes que
podem danificar o DNA em processos de
extragao cm altas temperaturas (Walsh ¢t al .
1991). A resina ndo foi eficiente na extragio de
DNA das amostras de lavado prepucial. Fato
semclhante  foir  observado por Morhan ¢
colaboradores (1998) que utilizaram o método de

%4

yF©w

e

8 VEr
o e,

v
2
»




aquecimento  para - extragiao  de DNA  dc
Campvlobacter  sp  onde  algumas  amostras
utilizadas  falharam  na exposicao do DNA.

permitido  somente a passagem de  proteinas
mcnores ¢ RNA. sugerindo a existéncia de
cclulas com diferentes estruturas de superficic, A
falha na extraciao de DNA pela resina Chelex 100
talvez possa ser explicada pela nio exposigio do
DNA ou pela presenga de inibidores da Taq -
DNA polimcrase. como a protemase K que tem
sua atividade inibitoria mativada apos incubacio
a 95"'C por 10 mun (Saiki. ct al.. 1988)

O limite de detecgao da PCR utilizando os
iiciadores Fetl ¢ 6GYar. bascados na seqiiéncia
235 do DNA ribossomal de (' fetus subsp.
venerealis for de 3.0 pg de DNA para a amostra
de referéncia de ¢ fetus subsp, venerealis NCTC
10354, correspondendo a aproximadamente 6753
bacterias. £ em lavado  prepucial  foram
detectadas 3.8x10° CFU/ml. A detecgiio limite
dos dois procedimentos se encontram na mesni
ordem de grandeza.

Um fator importante que contribuiu para alcangar

csta  sensibilidade foi o uso de  géis de
poliacrilamuda corados pela prata. que permile
uma melhor resolugio dos produtos amplificados
apresentando um  limite de detecgio de 3pg
/mm”, (Sanguinetti ¢t al.. 1994: Caballero ct
al..1997).

Nao ha na literatura trabalhos sobre 2 detecciao
de (. fetus em lavado prepucial pela PCR. Evers
¢ colaboradores (1993) trabalhando com 4
scgicéncia 23S para  diferenciar  amostras
termofilicas de Campviobacter sp obtiveram uma
sensibilidade  de 0.062 pg de DNA que
corresponde a aproximadamente 12 bactérias,
Bastyns ¢ colaboradores (1994). trabalhando com

a4 mesma  scqiiéncia.  testaram o limite  de
detecgao  da PCR para o amostra  dc
Campylobacter  mucosalis ¢ obliveram  uma

sensibilidade de 128 fg que corresponde a
aproximadamentc a 24 bactérias. Estes trabalhos
porem ndo indicam a sensibilidade da PCR para
a amostra de (" ferus ¢ nem trabalharam com
amostras clinicas.

A comparagao dos resultados obtidos pela PCR ¢
pela IFD foi realizada pela estaustica kappa (x)
Esta anahsc ¢ utilizada quando sc comparan

‘ad

2

testes ¢ ndo ha um padriao ouro para comparagio
(Smith. 1995).

As trés amostras de lavado prepucial positivas na
PCR ¢ ncgativas na IFD podem ser resultados
falso positivos da PCR ou falso ncgativos da
IFD. Esta ultima hipotese ¢ a mais provavel. pois
as tcenicas de PCR apresentam alta sensibilidade
(Rolfs et al. 1992) ¢ todas as medidas de
controle  foram tomadas para  sc  cvilar
contaminagio pelos produtos amplificados na
PCR (citadas no item 5.12),

A cficiéncia destas medidas pode ser observada
pcla auséncia de contaminagio cm todos os
controles  negativos  utilizados  na  PCR.
diminuindo assim a probabilidade destas trés
amostras screm resultados falso  positivos  da
PCR.

Outro dado importante que torna a hipotese mas
provavel das trés amostras positivas nia PCR ¢
negativas na IFD  serem resultados  false
negativos da IFD ¢ que a IFD. cmbora scja uma
téenica rapida. de facil exccucio ¢ relativa
sensibilidade ¢ especificidade. apresenta algumas
limitagoes no que se referc a subjetividade de

interpretagio  dos resultados  (Callow ¢t al.
1974)

As scle amostras de  lavado  prepucial  IFD
positivas ¢ PCR  negatvas  podem  ser

consideradas como resultados [also positivos da
IFD devido a alta subjetividade apresentada por
cste teste (Callow et al. 1974). Entretanto. ¢ mais
provavel que estes resultados sc constituam cn
resultados falso negativos da PCR

Lavados prepuciais de alguns animais podem
conter urina ou outras substancias que podem
inibir a PCR. Estudos realizados com amostras
de urma demonstraram a presenga de inibidores
da Taq DNA polimerasc. que variam entre os
individuos ¢ chegam a variar de um dia para a0
outro no mesmo individuo (Greenficld ¢t al .
1993).

Existem poucas pesquisas sobre o estrutur:
bioquimica de substincias em fluidos biologicos
que podem mibir as enzimas utilizadas na PCR
(Greenfield, et al.. 1993). mas alguns reagentes




tradicionalmentc utilizados na purificagio de
DNA como proteinase K. fenol. EDTA ¢
detergentes sao inibidores ji conhecidos de
enzimas de amplificagio (Rolfs et al.. 1992).

O uso destes componenics para solubilizar as
células ou inativar nucleases requercm clapas
adicionais para remove-los ou neutraliza-los. que
devem ser realizadas para evitar resultados falso
negativos obtidos na PCR.

Outro fator relevante ¢ que para amostras quc
contem pouco DNA. a purificagio ¢ precipitagio
deste DNA durante a extragio pode significar em
risco de grandes perdas (Rolfs et al.. 1992). Os
lavados prepuciais coletados foram submetidos a
técnica de extragio pelo tiocianato de guanidina
que permite a obtengido de um DNA mais puro.
conscquentemente oferece maitor risco de perda
durante sua extragio ¢ purificagio.

Outro ponto importantc sio os iniciadores. que
foram bascados na seqiéncia 23S do DNA
ribossomal. quc contém quasc a mesma
informagao filogenctica da seqiiéncia 16S do
DNA nbossomal. cntretanto a avaliagio da
seqiicncia 23S do DNA nbossomal ainda ndo ¢
completa (Ludwig ct al.1999). provavelmente
outras regides contidas na seqiiéncia 23S do
DNA ribossomal oferegam melhor sensibilidade
do que a regido cscolhida para o descnho dos
miciadores.

6. CONCLUSOES

A) A reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
baseada na seqiiéncia 23S do DNA ribossomal
pode ser utilizada na detecgdo de C. ferus em
amostras de lavado prepucial;

B) O método utilizando tiocianato de guanidina
mostrou-se adequado para a extragao de DNA de

amostras dc lavado prepucial a serem ultilizadas
na PCR:

C) O limite de detecgio da PCR baseada na
seqiiéncia 23S do DNA ribossomal foi de 3.8 x
10- CFU/ml de € ferus em amostras de lavado
prepucial;

D) A PCR padronizada ¢ especifica na detecgio
de (" ferus em lavado prepucial:

E) A PCR ¢ a IFD apresentaram 79% de
concordancia na detecgdo de (" fetus em lavado
prepucial.
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