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RESUMO

A estimativa da prevaléncia da Campilobacteriose Genital Bovina no rebanho do Pantanal foi realizada
em 19 conglomerados pela imunofluorescéncia direta em lavados prepuciais obtendo-se 52.3%(170) de
prevaléncia em touros (CI 95%: 42.6% - 62.0%) ¢ 89.5% (17) de propriedades positivas. Foi padronizado
um ensaio imunoenzimatico para detecgio de imunoglobulinas A anti-Campviobacter fetus (C. fetus) em
muco cérvico vaginal com um antigeno extraido com tampdo glicina. A média das leituras de densidade
otica (DOysy) foi 0.143 £ 0.09. Pelo “immunoblotting as proteinas mais imunorreativas no antigeno de of
C. fetus subsp. venerealis (C. fetus subsp. venerealis) ¢ de Campvlobacter fetus subsp. fetus (C. fetus
subsp. ferus) migraram em 45kDa mas a proteina de 97kDa foi reconhecida exclusivamente pelo C. fefus
subsp. venerealis. O ensaio imunoenzimatico foi utilizado para detectar IgA anti- C. ferus em 311
amostras de muco vaginal de fémeas provenientes de 18 rebanhos da regiio do Pamtanal e a
especificidade do Elisa [gA foi estimada em 94.4%. Para avaliar o desempenho reprodutivo e a resposta
imune ao C. fetus em fémas naturalmente infectadas. 54 novilhas com cerca de trés anos de idade foram
cobertas com dois touros infectados. testados pela imunofluorescéncia direta. A taxa de parigio foi de
59.3% mas scte novilhas abortaram ¢ a taxa de repeticdo de cio foi de +4.4%. O valor médio da DO, no
Elisa IgA do muco vaginal no inicio da estagdo de monta foi de 0.097 e o pico de 0.507. que ocorreu em
torno de 4" més da estacio de monta.

Palavras-chave: Campilobacteriose- Pantanal- Reprodugdo - Diagnostico- Elisa IgA




SUMMARY

The estimated prevalence of the disease in the herd was performed in 19 clusters and tested by fluorescent
antibody technique prepucial washings and 170 bulls from 17 (89.5%) ranches were positive in DFAT
given an prevalence of 32.3% (CI 95%: 42.6% - 62.0). An indirect enzvme-linked immunosorbent assay
was developed to detect antigen specific secrctorv IgA antibodies to Campvlobacter fetus subsp.
venerealis in bovine vaginal mucus with a glicine extractable antigen fraction used in the solid fase. Mean
of optical density measurcments (=450 nm) was 0.143 =0.09. Bv “immunoblotting”™ the most
immunoreactive proteins of Campvlobacter fetus subsp. venerealis and Campviobacter fetus subsp. ferus.
migrates in 45kDa but protein of 97 kDa was recognized exclusivelv by C. fetus subsp. venerealis. The
indirect enzyme immunosorbent assav were used to detect antigen specif secretory IgA in 311 bovine
vaginal mucus from cows of 18 beef cattle herds of the Brazilian Pantanal and the specificity was
estimated as 94.4%. In order to evaluate reproductive performance and immune response to C. fetus in
naiurally infected bovine females. 54 heifers around three vears old breed individually with 2 infected
bulls. confirmed by fluorescent antibody test were observed. The calving rate was 59.3% of females but 7
heifers aborted and the repeat breeding rate was 44.4%. Mean value of the optical density measured in
Elisa IgA of the vaginal mucus in the beggining of breading season was 0.097 and the production IgA
peak was 0.507 and occurred around the 4™ month of breeding.

Kev-words: Bovine Campilobacteriosis- Pantanal- Reproduction- Diagnosis- Elisa IgA




1. INTRODUCAO

O Pantanal ¢é. por tradicio. uma das maiores
regides de cria do pais ¢ nos anos mais recentes
tem procurado incrementar esta vocacdo com
investimentos em tecnologias sustentaveis e
adaptadas a regido. Entretanto. a eficiéncia
reprodutiva na regido ainda ¢ bastante baixa.
sendo estimadas em 36% a taxa de natalidade a
taxa de desmama em 42% e em 42 meses a
idade a primeira cria. Como o retorno
cconomico em gado de corte estd baseado na
produgdo de bezerros. a eficiéncia reprodutiva
das matrizes deve ser otimizada e investigados
os fatores que determinam estes baixos indices.

A Campilobacteriose Genital Bovina ¢ uma
enfermidade de cardter eminentemente venéreo
causada pelo Campvlobacter fetus subsp.
venerealis cujo habitat natural é o trato
reprodutivo dos bovinos: no touro ele coloniza a
mucosa prepucial e na vaca a mucosa da vagina.
cérvix. utero e ovidutos. Sob condicdes naturais.
a subsp. C. fetus subsp.venerealis ¢ transmitida
de macho a fémea pelo coito. ou pelo uso de
sémen contaminado. A transmissio por louros
infectados para fémeas alcanca quase 100% ¢ a
infertilidade. representada pela repeti¢do de cio
atinge mais comumente as novilhas. sendo que
0 aborto. em torno do 3° més. ocorre em menos
que 10%.

A porta de entrada do C. fetus subsp. venerealis
no organismo ¢ o trato .genital. colonizado de
forma ascendente sendo que as defesas
organicas se Iniciam também neste sitio.
Seguindo-se uma infecgdo natural. quando
cobertas por um touro portador do C. ferus. as
fémeas produzem anticorpos locais que estardo
presentes no muco cérvico-vaginal entre seis
semanas e dez meses. Estes anticorpos.
rotineiramente. tem sido detectados no muco
cérvico-vaginal pelo teste de muco-aglutinagdo
¢. mais recentemente. pelo ELISA IgA.

Este trabalho teve por objetivos estimar a
prevaléncia da Campilobacteriose em touros de
rebanhos de corte da sub-regido da Nhecoldndia
do Pantanal Sul Mato-grossense: desenvolver e
avaliar um ensaio imunoenzimatico para
detecgdo de i1munoglobulinas A como teste
individual e de rebanhos para diagnostico de C.
Jetus em matrizes: determinar o perfil de

producdo de imunoglobulinas A anti-C. ferus
subsp. venerealis em muco cervico-vaginal de
animais naturalmente infectados ¢ avaliar o
efeito da infecgdo natural pelo (. ferus sobre o
desempenho reprodutivo de novilhas zebuinas
criadas sob manejo extensivo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O SISTEMA PRODUTIVO DO
PANTANAL

O Pantanal ¢ uma imensa planicie sedimentar
com drea de 138.183 Km". abrangendo os
estados de Mato Grosso (35.36%) ¢ Mato
Grosso do Sul (64.64%). A regido ¢ sujeita a
inundagdes periodicas que regulam todo o
ecossistema. com implicacoes sobre os sistemas
biologicos e SOC10-¢CONOMICOS. Estd
subdividido em 11 sub-regides (Fig. 1). de
acordo com suas caracteristicas hidrologicas .
fitofisiondmicas e edificas. sendo as maiores o
Paiaguds (19.6%) e a Nhecoliandia (19.48%).
situadas no Mato Grosso do Sul ¢ Bardo de
Melgaco (13.15%) ¢ Poconé (11.63%) situadas
no Mato Grosso (Silva et al.. 1993).

O municipio de Corumba contribui para 44.74
% da area do Pantanal. possuindo 99.2% de sua
area na planicie. De acordo com dados do censo
agropecudrio de 1985. o efetivo bovino do
Pantanal ¢ da ordem de 3.026.694 cabecas. com
1.282857 destas somenie no municipio de
Corumba (Silva et al..1995). Cadavid Garcia
(1986) efetuando estudo sobre a estrutura
fundiaria do municipio de Corumbd observou
que 12% das propriedades do Pantanal. tem drea
igual ou superior a 10.000 ha. correspondendo a
56% da drea total da regido. Sendo assim.
grandes propriedades sdo as que caracterizam a
estrutura fundiaria da regido Pantaneira.

Em levantamento efetuado em 1993. Silva et al.
(1993). evidenciaram uma area média dos
estabelecimentos agropecudrios no Pantanal Sul
Mato-grossense de 6027 ha com taxa média de
lotagdo animal de 4.6 ha/cab.

A economia da regido bascia-se na exploragdo
da pecudnia bovina de corte. sendo o regime do
tipo extensivo e concentrado principalmente na
atividade de cria e recria. em dreas de pastagem
nativa. Os animais sio manejados geralmente




duas vezes por ano. em maio e dezembro.
durante o que ¢ denominado “trabalho de gado™.
ocorrendo nesse periodo a desmama dos
bezerros. marcagdo. vermifugagdo. castragdo.
descarte e outras praticas comuns ao mangjo
(Cadavid Garcia. 1996.

A comercializagio. at¢ meados da década de
1980). era realizada uma vez por ano. geralmente
de bois magros de 3 a 4 anos de idade ou vacas
de descarte ¢ tinha os precos. definidos pelos
compradores. A melhoria dos meios de
comunicacio ¢ de servicos de informacdo de
pregos. ¢ a realizacdo de leildes proporcionaram
vendas com precos melhores. inclusive de
outras categorias animais. durante todo o ano.
Um dos grandes obstaculos ainda € o transporte.
geralmente feito a pé. ou combinado com via
Muvial. rodovidria ou ferrovidria. implicando
em perdas de peso. fugas e mortes (Cadavid
Garcia. 1996.

A consolidacdo do MERCOSUL vem induzindo
sensiveis mudangas no nivel tecnoldgico das
fazendas da regido e na tendéncia dos pregos da
carne nos paises participantes. o que. aliado a
implementagio de uma possivel hidrovia Prata-
Paranad-Paraguai. poderd acelerar esse processo
de mudanga (EMBRAPA. 1993).

Até o final do século passado. nos ultimos 20
anos, o0s problemas sanitarios do rebanho
bovino da regido estavam restritos a estudos
cpidemiologicos das nematodioses (Catto &
Furlong, 1981: Catto et al.. 1994) e brucelose
(Brasil. 1977) além de informagdes sobre
programas profiliticos para raiva ¢ aftosa
(EMBRAPA. 1987b). conduzidos pelo orgdo de
defesa sanitaria do Estado. Baseando-se nessas
informacgdes. Cadavid Garcia (1996) observou
que ~ aparentemente o rebanho bovino ndo
apresenta problemas sérios de sanidade. apesar
dos programas profildticos serem irregulares e.
muitas vezes ineficientes”. O mesmo autor. por
outro lado. observa que. ™ qualquer que seja o
ciclo hidrologico. a pecudria bovina tem
perspectivas de aumento da produgdo através do
aprimoramento  tecnologico ¢ o manejo
ecossustentado  dos  recursos  naturais”
significando que. mesmo que exista uma
incorporagio de areas de pastagem cultivada.
minimizando a estacionalidade na oferta de
alimento. esta deve ter um limite. compativel
com a conservacdo do meio ambiente.

14

A idade a primeira cria. considerada tambem
uma medida da eficiéncia reprodutiva foi
estimada em 4.1 anos (Abreu & Pena. 1996) e a
proporgdo de vacas inférteis no rebanho ¢ de
aproximadamente 17% das vacas de cna.
considerando-se a proporcio de fémeas que
passam mais de dois anos sem parir (Almeida et
al. 1996 ).

2.2. CAMPILOBACTERIOSE GENITAL
BOVINA

A Campilobacteriose Genital Bovina ¢ uma
enfermidade de cardter eminentemente vencreo
causada pelo C. ferus subp. venerealis. O habitat
natural deste agente ¢ o trato reprodutivo dos
bovinos: no touro ele coloniza a mucosa
prepucial e na vaca a mucosa da vagina. cérvix.
utero e ovidutos. Por outro lado. o C. fefus subp.

Jferus tem seu habitat no intestino ¢ causa

abortos esporadicos em bovinos. aborto
enzoolico em ovinos ¢ septicemia no homem
(Dekeiser. 1984).

(' ferus sdo bactérias Gram negativas
microaerofilicas. que interferem com a fungao
reprodutiva em ungulados e sdo patogenos
oportunistas no homem. A espécie C. fefus esta
dividida em duas subspécies C. fefus subp. fetus
e C. fetus subsp. venerealis. cujo DNA possue
homologia de aproximadamente 98%. sendo
similares também nas patologias causadas
{(Dworkin & Blaser. 1997)

2.3.EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA
ECONOMICA DA
CAMPILOBACTERIOSE.

Os touros sdo portadores do C. fetus subsp.
venerealis. mantendo-o num  microhabitat
representado pelas criptas da mucosa prepucial
¢ o transmitem venercalmente para as vacas
susceptiveis causando cervicite e endometrite o
que resulta em infertilidade (Garcia & Brooks.
1983). O ciclo da enfermidade ¢ completado
pela transmissdo do C. ferus subsp. venerealis a
um touro susceptivel onde o agente vai
colonizar a mucosa prepucial,

O C. ferus subsp. ferus tem uma maior
amplitude de hospedeiros. colonizando a
mucosa de ungulados. aves. répteis sendo que o




agente tem como principal habitat o trato
gastrointestinal destas especies (Dworkin &
Blaser. 1997). O ciclo da infeccdo pelo C. fetus
subsp. ferus se inicia pela ingestdo oral do
agente atraveés do alimento ou dgua ¢ apos a
colonizacdo da mucosa do trato gastrointestinal
ocorre uma bacteremia transiente € em vacas
prenhas o aborto pode ocorrer.

DApice. em 1936 foi o primeiro pesquisador
que isolou o entio denominado Iibrio fetus de
um feto abortado. relatande a presenga da
~Vibriose™ no rebanho nacional (Tab. 1). Esta
doenga fol intensamente pesquisada at¢ o final
da década de 1970 quando foram realizados
varios  trabalhos  de levantamento
cpidemiologico  em  rebanhos.  utilizando
inicialmente a técnica de muco-aglutinagdo em
fémeas

Os fatores de risco considerados mais
importantes para a infecglo pelo C. fetus subsp.
venerealis em sistemas de produgio utilizados
em paises tropicais sdo: a utilizagdo de manejo
reprodutive com monta natural: uso de touros

com idade superior a 4-3 anos no rebanho:
presenca de touros sem controle sanitario para a
Campilobacteriose Genital Bovina (Stoessel.
1982) ¢ manejo reprodutivo que utiliza monta o
ano inteiro ao invés de um periodo limitado de
estacdo de monta.

A transmissdo do C. fetus subsp.venerealis de
touros infectados para fémeas pode chegar a
100% e a infertilidade temporaria. representada
pela repeti¢do de cio. atinge mais comumente as
novilhas ¢ vacas jovens. sendo que a taxa de
prenhez de fémeas infectadas pode estar em
torno de 20% (Newsan. 1960).

Em sistemas de produgdo de gado de corte o
impacto da Campilobacteriose Genital Bovina
recal principalmente sobre o intervalo entre
partos. reflexo do grande nimero de vacas que
falham em conceber ou concebem tardiamente
no periodo de monta. produzindo os chamados

bezerros refugos. mais leves. desmamados
tardiamente. que compdem lotes pouco
uniformes. prejudicados quando da

comercializacdo (Kasari & Gleason. 1996).

Tabela 1. Freqiiéncia de animais infectados pelo Campviobacter fetus no Brasil.

Ano Estado Autores Técnica Indice
1956 SP D’Apice Isolamento 1° isolamento
1960 RS Mies Filho Muco-aglutinacdo 27 %
1967 SP Pestana de Castro et al. Muco-aglutinacdo 8.2%
1977 MG Leite IFD 28.9 %
1971 PR. RS. MG Pestana de Castro et al.. Muco-aglutinagio 8%
1978 RJ Ramos e Guida Muco-aglutinacdo 12 %
1986 SP Genovez et al. [solamento 23.9%
1997 MG Lageetal IFD 27.9 %
1999 MG Jesus et al. Muco-aglutinacio 46.9 %
1999 RJ Jesus et al. Muco-aglutinagdo 22.3%
1999 MG Jesus et al. Isolamento 16.7 %
1999 RJ Jesus et al. Isolamento 423 %
1999b MS Pellegrin et al. IFD 52.3%

2.4. PATOGENIA DA
CAMPILOBACTERIOSE GENITAL
BOVINA

Nas fémeas. a bactéria penetra no sistema genital
durante a fase ovulatoria. pelo coito ou
inseminagdo artificial (Dekevser. 1986). O
microorganismo localiza-se na parte anterior da

vagina. invade o utero e oviduto. induzindo a
sintese local de imunoglobulinas detectaveis no
muco cervico-vaginal. aos 30 dias de infec¢do
(Corbeil. et al.. 1974a).

A mortalidade embrionaria. com conseqiiente
repetigcdo de cio. € ocasionada por um processo
de cervicite aguda difusa. endometrite e
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salpingite decorrentes da infeccdo pelo . ferus
subsp. venerealis. Histologicamente. pode ser
observada uma endometritc  mucopurulenta
difusa. aumento do exudato no lamen das
glandulas uterinas com grande aporte de
polimorfonucleares. Em  decorréncia  deste
fenomeno inflamatorio. o embrido ndo recebe o
suprimento de oxigénio necessario a sua
sobrevivéncia que. neste neste ambiente hostil.
fica fatalmente comprometida. Eventualmente.
ocorrendo uma  salpingite  bilateral. o
comprometimento da fertilidade ¢ total
(Dekeiser. 1984).

O aborto esporadico ¢ uma decorréncia da
infeccdo do sistema genital pelo C. ferus subsp.
Jfetus por via sistémica. estanto este agente entre
as principais causas de aborto identificadas no
pais (Genovez et al.. 1983). Os mecanismos
pelos quais ocorre a bacteremia ¢ a colonizagio
do utero prenhe por este agentc nio estio bem
claros mas o aborto ocorre por morte fetal
(anoxia do feto). em virtude do processo
inflamatorio instaurado (Dekeyser. 1984),

O C. fetus subsp. venerealis também pode
causar aborto entre o 4° ¢ 6° més de idade
(Dekeyser. 1984). sendo comprovado que este
pode passar da vagina para o utero em qualquer
momento da prenhez (Stoessel. 1982). No
entanto ndo esta claro. se 0 agente permanece
localizado na vagina ou no utero. até o
momento de interromper a gestagdo (Stoessel.
1982).

2.5. RESPOSTA IMUNE ‘A INFECCAO
PELO C. fetus

A cinética da imunidade contra o C. ferus na
mucosa vaginal foi investigada por diversos
autores (Corbeil et al. 1974a. Corbeil et al..
1974b. Van Aert et al.. 1977). A classe de
imunoglobulinas que aparece inicialmente em
novilhas infectadas experimentalmente ¢ a IgM.
seguida da IgA. e por ultimo da IgGl. Em
novilhas infectadas por wvia vagmal o
aparecimento das classes IgM e IgA ¢ quase
simultineo. precedendo a IgGl. que ocorre
aproximadamente na 8* semana apos a infeccdo.
[sto indica importincia da imunidade conferida
pela IgA para a resisténcia a infeccdo natural
pelo C. ferus, uma vez que. em [émeas
imunizadas por via sistémica as classes de
imuglobulinas que ocorrem sdo a IgM. a IgGl ¢
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IgG2. ndo sendo detectada a IgA. nem no soro.
nem nas secrecoes vaginais ( Corbeil et al
1974b).

A IgG ¢ a primeira classe ativa de anticorpos no
utero. apos a infeccdo natural. enquanto a IgA
prodomina na vagina. A [gG imobiliza ¢
opsoniza o (. fetus permitindo a morte
intracelular pelos macrofagos e neutrofilos no
endométrio (Corbeil et al. 1980).

A IgA aparece logo em scguida a IgM. entre
trés a cinco semanas apos a infecgdo. E a
imunoglobulina que apresenta um titulo maior e
por mais tempo. podendo persistir por mais de
+0 semanas. £ a prncipal imunoglobulina
responsavel por impedir o inicio da infeccdo.
prevenindo a bactéria de ascender ao utero.
apesar de nio ser opsonizante. Dessa forma. a
coloniza¢do da vagina pode persistir por um
periodo que varia de 6 a 24 meses. Este
constante cstimulo ao sistema imune local
promove clevados niveis protetores de
anticorpos. o que permitc o retorno da
fertilidade do animal. apos trés a seis meses do
inicio do processo. ou s¢ja. em tormo de trés cios
apos a infecgdo (Corbeil et al. 1974a: Corbeil et
al.. 1980).

2.6. ANTIGENOS DE SUPERFICIE

Os estudos de fatores de viruléncia tém sido
realizados principalmente com estirpes de C.

fetus subsp. ferus. porém varios deles sdo de

relevincia na patogenia da Campilobacteriose
Genital Bovina causada por C. ferus subsp.
venerealis (Garcia & Brooks. 1993).

O C. fetus persisic no hospedeiro porque possui
um sistcma cficicntc de colonizagdo scndo csta
habilidade dependente da presenga de uma
cspécic de microcapsula denominada camada
“S”. que possuc arranjos de subunidade de
proteina conhecida como SAP (“surface array
proteins”). A camada “S” recobre estruturas
imunogénicas da bactéria. incluindo o
liposissacarideo. tormando-o inacessivel as
defesas do hospedeiro. A localizacdo dessas
proteinas na superficie bacteriana sugere sua
importincia na intera¢do patogeno-hospedeiro
(Garcia & Brooks. 1993: Dunn et al.. 1987).




A manutencio da camada “ST tem vantagens
para o C ferus. tornando-o evasivo a fagocitose.
o que facilita a sua persisténcia no hospedeiro
por mmpedir a ligagio da proteina C3b do
complemento (Dworkin & Blaser. 1997).
Mudancas na camada S da bactéria podem
explicar a producdo de componentes de
superficic  com  diferentes  especificidades
antigénicas  caracterizando-se  como  um
mecanismo de defesa do agente contra resposta
imune do hospedeiro (Garcia & Brooks. 1993).

Essas pequenas variagbes antigénicas das
proteinas SAP. que ocorrem durante a infec¢do
também podem explicar o fendmeno observado
em vacas portadoras. pois a resposia
imunologica do animal nio € tdo rapida quanto
a variagdo nos epitopos desta proteina no curso
da infecgdo.

Os antigenos de superficie de C. fetus incluem
também um componente proteico de membrana
externa (OMP) e dois outros antigenos proteicos
superficiais que sdo facilmente extraidos em
tampdo glicina (pH 2.2) ¢ o extrato obtido tem
sido amplamente utilizado na detecgdo de
anticorpos contra este agente (Logan & Trust.
1983).

Blaser et al.. (1987) analisando proteinas de
parede de C fetus observaram que em 10
amostras analisadas os padrdes proteicos em gel
de poliacrilamida eram bastante similiares com
as OMP’s migrando de 45-47 kDa ¢ as proteinas
flagelares em 63 kDa bem como banda proteica
maior de aproximadamente 100 kDa. todas
passiveis de obtengdo sob extracdo dcida. sendo
esta ultima presente apenas em amostras
resistentes a atividade bactericida mediada pelo
complemento.

A caracterizagdo das proteinas de membrana de
C. ferus tem demonstrado a existéncia de uma
banda de 63 kDa rcpresentada pela proteina
flagelar. comum a todas as cspécies de
Campilobacter spp que apresentam flagelo ¢
uma forma isomérica de 4547kDa que
compreende 90% das proteinas de membrana
externa (Dunn et al.. 1987).

Tem sido observado que uma glicoproteina de
superficie de C. ferus de 23 kDa. extraida sob
baixo pH tem a capacidade de inibir a
fagocitose por neutrofilos bovinos (McCov et

al.. 19750 Winter et al.. 1978). Blaser et al
(1985) ¢ Blaser et al. (1987) evidenciaram uma
glicoproteina dcida com migracdo a 100 kDa
associada com padrdo de resisténcia ao soro.
mas labeis quando extraidas sob baixo pH.

2.7. METODOS DE DIAGNOSTICO

A Campilobacteriose Genital Bovina tem seu
diagnostico bastante dificultado pela baixa taxa
de sobrevivéncia do-C. fetus fora do hospedeiro.
quando se utilizam métodos tradicionais de
isolamento e cultura pois o organismo ¢
microaerofilo e de crescimento demorado
(Clark & Dufty. 1972: Lander. 1990).

O diagnostico associa métodos laboratoriais e
clinico-epidemiologicos. baseando-se na
deteccdo do agente. por isolamento e meétodos
moleculares ou  ainda  por  métodos
imunologicos. como imunofluorescéncia ou
imunoperoxidase (Genovez.1997).

Até a década de 1960/1970 dois métodos.
respectivamente para detecgio do agente em
touros e de anticorpos especificos em fémeas
eram bastante utilizados: a imunofluorescéncia
direta ¢ a mucoaglutinagio. No entanto. ha
limitagdes destes métodos em termos de
sensibilidade e especificidade.

No Brasil. raros tém sido os estudos objetivando
diminuir as dificuldades do diagnostico e que
privilegiem formas de coleta e transportc
adequados as distincias entre a propriedade ¢ o
laboratorio (Genovez et al.. 1989). No Pantanal.
onde as condi¢cdes de coleta ¢ transporte sdo
retritivas a um diagnostico por isolamento.
alternativas devem ser viabilizadas.

O teste de imunofluorescéncia direta. utilizado
pela primeira vez no Brasil em 1977. por Leite.
apresenta grandes vantagens. tendo permitido
avancar no conhecimento da epidemiologia da
Campilobacteriose Genital Bovina. Embora nio
tenha a capacidade de distinguir as duas
subespecies de C. ferus. o C. fetus subsp. fetus ¢
o (. ferus subsp. venerealis apresenta igual
sensibilidade ao teste da novilha virgem. com a
conveniéncia de ser muito mais pratico ¢
econdmico (Leite. 1977). O diagnostico pela
imunofluorescéncia direta. quando comparado
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com a cultura. ¢ cfetuado em curto espaco de
tempo. a presenga de contaminantes ndo sc
constitui um problema e as condicdes de coleta
¢ tempo entre esta e o diagnostico ndo precisam
ser 3o rigidas(Philppot. 1968).

E um aspecto primordial para o sucesso do
diagnéstico da  Campilobacteriose  Genital
Bovina uma coleta apropriada do material. A
sensibilidade do diagnostico esta diretamente
relacionada ao método ¢ fregiiéncia de coleta e.
principalmente. a0  acondicionamento ¢
transporte do material. sendo que coletas
repetidass no mesmo animal diminuem a
probabilidade de resultados falsos negativos
(Stoessel. 1982). Leite et al. (1995) adaptaram
uma teécnica de coleta de lavado prepucial.
compararando-a com a técnica de coleta pelo
swab prepucial concluiram que ambas eram
igualmente eficientes quando utilizado como
método de diagnostico a imunofluorescéncia
direta (IFD).

A coleta de muco cérvico-vaginal por tampdo
intra-vaginal. descrita por Fernandes & Gomes
(1992) consiste na aplicacio de um tampio
vaginal acoplado a um aplicador metalico.
ambos previamente esterilizados. que € inserido
no canal vaginal. chegando proximo a cervix.
Apos um periodo de 20-30 min este tampdo €
retirado e acondicionado em frasco estéril.
sendo transportado ao  laboratorio  sob
refrigeracdo. onde sera devidamente processado
de acordo com a t(écnica requerida  (
mucoaglutinagdo. ELISA ou isolamento).
Quando se deseja isolar o agente. entretanto. a
técnica de coleta por aspiragdo do muco ou
secregdo  cérvico-vaginal com pipeta de
inseminagio parece ser a mais indicada por
obter um material mais concentrado.

De todos aspectos a serem considerados no
diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina devemos enfatizar o repouso sexual dos
touros. no minimo de 15 dias. antes e durante o
intervalo entre as coletas ¢ a freqiiéncia das
coletas. no minimo de trés para que um animal
seja considerado negativo (Lage & Leite. 2000).

O teste de muco-aglutinagdo. muito utilizado
para diagnostico de rebanhos infectados. nio ¢
ideal para detectar portadores individuais. além
de apresentar outras desvantagens. Resultados
falso negativos podem ocorrer quando s$do

coletadas amostras durante a fase de ecstro
(Lawson & Mac Kinnon. 1952) bem como falso
positivos em amostragem repetitiva (Clark.
1971). Por outro lado. preparacdes do antigeno
auto-aglutinantes podem interferir no resultado
também ocasionando o aparccimento de falsos
positivos. sendo que antigenos produzidos com
diferentes amostras podem  variar em
sensibilidade (Hewson. 1985).

Os ensaios imunoenzimaticos usados para
deteccdo da resposta imune sdo amplamente
aceitos como técnicas sensiveis e especificas. ¢
a utilizacido de um teste diagnostico que detecte
imunglobulinas da classe IgA pode ter ampla
utilidade no diagnostico de rotina e em estudos
epidemiologicos da Campilobacteriose Genital
Bovina. para acompanhamento da infecgdo
Varios autores (Hum et al. 1991. Hum et al
1994) tém proposto um ensaio imunocnzimatico
para imunoglobulina A (ELISA IgA) como um
teste mais sensivel e especifico para detecgdo de
fémeas portadoras do (. ferus. podendo
inclusive distinguir animais enfermos  dos
imunizados. uma vez que a IgA ndo ¢ detectada
no muco cérvico-vaginal em resposta a uma
infecgdo experimental pela via parenteral
(Corbeil et al. 1974a).

2.8.0BJETIVOS

O trabalho teve por objetivos estimar a
prevaléncia da Campilobacteriose em touros dc
rebanhos de corte do Pantanal Matogrossense:
desenvolver < avaliar um ensaio
imunoenzimatico para deteccdo de
imunoglobulinas A como teste individual ¢ de
rebanhos para diagnostico de C. ferus em
matrizes. determinar o perfil de produgio de
imunoglobulinas A anti-C.  fetus  subsp.
venerealis em muco cérvico-vaginal de amimais
naturalmente infectados e avaliar o cfeito da
infecgio natural pelo C. fetus sobre o
desempenho reprodutivo de novilhas neloradas
criadas sob manejo extensivo.
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RESUMO

A prevaléncia de Campilobacteriose Genital
Bovina foi estimada em touros do Pantanal Sul
Mato-grossense. Foram testados para o
diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina por imunofluorescéncia direta (IFD) 327
lavados prepuciais de touros provenientes de 19
propriedades. Cento e setenta touros de 17
(89.5%) propriedades foram positivos a I[FD
para Campviobacter fetus. resultando em uma
prevaléncia de 52.3% (1C95%: 42.6% - 62.0%).
A freqiiéncia de touros positivos a IFD para C.
fetus ndo foi significativamente diferente nas
categorias de idade estudadas. entretanto houve
uma maior freqiiéncia de touros positivos a [FD
para C. ferus nas propriedades com mais de
15.000 ha (7= 6.40: gl= 1: P= 0.01). quando
comparadas com as propriedades menores que
15.000 ha. sendo estimado o risco relativo em
1.33 (1.07 <RR <1.66). Estes resultados
demonstram que a Campilobacteriose Genital
Bovina apresenta uma alta prevaléncia na
regido do Pantanal. estando esta provavelmente
relacionada ao manejo utilizado na regido.

SUMMARY

Prevalence of Bovine Venereal
Campilobacteriosis were estimated in bulls of
Pantanal Sul Mato-grossense. Brazil. Prepucial
washings of 327 bulls from 19 ranches were
assaved by the direct fluorescent antibody test
(DFAT). One hundred seventy bulls from 17
(89.5%) ranches were positive in DFAT and the

estimated prevalence was 32.3% (IC 95%:
42.6% - 62.0%). The frequency of positive bulls
did not differ among the diferent age groups
studied but were different in ranches with a
surface greater than 15.000 ha (x:= 6.40: df= 1:
P= 0.01) with an estimated relative risk of 1.33
(1.07 < RR < 1.66). These results indicates that
Bovine  Venereal  Campilobacteriosis  is
widespread and has a high prevalence in
Pantanal Sul Mato-grossense probably due to
the management practices.

3.1LINTRODUCAO

O Pantanal ¢ a regido que apresenta a maior
planicie alagada na América do Sul e ha quase
dois séculos tem na pecudria de corte a sua mais
importante atividade econdmica com um
rebanho de aproximadamente 3.8 milhdes de
cabecas (Cadavid Garcia. 1996). A regido. ¢
uma imensa planicie sedimentar com drea de
139.558 km. abrangendo os Estados do Mato
Grosso (35.36%) e Mato Grosso do Sul
(64.64%) (Silva et al.. 2001 ).

O manegjo reprodutivo dos bovinos da regido
utiliza principalmente touros Nelore. puros ou
cruzados com outras ragas zebuinas. sendo a
maioria deles provenientes de descarte de areas
criadoras nas margens da planicie ou. em maior
freqiiéncia. escolhidos dentre os tourinhos do
proprio rebanho (Rosa & Melo. 1995). Nestes
animais raramente ¢ feito o exame andrologico.
teste de libido ou diagnostico de doengas
venéreas ou doencas que interfiram na
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reprodugdo. com excegdo da Brucelose. A
relacdo touro: vaca adotada no Pantanal varia de
1:10 a 1:17 que se¢ configura numa condi¢io
restritiva para  a  aquisicio de  touros
melhoradores (Rosa & Melo. 1995).

No Pantanal. a inseminacdo antificial ¢ de uso
limitado. devido aos problemas relacionados a
infra-estrutura e caréncia de mdo-de-obra
qualificada. o que reforca a necessidade de uma
boa selecio do reprodutor (Rosa. 1997).

A Campilobacteriose Genital Bovina ¢ uma
doenca venérea causada pelo Campviobacter
Sfetus subsp. venerealis caracterizada
principalmente por infertilidade ¢ mortalidade
embrionaria evidenciadas pela repeti¢cio de cio.
a intervalos irregulares e aborto. (Dekevser.
1984). O touro ¢ portador assintomatico do
Campvlobacter  fetus  subsp.  venerealis.
albergando-o na mucosa prepucial e sob
condi¢des naturais pode transmiti-lo pelo coito
ou pelo sémen contaminado a praticamente
todas as fémeas susceptiveis (Garcia & Brooks.
1993).

A ocorréncia de Campilobacteriose Genital
Bovina tanto em touros quanto em vacas ja foi
relatada em varnas regides do pais. apresentando
indices de infeccdo de 8 a 72.3% (Lage & Leite.
2000). Entretanto. os dados relativos ao
Pantanal sio muito escassos (Pellegrin et al.
1998).

O presente estudo teve por objetivos estimar a
prevaléncia de Campilobacteriose  Genital
Bovina em touros do Pantanal Sul Mato-
grossense e avaliar o efeito da idade dos animais
¢ do tamanho da propriedade nos indices
encontrados.

3.2. MATERIAL E METODOS
3.2.1. Amostragem

Para a determinagio da prevaléncia da
Campilobacteriose Genital Bovina no Pantanal
Sul Mato-grossense. foi utilizada a amostragem
por  conglomerado.  utilizando-se  uma
prevaléncia estimada de 36% (Pellegrin et al
1998). 95% de confianca ¢ 11% de erro (Bennet
et at al.. 1991). A op¢do recaiu sobre uma
amostragem por conglomerado em relagio a

uma amostragem simples pelas caracteristicas
da regido. onde ndo existe um cadastro geral de
animais que possam ser individualizados para
um sorteio em uma amostragem aleatoria
simples.Uma amostragem simples iria requerer
visitas a um grande numero de propriedades € a
necessidade de perfazer grandes distancias.
onerando demasiadamente o0os custos do
inquérito. A média de animais amostrados por
conglomerado foi estimada em 20. Para o
calculo do efeito de delineamento foi utilizado
um coeficiente de correlagdo intraconglomerado
de 0.20 (Otte & Gumm. 1997).

O tamanho da amostra foi calculado de acordo
com Cochran (1977). utilizando-se a formula:

n= (L s/LY
onde:

t= 1.96 (valor de Z para 95% de nivel de
confianca):

L a precisdo absoluta representada por 11% .

s € 0 desvio padrio calculado par a amostragem
aleatoria simples: s~ =V P(1- P)

A correcdo para amostragem por conglomerado
utilizou a formula (Cochran. 1977) : 1+ (m-1) p

O namero de conglomerados foi calculado
utilizando-se a formula (Otte & Gumm. 1977):

c=P(1-P)D
s n
Onde:
¢ € o numero de conglomerados:
P ¢ a prevaléncia esperada (56 %),
D ¢ o efeito de delineamento:
s € o desvio padrio
n ¢ o n’ de animais por conglomerado (20)

Isto resultou numa amostra de 380 animais em
19 propriedades. As propriedades foram




escolhidas  por sorteio  dentre  aquelas
cadastradas na EMBRAPA-Pantanal. Foram
coletadas amostras em 1Y propricdades do
Pantanal Sul-Mato-grossense.

3.2.2.Lavados Prepuciais

Os lavados prepuciais foram coletados segundo
Leite el al. (1995) em solucdo salina fostatada
(PBS. pH 7.4) ¢ armazenados a 4° C até o
momento do exame. As coletas foram realizadas
apos um periodo de repouse sexunal de. no
mimnimo. 15 dias.

3.2.3. Imunofluorescéncia Direta

A imunofluorcscéncia dircta (IFD) foi rcalizada
conformc as rccomendagdes de Mellick ct al.
(1963) ¢ Winter ct al. (1967). Os lavados
prcpuciais  foram  submctidos a  duas
centrifugagdes: a primcira a 600 x g, por 10
min. obtendo-se um sobrenadante que era entdo
centrifugado a 13000 x g por 30 min. O
sedimento da segunda centrifugagio foi
ressuspendido em PBS (pH 7.4). homogenizado
¢ 20 pl da suspensdo foram entio colocados. em
duplicata. nas demarcacdes da lamina para
imunotluorescéncia. As laminas foram secas na
temperatura ambiente ¢ fixadas em acetona a —
207 C por 30 min. Apds a fixagdo as ldminas
foram cobertas com 20 ul de uma dilui¢cdo 1/128
de soro anti-C. Jfetus subsp. venerelialis
preparado em coelho com a amostra C. ferus
subsp. venerealis NCTC 10354 e conjugado
com fluoresceina (Sigma. USA) segundo
Ruckerbauer et al. (1974). Apos incubagio por
30 min a 37° C em camara umida. as liminas
foram submetidas a trés lavagens com PBS (pH
7.4) por 10 min. para a retirada do excesso de
conjungado. Para a montagem das laminas foi
utilizada glicerina tamponada (pH 9.2) e o
material foi coberto com laminula. Como
controle positivo foi utilizado o C. fetus subsp.
venerealis NCTC 10354 cultivado em agar BHI
(Difco. USA) por 48 h a 37° C em atmosfera de
microaerofilia. Os esfregagos foram examinados
em microscopio de epifluorescéncia (Carl Zeiss.
Germany) com objetivas de 40x e 100x. Foram
considerados positivos os lavados prepuciais
que apresentavam bactérias fluorescentes com
morfologia tipica de C. ferus. ou seja. bactérias
espiraladas em forma de “S”. virgula ou asa de
gaivola.

3.2.4.Area das propriedades e idade dos
animais

Para se estudar o efeito da drea das propriedades
(Tab 1) na freqiiéncia de animais positivos a
IFD para (. fetus. as propricdades foram
agrupadas em duas categorias: < 13.000 ¢ =
15.000 ha.

A influéncia da idade na fregiiéneia de animais
positivos para C. fetus a IFD foi cstudada cm 90
animais provcnicntes de 3 propricdades. que
foram agrupado cm duas catcgorias: maior dec 6
anos € menor ocu igual a 6 anos. considerando-se
que. no Pantanal. a maior freqiiéncia de touros
cncontra-se nesta faixa etaria (Pellegrin et al..
1998).

3.2.5. Analise Estatistica

A prevaléncia. o intervalo de confianga. o efeito
do delineamento ¢ o coeficiente de correlagio
intraconglomerado foram calculados segundo
Putt et al.. (1987) ¢ Bennett et al. (1991).

A prevaléncia real foi estimada de acordo com
Martin et al. (1987) ajustando-se o valor de
prevaléncia obtida para uma especificidade de
88.9% e sensibilidade de 92.6% determinadas
anteriormente para 0 teste de
imunofluorescéncia direta (Figueiredo. 2001).

A distribuicdo de fregiiéncia de touros positivos
a IFD para C. ferus nas diversas categorias de
idade e area de propriedade foram analisados
pelo teste do Qui-quadrado. empregando-se erro
o= 0.05 (Sampaio. 1998) e o Risco Relativo
estimado (Martin et al.. 1987).

3.3. RESULTADOS

Das 380 amostras previstas. apenas 327 lavados
prepuciais foram processados. pois houve perda
de amostras durante o transporte até o
laboratorio e em algumas propriedades ndo foi
possivel amostrar 20 touros. Lavados
prepuciais de 171 anmimais (52.3%) foram
positivos a IFD para C. ferus com um intervalo
de confianca de 93% entre 42.6% e 62.0% (
Tab. 1).

A prevaléncia real foi estimada em 31.63. o que
esta dentro do intervalo de confianca calculado.




O efeito de delineamento (D) e o coeficiente de
correlagdo intraconglomerado (p) encontrados
foram respectivamente 3.20 ¢ 0.14.

Foi observada diferenca entre a frequéncia de
touros positivos a IFD para C. ferus entre as
duas categorias de area de propriedades (‘/,:=
6.40: gl= 1: P=0.011)(Tab. 2). O Risco relativo
foi estimado em 1.33 (1.07 <RR <1.66).

Nio houve diferenca significativa na
suscetibilidade a infeccio considerando animais
com idade superior ou inferior a 6 anos.
(4°=1.24: P=10.26. gl = 1) (Tab. 3).

3.4. DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo indicam que
no Pantanal Mato-grossense a
Campilobacteriose Genital Bovina ¢ bastante
freqiiente em touros de corte utilizados na
monta natural. sendo a prevaléncia de 52.3%
(IC 95%: 42.6% - 62.0%) mais elevada que em
outras regides do pais (Genovez et al.. 1996:
Lage et al.. 1997. Jesus et al..1999). Entretanto.
embora alguns resultados sejam similares. em
alguns casos eles niio sdo comparaveis visto que
alguns autores utilizaram tipos de amostragem
ndo probabilistica por demanda (Lage et al.
1997) ou exclusivamente em rebanhos com
historico recente da doencga (Jesus et al.. 1999).

Na Argentina. onde o manejo reprodutivo em
sua grande parte € por monta natural.
semelhante 20 empregado no Brasil. a
Campilobacteriose Genital Bovina também se
apresenta  bem distribuida com indices de
rebanhos positivos que variam de 21 a 43% ¢ de
touros portadores do . ferus subsp. venerealis
variando entre 15 e 23% (Vilar & Spina. 1982:
Cipolla et al.. 1984: Soto e Di Roco. 1984).

A sensibilidade e especificidade da técnica de
IFD. estimadas em 92.6 ¢ 88.9% (Figueiredo.
2001). tornam a técnica extremamente adequada
para uso em testes de triagem de populagdes.

A sensibilidade do diagnostico. tanto por
isolamento quanto pela imunofluorescéncia
direta esta diretamente relacionada ao método ¢
freqiiéncia de coleta e. principalmente. ao

acondicionamento e transporte do material
(Stoessel. 1982). As coletas repetidas no mesmo
amimal diminuem a probabilidade de um
resultado falso negativo (Stoessel. 1982). Dessa
forma tem sido recomendado que para se obter
uma sensibilidade maxima na
imunofluorcscéncia  direta.  climinando  a
possibilidade de um resultado falso negativo.
devem ser efetuadas trés coletas repetidas no
mesmo animal. em intervalos quinzenais. com o
animal em repouso sexual prévio e entre as
coletas (Lage & Leite. 2000).

Neste experimento. entretanto. a prevaléncia
aparente (32.3%) ndo foi superestimada. uma
vez que a prevaléncia real. de 51.65%. ficou
dentro do intervalo de confianga calculado (IC
95%: 42.6 — 62%). por ter sido utilizada uma
precisio mais flexivel (11%) para a estimativa
da prevaléncia.

Os estudos de prevaléncia podem ser bascados
no cxame de um grupo de animais cm
determinado momento (prevaléncia no ponto)
ou no exame de grupos de animais durante um
intervalo de tempo (prevaléncia no periodo).
Ambos sdo expressdes vilidas de prevaléncia
fornecendo tio somente informacdes sobre o
risco de um animal naquela populacdo ser
acometido pela doenca (Smith. 1984). Neste
experimento. foi estimada a prevaléncia no
periodo. sendo amostradas as 19 propriedades
no intervalo de tempo compreendido entre abril
de 1995 e novembro de 1996. com exce¢do do
intervalo entre dezembro a marco. onde ndo
foram realizadas coletas pela impossibilidade de
acesso as propriedades. causada pela cheia na
regido.

Na regiio do Pantanal. a maioria das
propriecdades ndo utiliza estagio de monta.
permanccendo 0s touros com as matrizes
durante o ano inteiro (Tullio. 1986). Apesar
disso. existem picos de paricio que.
normalmente. sugerem a existéncia de uma
estacdo natural de coberturas na primavera ¢
inicio do verdo. de outubro a janeiro (Almeida
et al.. 1996). provavelmente coincidindo com a
mator oferta de pastagens que permite as vacas
ganharem peso ¢ entrarem em cio. As coletas
realizadas no experimento ocorreram
principalmente nos meses de outono e inverno.
aproveitando tanto o periodo natural de repouso
sexual dos touros quanto as facilidades de




locomogdo. uma vez que SO nesta época ¢
possivel o acesso terrestre a todas as
propriedades.

Os touros. no presente experimento foram
amostrados apenas uma vez. devido a auséncia
de identificacdo dos animais. dificuldades de
manejo ¢ aumento dos custos do experimento.
decorrentes do retorno 4 propriedade. A
prevaléncia encontrada poderia. portanto. ter
sido superior. se dois ou trés lavados prepuciais
tivessem sido coletados de cada animal
(Stoessel. 1982).

O valor de p encontrado neste trabalho esta
proximo ao indice estimado por Otte & Gumm
(1997) para doencas moderadamente
contagiosas. confirmando que o valor de p de
0.20 ¢ uma boa estimativa para se utilizar no
cilculo do tamanho de amostra (numero de
conglomerados) quando o verdadeiro p ndo ¢
conhecido. Por outro lado. McDermott &
Schukken (1994) indicaram que a amplitude do
coeficiente de correlacdo intraconglomerado
pode variar de 0.0017 a 0.46. embora para a
maioria das doencas esteja entre 0.01 ¢ 0.15. o
que confirma o sugerido por Otte & Gumm
(1997) ¢ o que foi encontrado neste trabalho.
significando. na pratica. que a
Campilobacteriose Genital Bovina se distribui
homogeneamente na populacido na regido. com
alta taxa de rebanhos positivos.

O coeficiente de correlagio intraconglomerado
também influenciou o calculo de intervalo de
confianca dc 953%. que teve maior precisdo
(9.7%) que a inicialmente utilizada para o
calculo do numero de conglomerados.

Como a Campilobacteriose Genital Bovina ¢
uma doenca que csta relacionada a certas
praticas de manejo. como a monta natural. ¢
compreensivel que em propriedades que
utilizam a monta natural seja maior a sua
prevaléncia. Isto foi o observado no presente
estudo. em que todas as propriedades se serviam
da monta natural,

O efeito de delineamento. que ¢ calculado em
funcio do erro amostral. que ¢ maior na
amostragem por conglomerado (Bennett et al.
1991). foi influenciado pelo numero de
conglomerados amostrados ¢ pela amostragem

de tamanho irregular dentro de cada um. em
virtude da perda de material entre a coleta e a
chegada ao laboratorio ¢ das dificuldades de sc
reunir. a0 mesmo tempo. 20 touros em algumas
propriedades.

A execucdo de estudos epidemiologicos no
Pantanal que requeiram extensas amostragens.
principalmente em nimero de propriedades.
esbarra em problemas de transporte do material.
O trajeto entre a sede do municipio ¢ as
propriedades ¢ percorrido em  vias ndo
pavimentadas ou mesmo trilhas. o que aumenta
0 tempo necessdrio para o acesso aos locais de
coleta. impedindo que varias propriedades
sejam visitadas em curto espago de tempo.
aumentando os custos de amostragem. Outro
agravante ¢ que a falta de cnergia elétrica na
regido torna dificil o armazenamento do
material sob refrigeracdo. sendo necessdrio o
transporte de gelo. rapidamente perecivel. do
laboratério at¢ a propriedade. para o
acondicionamento do material coletado 2
temperatura ideal. Isto sugere. como observado
neste estudo. que altos valores para o efeito de
delineamento devem ser utilizados no calculo de
amostras para estudos a serem realizados na
regido.

Em duas propriedades ndo foram encontrados
touros infectados e esta amostragem reduzida
foi provavelmente insuficiente para a deteccio
da doenca naquelas propriedades. Esta alta
frequéncia de propriedades com animais
mfectados mostra mais uma vez que a
Campilobacteriose ~ Genital  Bovina  estd
amplamente distribuida na regido.

A prevaléncia da Campilobacteriose Genital
Bovina na Argentina (Soto & Di Roco. 1984)
variou também de acordo com a fertilidade dos
rebanhos sendo de 65.2% em propriedades com
problemas de fertilidade e 352% em
propriedades de fertilidade desconhecida. tendo
os autores considerado que a Campilobacteriose
Genital Bovina estava influenciando
diretamente este indice reprodutivo. Nas
propriedades estudadas no Pantanal. todavia.
ndo foi considerada a taxa de fertilidade dos
rebanhos por ser um indice parcialmente
desconhecido. uma vez que o diagnostico de
gestacio nio € prdtica de rotina na regido. No
Pantanal Mato-grossense. a taxa de natalidade €
estimada pela observacio do numero de fémeas
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em lactagdo ou com bezerro ao pe. entretanto a
mortalidade perinatal também ¢ desconhecida.
pois os amimais abortados. bezerros fracos ou
que morrem a0 nascer sdo rapidamente
predados pela acdo dos carnivoros sclvagens
existentes na regido.

A fertilidade do rebanho pode ser sensivelmente
reduzida pela presenca de touros infectados pelo
C. fetus subsp. venerealis (Newsan. 1960). Na
avaliagio de um grupo de novilhas virgens
cobertas por touros infectados realizada na
mesma regido (Pellegnn. 2001) foi observada
também uma baixa taxa de pari¢do. com 59.3%
de nascimentos ¢ taxa de prenhez aos 90 e 120
dias de 37 e 63%. respectivamente.

O efeito do tamanho das propriedades sobre a
ocorréncia de touros positivos provavelmente
esta relacionado ao numero de touros utilizados
na propriedade ¢ o numero de subdivisdes das
propriedades. Foi observado por Cadavid Garcia
(1986) que propriedades com area entre 1000 ¢
3600 ha possuem um numero médio de 4
subdivisdes enquanto que naquelas acima de
14400 ha este numero ¢ de 8.17. o que significa
que o tamanho da propriedade quadruplica mas
o numero de subdivisbes ndo cresce
proporcionalmente. WNas propriedades entre
1000 e 3600 ha observa-se um niimero meédio de
vacas de cria ¢ touros de. respectivamente. 325
¢ 30. enquanto que nas propriedades com area
acima de 14400 ha este numero sc cleva para
3210 e 224. Dessa forma. como no Pantanal ¢
utilizado o  acasalamento  multiplo. as
propriedades maiores utilizam praticamente o
dobro do numero de touros por subdivisio que
as propriedades menores. Ha também um
aumento proporcional no numero de touros
velhos (>8 anos). estimado em 25% do total de
touros da propriedade (Tab. 3). o que
possivelmente também ocorre no restante das
propriedades amostradas. uma vez que pela falta
de identificacio dos animais ndo foi possivel a
obtengdo deste dado em todas elas. Como os
touros mais velhos exercem uma dominincia
social no rebanho (Barling et al. 1997).

cobrindo um maior numero de fémeas. isto pode
aumentar o risco de infecio pelo Campvlobacter

Jetus (Phillpot. 1968: Clark. 1971: Soto & Dick.

1983).

Os touros mais velhos tém  maior
susceptibilidade a infeccio pelo C. feus
principaimente pelo aumento das criptas
prepuciais. 0 que otimiza as condi¢des de
microacrofilia necessarias a sobrevivéncia do
agente no prepucio (Clark. 1971). Embora possa
haver em alguns casos uma relacio direta entre
idade dos animais e infec¢do pelo C. ferus
(Phillpot. 1968: Clark. 1971 Soto & Dick.
1983) isso nem sempre tem sido observado
(McCool et al.. 1988: Bier et al. 1977).
provavelmente por se considerar jovens os
touros com 2 a 3 anos. uma vez que 30% dos
tourinhos sdo introduzidos no Pantanal com 30
meses. Um touro com idade igual ou superior a
5 anos ji realizou coberturas em no minimo dois
periodos de estagdo de monta (Rosa & Melo.
1995). sendo considerado ainda um touro

Jovem. Os dados obtidos em trés das

propricdades testadas ndo indicaram diferenga
significativa entre freqiiéncia de infecgdo em
touros velhos e jovens. talvez pelo fato de que
no Pantanal os touros mais jovens efetivamente
iniciem a monta entre 3.5 ¢ 4 anos de idade.
quando provavelmente as criptas prepuciais ja
estejam bem desenvolvidas.

A alta prevaléncia observada nos rebanhos
estudados sugere que a Campilobacteriose
Genital Bovina participe como uma das
principais doencas responsaveis pelos baixos
indices reprodutivos dos rebanhos bovinos do
Pantanal (Cadavid Garcia. 1986: Almeida et al..
1996). Além disso. leva a necessidade de um
maior contingente de reprodutores no rebanho.
uma vez que uma vaca infectada pode requerer
varias coberturas para ficar prenhe (Leite.
1977). eclevando o custo de produgdo. o
intervalo entre partos e a idade da primeira cria.
contribuindo  assim  para  diminur  a
rentabilidade da exploracio pecudria na regido.
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Tabela 1. Freqiéncia de touros positivos a imunofluorescéncia direta para Campvlobacter fetus em LA

propriedades do Pantanal Mato-grossense e drea das propriedades amostradas.

-Propricdade Tamanho (ha) Imunotluorescéncia Direta

Ammais Testados Positivos %
Fl 6.732 9 4 444
F2 20.000 19 9 47.3
F3 12.300 19 12 63.2
F4 14.600 7 1 14.3
F3 112.000 44 33 73.0
I'6 9.000 2 1 50.0
F7 36.700 2 0 0.0
F8 16.400 19 12 63.2
E9 13.781 2 0 0.0
F10 1.800 Y 3 330
F11 25.500 18 13 72,2
12 21.000 31 11 355
F13 4.400 39 20 51,3
F14 25.000 15 11 733
F15 14.300 19 10 52.6
Flé 26.000 12 4 333
F17 29422 20 13 65.0
F18 9600 21 3 14.3
F19 14000 20 11 35.0
Total 412535 327 Iz 323

95% IC (42.6%- 62%)

Tabela 2. Freqiiéncia de touros positivos a imunofluorescéncia direta para C. ferus segundo a drea das

propriedades.

Area (ha) Negativos Positivos
<15.000 82 63
>13.000 74 106
Total 327 171

¥*=6.40: gI= 1. P=0011: RR =1.33 [(1.07<RR < 1.66)]
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Tabela 3. Freqiiéncia de touros positivos a imunofluorescéncia direta para (. ferus nas diferentes faixas

ctarias em trés propriedades da sub-regido da Nhecolandia do Pantanal Mato-grossense.

Idade(anos) Imunotluorescencia Direta
Positivos Negativos Total (%)
<6 20 8 28
> 6 33 27 62
Total 35 35 90

./_3 =1.24:P=0.26.gl=1
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RESUMO

Foi padronizado um ensaio imunoenzimatico do
tipo indireto para detecgio de imunoglobulina A
(ELISA IgA) anti- Campvlobacter fetus subp.
venerealis em muco cérvico- vaginal bovino
utilizando um extrato protéico de
Campvlobacter  fetus  subsp.  venerealis
produzido pelo método de extracdo acida pelo
tampdo de glicina (0.2M: pH2.2). A média dos
valores de densidade otica (DOysy) foi de
(.143%= 0.09. As bandas proteicas dos antigenos
de Campylobacter fetus subsp. venerealis e de
Campvlobacter fetus subsp. fetus — melhor
reconhecidas pela IgA do muco cérvico- vaginal
migraram em 42.6 kDa mas a  proteina
evidenciada em 93 kDa foi reconhecida
exclusivamente pelo  Campvlobacter  fetus
subsp. venerealis. Os anticorpos presentes na
amostra de muco vaginal testada no
“immunoblotting” que apresentou resultado
positivo no ELISA IgA. reconheceu antigenos
de C. jejuni subsp. jejuni e C. fetus subsp. fétus.

SUMMARY

An indirect enzyme-linked immunosorbent
assay was developed to detect antigen specific
secretory IgA antibodies to Campvlobacter fetus
subsp. venerealis in bovine vaginal mucus with
a proteic extract of the Campviobacter fetus
subsp. venerealis by the acid glicine extraction
method. Mean of optical density measurcments
(#=450 nm) was 0.143 £0.09. The most
immunoreactive  proteic  bands of the
Campyvlobacter fetus subsp. venerealis or
Campvlobacter fetus subsp fetus recognized by
[gA in “immunoblotting”, using bovine vaginal
mucus samples migrate on 42.6kDa and the
protein that migrate at 93 kDa was recognized
exclusively by C. fetus subsp. venerealis. A
positive vaginal mucus of a cow from negative
herd recognized antigens of C. jejuni subsp.
Jejuni e C. fetus subsp. fetus.
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4.1. INTRODUCAO

A Campilobacteriose genital bovina (CGB) ¢
uma enfermidade especifica da reproducio que
pode causar morte embriondria produzindo cios

irregulares. e¢. em menor numero. abortos
(Dekeyser. 1986). A imunidade contra a
Campilobacteriose Genital Bovina ¢
basicamente local. com a produgio de
imunoglobulinas da classe IgA na mucosa
vaginal ¢ uterina. investigada em fémeas
bovinas tanto infectadas dc forma natural
quanto experimentalmente (Corbeil et al.
1974b).

Na cinctica da imunidade contra o C. fefus na
mucosa vaginal ja foi observado que a classe de
imunoglobulinas que aparece inicialmente em
novilhas infectadas experimentalmente € a IgM.
seguida da IgA. e por ultimo da 1gG1 (Corbeil
et al. 1974a. Corbeil et al.. 1974b. Van Aert et
al.. 1977). Em novilhas infectadas por via
vaginal o aparecimento das classes [gM e IgA ¢
quasce simultineo. precedendo a IgGl. que
ocorre aproximadamente na 8’ semana pos
infeccdo. Isto indica a importincia da
imunidade conferida pela IgA para a resisténcia
a infecgdo natural pelo C. fetus, uma vez que.
em fémeas imunizadas por via sistémica as
classes de imuglobulinas que ocorrem sdo a
IgM. a IgGle IgG2 (Corbeil ct al. 1974a).

Dentre as técnicas sorologicas usadas para
detecgio de resposta imune O  ensaio
imunoenzimatico ¢ amplamente aceito como
uma das técnicas mais sensiveis ¢ portanto um
teste muito conveniente para utilizagio em
laboratorio. No entanto esta sensibilidade e
especificidade  dependem  basicamente da
preparagio do antigeno utilizado no teste
(Hirschl & Rotter. 1990) ¢ do ponto de corte
estabelecido (Smith. 1994).

Virios autores tem utilizado na fase solida do
ensaio imunoenzimatico antigenos obtidos por
extracdo dcida( Dunn et al.. 1987. Blaser et al..
1983 ) através de sonicagdo (Dunn et al.. 1987:
Hewson. 1985) ou por extracio com dgua
destilada (Garcia et al.. 1995). Estes antigenos.
que podem ser classificados como antigenos
parcialmente purificados e produzem testes de
elevada sensibilidade e especificidade. em
contraste aos antigenos ndo purificados que
apresentam menor especificidade. e aos

altamente  purificados. que tem
sensibilidade (Hirschl & Rotter. 1990).

menor

A utilizacdo de um ensaio imunoenzimatico
para deteccdo de fémeas portadoras de C. ferus
subsp. venerealis ja fol descrito anteriormente.
sendo este teste indicado como mais sensivel
que o teste de muco-aglutinacdo para a deteccdo
de imunoglobulinas da <classe G anti-
Campvlobacter ferus em estigios recentes de
infec¢do (Hewson. 1985). Por outro lado. ele
apresenta boa especificidade na detecgio de
imunoglobulinas A especificos em fémeas
bovinas que abortaram como resultado da
infeccdo natural pelo C.fetus subsp. venerealis
(Hum et al.. 1991).

Os objetivos deste trabalho foram padronizar
um ensaio imunoenzimatico. comparando um
antigeno de extragio dcida por tampdo glicina ¢
um antigeno sonicado para uso na fase solida.
na deteccdo de imunoglobulinas A anti- C. ferus
e avaliar a resposta imune humoral em muco
cervico vaginal de novilhas virgens.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Coleta de muco cérvico- vaginal

Para a coleta de muco cérvico- vaginal utilizou-
se um lampdo absorvente(Sempre Livre.
Jonhson & Johnson. Sio Paulo) previamente
pesado. que foi introduzido na vagina dos
animais com o auxilio de um tubo metalico ¢
aplicador acoplado sendo deixado na parede da
cavidade vaginal por. no minimo. 30 min. para
saturacdo (Fernandes & Gomes. 1992). O
tampdo foi entdo colocado em frasco estéril ¢
transportado em gelo para o laboratorio. onde
foi pesado e o peso da amostra anotado para
posterior calculo da quantidade de diluente
(PBS + 0.05% Tween 20. pH 7.4) a ser utilizado
para se obter uma diluigdo inicial 1/10. Apos a
adicio do diluente. o tampdo foi comprimido
com bastdo de vidro estéril para retirada do
muco cérvico- vaginal. que foi dividido em
aliquotas e mantido sob refrigeracdo até o
momento do uso.

4.2.2. Animais

Foram coletadas amostras de muco cérvico-
vaginal de 44 novilhas virgens. com idade entre




12 ¢ 24 meses oriundas de rebanho livre de
Campilobacteriose Genital Bovina. cujo manejo
reprodutivo era exclusivamente por inseminacio
artificial.

4.2.3. Amostras de referéncia e condi¢des de
cultivo

As amostras C. fetus subsp. venerealis NCTC
10354 (sorotipo A) ¢ (. ferus subsp. ATCC
27354 (sorotipo B) e de C jejuni subsp. jejuni -
NCTC 11351 foram utilizadas na producio de
antigeno. As amostras foram cultivadas em agar
BHI (Brain Heart Infusion. Difco. USA) com
10% de sangue equino por 48 horas a 37° C. em
atmosfera de microacrofilia contendo (83% N-.
10%C0O5 e 3% 0-)

4.2.4. Antigeno produzido por extracio dcida
em tampao glicina (pH 2,2)

Para produgdo do antigeno por extragdo dcida
foi utilizado o procedimento proposto por
McCoy et al. (1975). Apos cultivo as coldnias
foram retiradas das placas com PBS (pH 7.4) ¢
lavadas com o mesmo tampdo por rés vezes
consecutivas em centrifuga a 10.000 X g por 20
minutos. em temperatura de 4° C. Apos a
terceira lavagem o sedimento foi suspendido em
tampdo glicina-HCl (0.2 M. pH 2.2).
obedecendo uma proporcio de 100 pl de
tampdo para 4 ug de massa bacteriana tumida e
colocada sob agilacdo por 30 minutos. A
suspensdo foi novamente centrifugada a 13.000
X g. por 20 min e o sobrenadante dializado
contra agua destilada e deionizada por 48 horas
e posteriormente concentrado aproximadamente
10 vezes em gradiente de sacarose. A proteina
foi estimada pelo metodo de Lowry (Sambrook.
1989) utilizando-se albumina bovina (Sigma.
USA) como padrio. Posteriormente. o antigeno
de extracdo dcida em tampdo glicina foi
dividido em aliquotas e armazenado a —20° C.

4.2.5. Antigeno sonicado

O antigeno sonicado foi preparado segundo
protocolo descrito por Hewson (1985).
reduzindo-se o tempo de incubagdo da amostra
de 72 para 48 horas. em condicdes de cultivo ja
descritas  anteriormente. utilizando-se  uma
amostra padrio de Campvlobacter fetus subsp.
venerealis (NCTC10354).

O cultivo foi recolhido do meio com salina
fosfatada tamponada (PBS. pH 7.4) utilizando-
se alca de Drigalski e lavado por centrifugacdo
utilizando-se uma forga centrifuga de 13.000 X
g por 20 min. por 3 vezes. recolhendo-se o
sedimento a cada lavagem. Apds a 3” lavagem o
sedimento foi ressuspendido em 10 ml de um
tampdo contendo cloreto de potassio 0.5M e
0.1% (vol/vol) de hidrocloreto de cisteina. O
material foi submetido a sonicagdo durante 6
ciclos de 30 seg. com intervalos de repouso por
1 min e 70-80Hz de poténcia. Posteriormente o
material foi concentrado e aliquotado.

4.2.6. Procedimento da técnica

O antigeno de extracio acida foi diluido em
tampdo carbonato-bicarbonato. pH 9.6 (Voller.
1979) e adsorvido na placa (Maxisorp. Nunc)
durante 18 h 4 4° C. em cimara umida. Apds a
lavagem da placa esta foi tratada com PBS
Tween 20 (0.05%) (PBST) acrescido de 3% de
leite em po desnatado por 30 min a 37°C para
bloqueio de sitios inespecificos.

Os tempos e temperaturas de incubagio
utilizados foram: para a amostra (muco cérvico-
vaginal) de 1h a4 37° C. em camara tumida: para
o conjugado. 1h a 37° ¢. cdmara umida e para o
substrato de 15 min. a temperatura ambiente em
ambiente escuro. Para as ctapas de lavagem foi
utilizado o PBST acrescido de 1% de leite em
po desnatado. Para a padronizagio do teste foi
utilizado o método de titulagdo em bloco em
que foram testadas duas concentragbes de
antigeno (500 e 250ng/100ul) e duas dilui¢des
de conjugado anti IgA bovina. conjugada a
peroxidase (Bethyl) nas diluigdes 1/10.000 e
1/20.000 com a dilui¢do 1/50 de muco cérvico-
vaginal que. testada anteriormente. foi
selecionada como a mais adequada. Foi
utilizado o 3. 375, 5 -Tetramethylbenzidina
(TMB. Sigma. USA) como substrato
cromogénico e H2S04 IM como solugdo de
parada da reacgdo. sendo a leitura realizada em
espectofotometro com filtro de 450nm. Os
melhores resultados foram obtidos com as
diluigdes de 250ng para o antigeno e 1/10.000
do conjugado anti-IgA . com o muco diluido
1/50.




4.2.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Foi utilizado 10ug do antigeno produzido por
extragdo dcida. de cada uma das especies de
Campvlobacter sp (C. fetus subsp. fetus. C. fetus
subsp. venerealis. (. jejuni subsp. jejuni)
estudadas. em cada canaleta. ¢ os componentes
proteicos dos antigenos foram scparados
eletroforéticamente através do sistema descrito
por Laecmmli (1970).

Os géis de concentracdo e separacdo foram
preparados com 6% e 12% de poliacrilamida e a
técnica foi executada em um equipamento Mini
Protean (Bio Rad. USA). utilizando 110V e
amperagem varnavel. durante 1h e 40min. Para a
comparacdo do peso molecular das proteinas foi
utilizado um padrio de peso molecular Low
Range (BioRad. USA) ou Broad Range(BioRad.
USA). conforme o caso. Os géis foram corados
pelo método do Azul de Coomassie ( Sambrook
ctal. 1989 ).

Os géis foram desidratados. fotografados ¢
analisados  pelo software”™  TotalLab
(Amersham Pharmacia Biotech. Bélgica) e os
pesos  moleculares  determinados  pela
intensidade dos “pixels” das bandas proteicas.
em comparacio com pesos moleculares
conhecidos.

4.2.8. “Imunoblotting™

Apos a eletroforese. as proteinas  foram
transferidas do gel para uma membrana de
nitrocelulose (Sigma. USA) utilizando-se o
tampdo Tris glicina. contendo 20% de metanol.
em sistema Transblot (BioRad. USA) por
1h30min a 100V (Bjerrum & Heegaard. 1988).
Apds a transferéncia. os sitios inespecificos
foram bloqueados com Tampdo Tris-NaCl
Tween 20 (0.05%) (TBS) contendo 5% de leite
em po desnatado por 18 h. a 4° C. Previamente.
foram testadas varias diluigdes de muco cérvico
vaginal. 1/10: 1/20. 1:25. 1:50 ¢ a melhor
diluicio selecionada para utilizagio no
“imunoblotting”. Para o reconhecimento das
proteinas dos antigenos foi utilizado como
controle positivo uma mistura de muco cérvico-
vaginal de dez animais positivos no teste de
ELISA IgA. diluida 1/10 em TBS e como
controle negativo uma mistura de muco cérvico

vaginal de dez animais negativos ao Elisa IgA.
amostrados dentre as novilhas virgens utilizadas
como controle negativo.

O conjugado anti-IgA bovina Peroxidase
(Bethvl. USA). foi empregado em dilui¢do
1/1000 ¢ o substrato utilizado foi o +-cloronaftol
(Sigma. USA). Os tempos de reacdo utilizados
foram respectivamente lh ¢ 30min para o
anticorpo. 1h para o conjugado ¢ 10 min para o
substrato. sendo que entre cada uma das fases
de reacdo foram efetuadas rés lavagens. de 10
min cada. da membrana com tampdo TBS.

4.2.9. An:lise estatistica

As preparagdes antigénicas utilizadas foram
comparados atraves da analise da vanancia para
delineamento em blocos ao acaso (P < 0.03) e as
preparagoes  acidas. utilizando  diferentes
antigenos foram comparadas atraves da analise
da varidncia para delincamento intciramente ao
acaso(P < 0.05) (Sampaio. 1998).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Padronizacio do Elisa IgA e
comparacio entre diferentes preparagoes
antigénicas.

Pela titulacio em bloco verificou-se que os
melhores  resultados foram obtidos com
250ng/100ul de antigeno. diluicio de 1/30 para
a amostra de muco cérvico-vaginal e de 1/10000
para o conjugado.

O ponto de corte foi calculado pela média dos
resultados obtidos em amostras de muco
cérvico- vaginal de 44 novilhas virgens (0.143
DO.s,) acrescido de dois desvios padrio (0.09
DO.s.). portanto foram consideradas positivas
as amostras que apresentaram leituras a 430nm
igual ou superior a 0.323.

Para a comparacido dos antigenos sonicado e de
extra¢do acida. 36 amostras de muco cérvico-
vaginal foram escolhidas ao acaso e testadas no
Elisa IgA. utilizando preparacdes antigénicas
produzido pela extracdo dcida em tampdo
glicina e extrato sonicado Os resultados
demonstraram nio haver diferenca significativa
(p>0.05) entre os valores de absorbiancia de
cada antigeno. dentro de fazendas positivas ou




negativas. sendo que a diferenca entre as medias
foi de 0.3806 ¢ 03391 respectivamente ¢ a
diferenca minima significativa calculada (dms)
foi de 0.130 DOys,.. menor que a diferenca entre
as medias dos dois antigenos. que fo1 de
0.0415D0;5,. O antigeno produzido mediante a
extracdo glicinica acida. foi utilizado para
avaliar a resposta humoral de novilhas virgens
pcla sua facilidade de producdo. em relagdo ao
sonicado ¢ pelos resultados obtidos com ambos
serem similares.

4.3.2.  Comparagio entre preparacies
antigénicas de C. fetus subsp. fetus, C. fetus
subsp. venerealis e C. jejuni subsp. jejuni,

Na fase solida do ensaio de comparacdo foram
utilizados antigenos obtidos por extracdo dcida
da espécies ' ferus subsp. ferus. C. fetus subsp.

venerealis e C. jejuni subsp. jejuni,
respectivamente. em  diferentes  placas  de
policstireno  “Maxisorb™ com 96 cavidades

(Nunc. USA). Foram obtidas medias gerais das
lcituras de densidade otica de 0.253. 0.226 ¢
0.209 respectivamente. para o C. fefus subsp.

venerealis. C. fetus subsp. fetus ¢ C. jejuni
subsp. jejuni sendo a diferenca minima
significativa calculada de 0.027. Houve

diferencga significativa ( p < 0.05) na detecgio
de imunoglobulinas A quando utilizado o C.
fetus subsp. venerealis comparando-se com as
demais amostras mas esta diferenga nio foi
observada quando comparados o C.ferus subsp.
fetus e o C. jejuni subsp. jejuni (p= 0.03).

4.3.3. Eletroforese e reconhecimento das
proteinas dos antigenos de C. fetus subsp.
venerealis, C. fetus subsp. fetus e C. jejuni
subsp. jejuni através do “immunoblotting”

O perfil do antigeno sonicado (Fig. 1) produzido
com a amostra NCTC 10354 demonstrou a
presenga de varias bandas proteicas de
diferentes intensidades. com peso molecular
entre 131. 7 e 24.8. sendo que as mais evidentes
migraram em 90.8. 57.5. 49.0. 45.5. 40.0 e 36.4.
utilizando-se como padrdo de peso molecular o
Broad Range (BioRad. USA).

Na canaleta 1. da Fig. 2. pode ser observado o
antigeno de C. fetus subsp. venerealis NCTC
10354 obtido por extragio dcida. com tampido
de glicina (pH 2.2). Neste antigeno as bandas
mais evidentes migraram em 93. 56.6 . 42.8.
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40.1. 32.8. 289 e 25.7 kDa. No antigeno de C.
ferus subsp. ferus ATCC 27374 (Fig 1. can.2)
foram detectadas visualmente 10 bandas
proteicas entre 36.7 ¢ 258 kDa. As mais
evidenciadas apareceram entre 43 e 31(42.8.
40.1 ¢ 37.8kDa) e imediatamente abaixo (28.3
¢ 25.8 kDa). Analisando-se conjuntamente estes
dois antigenos podem ser observadas varias
protcinas com peso molecular semelhante.
migrando em 356.7. 42.8. 40.1. 25.8 ¢ 25.7 kDa.
dentre as que sdo visualmente mais distintas.

Na canaleta 1. da Fig. 3. no antigeno de (.
Jjejuni  subsp. jejuni NCTC1135. foram
observadas 11 bandas distintas variando entre
84.5 kDa e 24.8kDa. sendo que as maiores
bandas migraram em 84.5. 38.9. 53.6. 49.5.
374, 342, 264 ¢ 24.8 kDa. embora a analise
tenha demonstrado a existéncia de bandas em
+41.7.32.4 ¢ 27.8 kDa.

No “immunoblotting”™ houve reconhecimento
pelas imunoglobulinas A do muco-cérvico
vaginal. de sete proteinas do antigeno de C.
fetus  subsp.  venerealis que  migraram.
principalmente em 93. 56.7. 49.8. 40.1. 36.0 e
28.9kDa e uma banda intermediaria entre 28.9 ¢
25.7kDa. quando o muco cérvico vaginal foi
diluido 1:10 (4-A). ¢ em maior dilui¢do (1:20)
so foram evidenciadas duas bandas principais.
de 93 ¢ 43kDa (Fig. 4-B) No antigeno de C.
Setus subsp. fetus quando testado frente ao muco
cérvico  wvaginal  diluido  1:20. foram
imunoreativas scis proteinas. de 36.7. 49.6.
42.6. 29.5 e 25.8 kDa. e quando a amostra era
diluida somente as proteinas com pesos
moleculares de 42.6. 29.5 e 25.8 kDa foram
visualizadas na membrana de nitrocelulose
(Fig.4-B). As bandas reconhecidas em ambos os
antigenos foram de 56.7kDa. em tomo de
49kDa (49.8. no Cfv e 49.6 no Cff) ¢ de 29kDa
(28.9 no Cfv e 29.5 no Cff). Abaixo de 25kDa
no C. fetus subsp. venerealis houve também
reconhecimento de varias proteinas.

Uma amostra de muco cérvico- vaginal
positivo. no Elisa IgA proveniente de animais
de propriedade leiteira sem historico de CGB e
com mangjo por inseminagdo artificial foi
testada frente a preparagdes antigéncias acidas
produzidas com amostras de C. ferus subsp.
venerealis, C. fetus subsp. ferus e C. jejuni
subsp. jejuni. por “immunoblotting”, em trés
diluigdes: 1:25: 1:50 e 1:100. que apresentaram
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padroes similares de reconhecimento por
anticorpos da classe IgA tanto para o C. ferus
subsp. venerealis quanto para o ¢ o C. jejuni
subsp. jejumi. Na diluicdo 1:25 foram
observadas bandas de 36.7. 42.6. 29.5 ¢ 25.7
kDa em todos os trés antigenos e de 42.6 kDa
no C. ferus subsp. venerealis ¢ C.fetus subsp.
fetus. que foi. provavelmente representada no C.
Jejuni subsp. jejuni pela banda de 41.7 kDa.
Quando a diluicio foi elevada para 1:50 as
bandas de 56.7 ¢ 42.6 kDa continuaram visiveis
mas de 29.5 e 25.7 kDa ndo mais puderam ser
observadas. A maior imunoreatividade ocorreu
no C ferus subsp. fetus, na proteina de 42.6kDa
(Fig 4).

4.4. DISCUSSAO

O perfil antigénico. demonstrado na eletroforese
em gel de poliacrilamida. tanto do antigeno
sonicado quanto do extrato acido apresentaram
semelhangas. em proteinas que migraram em
torno de 97kDa e abaixo (93kDa). ¢ em 63.
42.6. 29 e 25 kDa. Estas proteinas. no
“immunoblot”. foram imunorreativas. sendo
reconhecidas pelas imunoglobulinas A presentes
no muco vaginal testado. quando utilizado o
extrato acido de C. ferus subsp. venerealis. Isto
confirma os resultados semelhantes (P> 0.03)
obtidos no ensaio imunoenzimatico onde foram
comparados os antigenos sonicado e extrato
acido quanto a deteccdo de imunoglobulinas A
anti-Campvlobacter fetus em muco cErvico
vaginal. indicando desta forma o antigeno
sonicado como alternativa para utilizagdo na
fase solida de ensaios imunoenzimaticos que
tenham este objetivo.

Uma comparagio entre a sensibilidade e
especificidade  de varias  preparagdes
antigénicas (Lewalla-Guruge et al.. 1992) na
deteccdo de anticorpos IgG anti-f{elvcobacter
pvlori concluiu que estas propriedades do teste
eram equivalentes para o antigeno de extragdo
dcida e sonicado. o que foi reafirmado neste
trabalho.

Para os ensaios utilizaados no restante do
trabalho foi selecionado o antigeno proteico

obtido pela extracdo acida em tampido glicina
0.2M. pH 2.2 (McCov et al. 1985) indicado.
principalmente. pela facilidade de técnica. que
dispensou a utilizacio do sonicador.

A interpretacdo dos resultados de um ensaio
imunoenzimatico depende principalmente do
ponto de corte estabelecido para o teste e do
objetivo do ensaio (Smith. 1994). O Elisa IgA
anti C ferus subsp. venerealis padronizado neste
trabalho foi interpretado utilizando-se o valor do
ponto de corte acrescido de dois desvios-padrio.
objetivando aumentar a sensibilidade do teste ¢
diminuindo o numero de resultados falsos
negativos.

Para o estabelecimento do ponto de corte foi
utilizada a média das leituras de densidade otica
de 44 amostras de muco cérvico- vaginal de
novilhas virgens. com idade entre 12 e 24
meses. de propriedades sem historico da doenga.
Foi utilizado este procedimento devido a ndo
disponibilidade de amostras de animais
comprovadamente positivos. uma vez que o
isolamento do C. ferus subsp venerealis nos
rebanhos suspeitos nido obteve sucesso.

Procedimentos similares foram utilizados por
Hewson (1985) e por Hum et al. (1991) para o
estabelecimento do ponto de corte. Hewson
(1985) considerou para o ponto de corte do
ensaio uma média dos valores de DO.s, de 54
fémeas com  diagnostico negativo de
Campilobacteriose. por isolamento. acrescido de
trés desvios- padrdo. Hum et al. (1991). por sua
vez. expressaram os resultados do teste em
valores de Elisa ou EV (Elisa Values). baseados
na leituras de DO.s, corrigidas para os valores
de DO.s, de controles positivos (DOys;= 1.430)
e negativos (DO.s= 0.180) acrescidos de dois
desvios- padrdo. com o objetivo de detectar
casos de abortamento devido ao C. ferus subsp.
venerealis. Um outro ponto de corie
estabelecido posteriormente pelos mesmos
autores foi mais eclevado. utilizando trés
desvios- padrio. com o objetivo de imprimir
maior especificidade ao teste no diagnostico de
fémeas portadoras de C. fetus subsp. venerealis
em rebanhos (Hum et al.. 1994).
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Fig. 1. Gel com 12% de acnilanmida corado com azul de Coomassie,
utilizando-se 10 ug de antigeno por canaleta. 1- C fetus subsp. venerealis,
antigeno sonicado ; 2- Padrio Broad Range (Sigma, USA)
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Fig.3. Gel com 12% de acrilamida corado com azul de
Coomassie, utilizando-se 10 pg de antigeno por
canaleta. 1- C.fetus subsp. fetus, extragdo 4cida. 2- C.
Jejuni subsp. jejuni , extragdo acida. 3- Padrdo Low
Range (BioRad, Sigma)
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A

Fig4. “Immunoblot” de proteinas de antigeno obtido por extracio écida de C. fetus venerealis (1) e C.fetus fetus (2),
utilizando 10pg de antigeno por canaleta e muco vaginal positivo ao Elisa IgA diluido 1:10 (A ) e mistura de amostras de
muco vaginal positivo a0 Elisa IgA diluido 1:20 ( B ). Os imunoblots foram visnalizados utilizando um soro anti-IgA bovina
(Bethyl) conjugado com peroxidase em diluigao 1:1000 e revelagdo com 4-cloronaftol.
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Fig. 5. “Immunoblott” de proteinas de extrato dcido de C. fetus subsp.venerealis (1) e
C.fetus subsp. fetus (2), C.jejuni subsp. jejuni (3) ntilizando 10pg de antigeno por
canaleta e muco vaginal positivo ao Elisa [gA diluido 1:25 (A) e 1/50(B).
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Tanto os resultados encontrados por Hewson
(1985) quanto por Hum et al. (1991) ¢ Hum et
al. (1994) entretanto. ndo sdo totalmente
comparaveis aos observados neste trabalho. pois.
no ensaio padronizado por Hewson (1985) foi
utilizado o antigeno sonicado ¢ avaliada a
resposta local mediada por IgG e no de Hum et al
al. (1991) um antigeno bruto. sendo este ultimo
considerado menos especifico que antigenos
semi- purificados (Hirschl & Rotter. 1990). como
o preparado antigénico de extragio acida
utilizado neste ensaio.

Os resultados encontrados no  Elisa [gA
demonstraram que existe um reconhecimento de
proteinas antigénicas de Campvlobacter sp por
imunoglobulinas A presentes em muco cervico-
vaginal. tanto de animais sadios quanto
infectados. As novilhas virgens utilizadas no
estabelecimento do ponto de corte tinham idade
entre 12 ¢ 24 meses e eram provenientes de
propricdades com manejo por inseminagdo
artificial. Apesar de nio estarem submetidas ao
nsco de infeccio pelo C. ferus, entretanto. a
média das leituras de DO.s, obtidas no Elisa IgA
foi de 0.143. com um desvio padrio de 0.09.
indicando a ocorréncia de uma razoavel
amplitude nos valores de densidade otica
encontrados. Por outro lado. os dados
apresentados por Hum et al.. (1994) indicaram
também maior amplitude de valores de DOys.
uma vez que a media dos valores detectados no
Elisa IgA em novilhas virgens foi de 10 VE
(valores de Elisa) com um desvio padrdo de 15.

O papel dos antigenos de membrana externo nos
ensaios imunoenzimaticos tem sido ser
clucidados através do  “immunoblotting”
utilizando soros monoclonais ou policlonais para
identificagio das proteinas imunorreativas
(Hirschl. & Rotter. 1990). Neste ensaio. ao invés
de um soro policlonal. foi utilizada como
amostra teste no “immunoblotting” uma mistura
de amostras de muco cérvico vaginal. uma vez
que um dos objetivos do trabalho era padronizar
o teste para detecgdo da resposta local ao C. ferus
subsp. venerealis  mediada pela IgA. A
importancia da IgA na resposta imune local ao C.
fetus subsp. venerealis tem sido invaniavelmente
discutida. tanto para fémeas naturalmente
infectadas pelo agente ou fémeas que abortam
quanto aquelas que somente mantém a infeccdo

(Wilkie et al.. 1972: Corbeil et al. 1975: Corbeil
& Winter. 1978: Winter. 1982: Hum et al.. 1991:
Hum et al.. 1994).

O “immunoblotting™ realizado com os antigenos
de extracgio acida das amostras de . ferus subsp.
venerealis NCTC10354 e C. fetus subsp. fetus
ATCC 27374 revelou a presenca de proteinas de
pesos moleculares semelhantes. em ambas as
subspecies. Houve coincidéncia no
reconhecimento de proteinas que migraram em
torno de 49 kDa. respectivamente as proteinas dc
49.8kDa do C. ferus subsp. venerealis e de 49.6
do antigeno de C.ferus subsp. ferus. que sdo
supostamente similares (Fig 4. Fig 3). Esta
proteina que migrou em torno de 49 kDa teve
correspondéncia em  todos os  perfis
cletroforéticos. variando de 49.4kDa (no C.
jejuni subsp. jejuni; a 49.8kDa (em e e C. fetus
subsp. venerealis ¢ C. fetus subsp. fetus).

As proteinas com pesos moleculares em torno de
29kDa (28.9 ¢ 29.5) foram cvidenciadas tanto no
C. fetus subsp. venerealis quanto no C. fetus
subsp. fetus (Fig 4), assim como as demonstradas
abaixo de 25.7. em ambos 0s antigenos.

De acordo com o estudo de perfis proteicos de
varias preparacdes de antigenos de C.fetus subsp.
fetus e C. subsp. jejuni uma forma isomérica de
OMP de 43kDa (ou 43kDa). No C. jejuni este
mondémero pode variar entre 43 ¢ 45 kDa.
dependendo da amostra estudada mas esteve
invaniavelmente presente em todas as amostras
analisadas por Dunn et al.. (1987). representando
70% do componente capsular de membrana
externa. Pela observagdo do perfil do C. ferus
subsp. ferus obtido neste experimento pode-se
supor que as proteinas sejam semelhantes.
embora isto possa ser esclarecido apenas com a
utilizacdo de uma eletroforese em gel de
poliacrilamida bi-dimensional.

Houve deteccdo. por parte das imunoglobulinas
A presentes no muco cérvico vaginal. de um
grande numero de proteinas do antigeno de
extragio acida. Foram reconhecidas as proteinas
de 28.9 ¢ 25.7kDa dentre o painel proteico do C.
fetus subsp. fetus, mas ndo do C. ferus subsp.
venerealis através do ~“immunoblotting”™ (Fig 4).
Estudos indicam que as proteinas que migram
entre 29 e 31 kDa sdo expostas superficialmente




¢ bastante antigénicas. podendo ser extraidas sob
baixo pH. Estas proteinas foram observadas em
lodas as amostras de C. jejumi estudadas por
Dunn et al. (1987). sendo sugerido anteriormente
por Trust & Logan (1984) que sejam um
componente microcapsular. com boa
especificidade de grupo. permitindo detectar
tanto C. jejuni quanto C. coli em espécimes
clinicos humanos. podendo mesmo serem
utilizadas para producdio de uma vacina
especifica (McCov et al..1975 . Logan & Trust.
1986 : Dunn et al.. 1987).

Duas proteinas com baixos pesos moleculares.
entre aproximadamente 21 e 31kDa foram
fortemente imunogénicas em nosso
imunnoblotting. utilizando antigenos glicinicos
de C ferus subsp.venerealis e C. fetus subsp. fetus
e muco cérvico vaginal de fémeas positivas
provenientes de rebanhos suspeitos/positivos.
sendo sugerido por Dunn et al. 1987 que
representem, um componente capsular em
C.jejuni. que na verdade ¢ representado por
varias proteinas (Trust & Logan. 1984
semelhante ao que foi observadas no perfil
proteico do C.jejuni subsp.jejuni (Fig 3)

O aparecimento de falsos positivos. resultantes
do teste de animais sem sinais clinicos da doenca
¢ provenientes de propriedades sem historico da
CGB pode ser atribuida ao reconhecimento. no
Elisa IgA. das proteinas microcapsulares com
peso molecular em tomo de 31kDa (289 ¢
25.7kDa). Imunoglobulinas A podem estar
presentes cm animais sadios sensibilizados pelo
C. fetus subsp. fetus . sorotipo B (Hum et al.
1994). Isto fica muito evidente quando se
observa que a amostra de C. ferus subsp. fetus
ATCC 27374 pertence ao sorotipo B. Isto pode
ser confirmado pela observacdo de que o género
Campyvlobacter. principalmente as espécies C.
Jetus. C. jejuni e C.coli, tem varios antigenos de
parede com peso molecular semelhante (Logan
& Trust. 1983: Logan & Trust. 1986).

Uma proteina que migrou aproximadamente em
63kDa. possivelmente o antigeno de flagelo foi
observada no perfil eletroforético das trés
subspécies utilizadas neste trabalho. mas os
resultados do “immunoblotting™ indicaram um
fraco reconhecimento da mesma IgA anti-
Campvlobacter fetus, presente no muco vaginal
testado. quando utilizou-se o antigeno produzido
com amostra de C.fetus subsp. venerealis nido
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tendo sido reconhecida pela amostra de C.feius
subsp. fetus.. quando utilizado muco de fémeas
positivas. Embora seja uma proteina comum as
trés subspécies. neste ensaio € provavel que
tenha sido um antigeno especificamente
reconhecido pelos anticorpos produzidos contra
o C. ferus subsp.venerealis. embora Logan &
Trust. (1983) afirmem que ela seja reconhecida
por imunoglobulinas G no “immunoblotting”
realizado com proteinas de C. jejuni.

Avaliando os extratos acidos de amostras de C.

ferus. Dunn et al. (1987) supdem que inumeras

bandas entre 50 e 63 kDa representem produtos
de degradacio do antigeno flagelar. Neste ensaio.
o perfil eletroforético das amostras de C. fetus
subsp. venerealis e (. fetus subsp. [fetus
indicaram a presenga. respectivamente de uma e
duas bandas com peso molecular semelhante (Fig
2).  No  “immunoblotting™ houve um
reconhecimento pouco individualizado desta
banda no C. ferus subsp. venerealis. indicando
talvez uma degradagdo da proteina. tendo esta
sido reconhecida. como uma banda bastante
nitida. de 56.7 kDa no . fetus subsp. fetus, 0 que
sO podera ser esclarecido através de um gel bi-
dimensional.

O papel da proteina com migracdo eletroforética
de 97 kDa. provavelmente um antigeno SAP
(Blaser et al 1985). ndo foi claro em nosso
ensaio enzimatico ELISA IgA. pois cla foi
reconhecida somente pelo € ferus subsp.
venerealis podendo ter sido uma das
responsaveis pela especificidade do teste. na
detecgdo de animais infectados verdadeiramente
por esta subspécie e na imunidade duradoura ao
C. fetus subsp. venmerealis. que permile aos
animais resistiram a re-infeccoes. Blaser et al
(1985) ¢ Blaser et al. (1987) demonstraram que
sua migracdo ¢ de aproximadamente 100kDa e
cla esta associada com a resisténcia do C. ferus a
anticorpos humanos. sendo ldbeis quando
extraidas por acidos. Por outro lado ela pode ser
perdida expontaneamente quando a bactéria &
cultivada in vitro (Winter et al. 1978; Blaser et
al.. 1987), o que pode ter ocorrido na amostra de
C. fetus subsp. fetus (Fig 2).

Em ovinos. foi sugerido que o a proteina de
97kDa da camada S seja essencial a colonizagio
¢ passagem do C. ferus subsp. fetus pela placenta
mas ndo ¢ responsavel pelo injuria fetal
directamenic ¢ apos o aborto ¢ produzida uma




imunidade duradoura para o C. ferus subsp. ferus
com anticorpos sistémicos especificos para as
proteinas da camada S (Grogono-Thomas et al..
2000)

O fendémeno das fEmeas persisienicmente
infectadas pelo €. ferus subsp. venerealis parece
estar relacionado a alteracdes nas proteinas SAP.
que migram em tormno de 97kDa. que foram
fortemente  reconhccidas neste  ensaio  de
“immunoblotting”. Isto torna promissora sua
utilizacio como teste alternativo. que permita
identificar fémeas com infecgdo persistente pelo
C. fetus subsp. venerealis. Por outro lado. se
considerarmos também a participagdo relevante
destas proteinas no mecanismo de evasio do
C ferus ao sistema imune isto as torma potenciais
candidatas como vacinas de mucosa para
controle da Campilobacteriose Genital Bovina.

O cnsaio padronizado apresenta grande
potencial de utilizacio para a identificacdo de
animais infectados pelo . ferus . sendo mais
indicada como uma prova de rebanho. devido ao
aparecimento do falsos positivos. em rebanhos
sem historico da doenca. devendo portanto o

diagnostico ser apoiado no historico reprodutivo
do rebanho e na ocorréncia de sinais clinicos
indicadores da presenca da Campilobacteriose
Genital Bovina,

No diagnostico de Campilobacteriose Genital
Bovina em rebanhos negativos sem historico da
doenca. a utilizacdo do “immunoblotting” em
amostras de muco vaginal ¢ promissora para a
elucidacio de resultados falsos positivos no Elisa
[gA.
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RESUMO

Um ensaio imunoenzimatico do tipo indireto
para deteccdo de imunoglobulinas A (ELISA
IgA) anti-Campvlobacter fetus foi avaliado em
311 amostras de muco cérvico-vaginal de
matrizes provenientes de 18 rebanhos de corte do
Pantanal Mato-grossense. A especificidade do
Elisa IgA foi estimada em 94.4% com base no
teste de 143 controles negativos. representados
por amostras de muco cérvico-vaginal coletadas
em 3 rebanhos leiteiros sem histérico da doenca
¢ com manejo reprodutivo por inseminacio
artificial. Nos I8 rebanhos testados no Pantanal.
23.8% (74 amimais) (IC 953%: 19.5% - 28.1%)
das amostras foram positivas ao ELISA IgA para
C.  fetus subsp. venerealis. Das fémeas
provenientes de rebanhos negativos. 5.6% foram
reagentes ao Elisa IgA.  As médias das leituras
de DOss nos rebanhos testados no Pantanal
variaram de 0.072 e 0.563 ¢ nos rebanhos
negativos variaramde 0.111 a 0.202.

SUMMARY

An indirect enzvme immunosorbent assay was
used to detect antigen specific secretory IgA
were evaluated in 311 bovine vaginal mucus
from cows of 18 beef cattle herds in the Brazilian
Pantanal. Specificity of the teste was estimated in
94.4% by test of 143 negative controls. samples
of cervicovaginal mucus collected in 5 dairy
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herds without historv of the disease and
artificiallv inseminated. In the 18 beef herds
tested in the Pantanal region. 23.8% (74) (IC
95%:19.5% - 28.1%) of the samples were
positive to  Campvlobacter  fetus  subsp.
venerealis in Elisa IgA and 5.59% of the samples
from negative herds. The mean optical density
measurements (ODysq) of the herds tested in
Pantanal region was between 0.072 ¢ 0.563 and
of the negative herds was 0.111 a 0.202.

5.1. INTRODUCAQ

A Campilobacteriose Genital Bovina ¢ uma
enfermidade causada pelo Campvilobacter fetus
subsp. venerealis cuja principal caracteristica € a
presenga de repetigdes de cio com intervalos
aumentados e irregulares (Stoessel. 1982.
Dekeyser. 1986. Lage & Leite. 2000).

Esta doenga ainda € muito importante cm paises
¢ areas onde existem grande efetivos bovinos e o
manejo reprodutivo ¢ baseado na monta natural
uma vez que leva a uma taxa de retorno ao cio
entre 37.5% e 60% e que a taxa de parigio entre
novilhas varia de 35% a 50% (Mc Cool et al..
1988: Pellegrin. 2001). Esta presente em vdrias
regides do Brasil (Jesus et al.. 1999: Lage &
Leite. 2000: Pellegrin. 2001. Cap. 3) como no
Pantanal Mato-Grossense onde verificou-se uma
prevaléncia de 52.3% dos touros portadores do
C. fetus (Pellegrin et al.. 2001). o que indica que




a Campilobacteriose  Genital Bovina  esta
disseminada na regido. podendo ser uma das
principais causas sanitarias que contribuem para
a manutencido dos indices de fertilidade baixos e
a idade a primeira cria e a relagdo touro: vaca
clevadas nos rebanhos bovinos da regido.

O padrio ouro para o diagnostico da
Campilobacteriose  Genital Bovina ¢ o
isolamento ¢ identificacdo do agente tanto em
louros quanto fémeas ou mesmo em fetos
abortados. Devido as limitagées desta técnica.
que restringe o secu uso a locais onde a
infraestrutura laboratorial pode ser acessada em
tempo ideal para o processamento das amostras.
os estudos epidemiologicos ficam bastante
oncrados ¢ os resultados sdo. em geral
subestimados (Hum et al. 1991: Pellegnn.
1999a)

O diagnostico da Campilobactcriosc Genital
Bovina na fCmca ¢ feito basicamente pela
demonstragdo da presenga do agente no trato
reprodutivo. mediante as téenicas de isolamento
ou imunofluorcscéncia dircta ou pela presenga
dc anticorpos cspecificos no muce cérvico-
vaginal . detectados pelas técnicas de muco-
aglutinagdo ou Elisa IgA (Stocsscl. 1982 Hum ct
al.. 1991). A maioria dos levantamentos
cpidemiologicos de rebanhos ocorridos nas
décadas de 1960 ¢ 1970. em nosso pais. utilizou
a técnica de muco-aglutinagdo. obtendo-sc¢
indices que variaram de 12.95%. encontrado no
Rio de Janeiro (Ramos & Guida. 1978) & 46.9%.
encontrado por Jesus (1999) no Estado de Minas
Gerais.

A utlizagdo de um ensaio imunoenzimatico para
deteccdo de fémeas portadoras de C. ferus subsp.
venerealis ja fol descrito anteriormente sendo
indicado como mais sensivel que o teste de
muco-aglutinacdo para a detec¢do de anticorpos
da classe IgG anti-C. fetus em estagios recentes
de infecgdo (Hewson. 1985) mas a demonstragio
de anticorpos especificos da classe I[gA em
fémeas bovinas como resultado da infeccdo
natural pelo C. ferus subsp. venerealis so foi
demonstrada posteriormente (Hum et al.1991).

Os objetivos do presente trabalho foram avaliar
um Elisa IgA anti-C. ferus no diagnostico de
Campilobacteriose Genital Bovina. estimando a

prevaléncia de fémeas portadoras de anticorpos
anti- C. fetus no muco cérvico-vaginal e a
especificidade do teste em amostras provenientes
de rebanhos com historico negativo para
Campilobacteriose Genital Bovina.

5.2. MATERIAL E METODOS
5.2.1. Amostragem

Para a determinagdo da prevaléncia da
Campilobacteriose Genital Bovina na sub- regido
da Nhecolandia do Pantanal Mato-grossense. foi
calculada uma amostra por conglomerado.
considerando-sc uma uma prevaléncia estimada
de 36% (Pellegrin et al. 1998). 93% de confianca
e 11% dc emo. de acordo com metodologia
descrita por Bennet ¢t al. (1991). Isto resultou
numa amostra dc 380 matrizcs cm reprodugdo.
fmcas acima dc 3 anos dc idade. cm 19
propricdadcs. A mddia dc anmimais amostrados
por conglomcrado foi fixada cm 20 ¢ o
cocficicntc dc corrclagdo intraconglomcrado cm
0.20 (Ottc & Gumm. 1997). As propricdadcs
foram sortcadas dentre aquclas cadastradas na
EMBRAPA-Pantanal ¢ dentro de cada rebanho a
amostragcm das fémcas foi alcatoria.

5.2.2. Controles Negativos

Como controles negativos para a determinagdo
da especificidade do teste foram sorteadas 165
matrizes em cinco rebanhos leiteiros sem
historico de problemas reprodutivos sugestivo de
Campilobacteriose Genital Bovina. submetidas a
manejo reprodutivo por inseminacdo artificial e
amostras de  muco cérvico-vaginal  foram
coletadas de todos as matrizes sorteadas.

5.2.3. Coleta de muco cérvico-vaginal

A coleta de muco cérvico- vaginal foi realizada
segundo Fernandes & Gomes (1992). O muco
coletado foi separado em aliquotas ¢ estocado a
- 196" C até o momento da realizagdo dos testes.

5.2.4. Elisa IgA anti- C. fetus subsp. venerealis

As imunoglobulinas A anu-C.  fefus subsp.
venerealis foram pesquisadas por um ensaio
imunoenzimaltico (ELISA IgA) ulilizando na [ase
solida anligeno oblido por meio de extragio
dcida com lampdo de glicina (McCoy et al.
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1975) preparado com a amostra de . fetus
subsp. venerealis NCTC 10354 (Pellegrin. 2001).

5.2.5. Analise Estatistica

A prevaléncia. o intervalo de confianca. o efeito
do desenho ¢ o coefliciente de correlacdo intra-
conglomerado foram calculados segundo Bennet
ct al. (1991) para as coletas realizadas no
Pantanal Mato-grossense. A especificidade do
teste foi calculada segundo Hum et al. (1994).

5.3. RESULTADOS

Das 380 amostras previstas. apenas 311 amostras
de muco cérvico-vaginal. provenientes de 18
rebanhos foram coletadas. pois houve perda de
amostras durante o transporte até o laboratorio e
em uma propriedade. inicialmente prevista. nio
fol possivel a coleta do material.

Mucos cérvico-vaginais de 77 animais. 23.8%
(IC 95%: 19.5% - 28.1%) foram positivas ao
teste de ELISA IgA anti- C ferus subsp.
venerealis (Tab. 1). As médias de leituras de
DO, nos rebanhos do Pantanal variaram entre
0.072 ¢ 0.563 ¢ os valores extremos de DO.s,
obtidos nas diferentes propriedades variaram de
0.150 a 1.587 (Fig. 1). A meédia ¢ o desvio
padrio do Elisa IgA no muco cérvico vaginal dos
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animais do Pantanal. sem considerar o rebanho
de origem. foram de 0249 ¢ 0.318.
respectivamente.

Em 3.6% das amostras de muco cérvico-vaginal
(8 animais) coletadas nos rebanhos com historico
negativo para Campilobacteriose Genital Bovina
foram detectados anticorpos anti-C. fetus pelo
Elisa [gA. sendo que trés rebanhos apresentaram
animais positivos ¢ dois foram totalmente
negativos. As meédias de leituras de DO,z nos
rebanhos negativos variaram de 0.111 4 0.202. os
valores maximos entre 0.234 ¢ 0.681 (Tab. 2). A
dispersio dos wvalores de densidade Otica
encontrados estdo na Fig.2. A média dos valores
de DO.s. considerando todos os controles
negativos testados foi de 0.141 e o desvio padrio
de 0.110.

A cspecificidade foi estimada em 94.4% com
base na ocorréncia de oito resultados positivos
(5.59%) em 143 animais provenientes dos
rebanhos considerados livres da doenga.

O coeficiente de correlacdo intraconglomerado
(p) e o efeito de delincamento (D) encontrado
para a infec¢io pelo C ferus em levantamento
realizado em fémeas de rebanhos do Pantanal
Mato-grossense foram respectivamente 0.02 e
1.68.
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Tabela 1. Frequéncia de fémeas portadoras de imunoglobulinas A ant- Campviobacter fetus subsp.
venerealis em propriedades do Pantanal Mato-grossense ¢ valores médios e maximos de leituras de
DO,s, no Elisa IgA observados em amostras de muco cérvico-vaginal de acordo com o diagnostico da
Campilobacteriose Genital Bovina em touros.

Fazenda Total  Positivos’ Diagnosticode DOz, Média DO <, Maxima
Campilobacteriose”

Fl 10 7(70.0%) P’ 0.563 1113
B2 27 11(40.0%) P 0.318 1441
F3 23 0(0.0%) N 0.075 0.274
F4 19 4(21.0%) P 0.222 0.589
F5 21 2(9.5%) NT 0.153 0.649
F6 12 2(16.6%) P 0.124 0.605
F7 5 0(0.0%) N 0.072 0.150
F8 20 9(45%) P 0.475 1.451
F9 16 +(25%) NT 0.236 0.729
F10 17 3(17.6%) P 0.207 0.894
Fl1 15 4(26.6%) P 0.289 1.086
Fl12 15 6(40%) P 0.356 1.454
F13 21 1(4.76%) P 0.195 1.587
Fl4 22 7(31.8%) P 0.249 0.740
F15 15 9(60.0%) P 0.508 1.539
F16 20 2(10.0%) NT 0.122 0.371
F17 19 1(5.2%) P 0.169 1.542
F18 14 2(14.3%) P 0.188 0.929
Total 311 74(23.8%) = - -

I-Animais cuja leitura de densidade otica (DO.:.) obtida no Elisa IgA em amostras de muco cérvico-
vaginal

foi = 0.323): 2-Touros da propriedade testados anteriormente pela imunofluorescéncia direta: 3- Positivo:

4- Negativo: 3- Nio Testado.
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Tabela 2. Frequéncia de fémeas portadoras de imunoglobulinas A anti- Campvlobacter fetus subsp.

venerealis
reprodutivo por inseminacdo artificial.

em propricdades sem historico de Campilobacteriose Genital Bovina e com manejo

Fazenda Animais Testados Positivos' DO.s, Média DO.:n Maxima
F19 32 1(3.12) 0.142 0.510

F20 21 0 (0.00%) 0.102 0.239

E21 24 0 (0.00%) 0.105 0.234

F22 30 6(20.0%) 0.211 0.681

F23 36 1(2.7%) 0.129 0.333

Total 143 8 (5.59%)

1- Animais cuja leitura de densidade otica (DO.s;) obtida no Elisa [gA em amostras de muco cérvico-
vaginal foi > 0.323.
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Figura. 1. Dispersao dos valores de DO em amostras de muco vaginal de fémeas provenie ntes
de rebanhos do Pantanal Mato-grossense.
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Figura 2. Dispersao dos valores de DO em amostras de muco vaginal de féemeas
provenientes de rebanhos com historico pe gativo para Campilobacteriose Genital Bovina

5.4. DISCUSSAO

A especificidade do Elisa IgA encontrada. de
94.4% ¢ semelhante a observada por Hum et al.
(1994). de 98.5% utilizando um antigeno bruto
de C. fetus subsp. venerealis.Estes dados
mostram que o Elisa IgA ¢ um teste bastante
especifico para a detecgdo de fémeas que tiveram
contato com o C. ferus subsp. venerealis.
Entretanto. da mesma forma que o relatado por
Hum et al. (1994). ndo foi possivel estimar a
sensibilidade do teste pela impossibilidade de
confirmacdo dos resultados pelo isolamento.

Neste experimento. nos rebanhos com manejo
por inseminacdo artificial e sem historico de
Campilobacteriose Genital Bovina. os oito
animais positivos ao Elisa. foram considerados
falso negativos. reagindo no Elisa IgA
possivelmente por um  contato prévio com
antigenos de superficie de C. ferus subsp. ferus
ou C.jejuni subsp. jejuni. que podem habitar o
Trato Gastroentérico (Butzler. 1994). Devido a
circulacgio de células no sistema imune de
mucosas. ¢ possivel células do sistema imune
sensibilizadas no intestino pelo contato com C.
ou C. fetus subsp. fetus se encontrarem na
mucosa do sistema genital. Foi observado pelos
estudos tanto pelo Elisa IgA quanto no
"immunoblotting"que animais provenientes de
rebanhos livres de Campilobacteriose Genital

Bovina reagiram no Elisa IgA. mas os antigenos
reconhecidos eram comuns tanto ao C. jejuni
subsp. jejuni quanto ao C. ferus subsp. ferus
(Pellegrin. 2001).

As amostras consideradas falso- negativas. neste
trabalho. ndo foram testadas frente as outras
espécies de Campylobacter spp apesar de Hum et
al. (1994) observarem que amostras testadas no
Elisa IgA utilizando na fase solida amostra de
sorotipo B de C. ferus subsp ferus apresentaram
leituras de DO.s, mais elevadas que quando
utilizado o C. ferus subsp. venerealis.

A especificidade de ensaios imunoenzimaticos
depende principalmente do ponto de corte
estabelecido e do tipo de antigeno uulizado no
teste (Hirschl & Rotter. 1990). Considerando
que a sensibilidade ¢ a especificidade tem uma
relacdo inversamente proporcional. o Elisa IgA
anti C. fetus subsp. venerealis foi interpretado
utilizando-se o valor do ponto de corte acrescido
de dois desvios-padrio. objetivando detectar na
populacdo estudada o maior nimero de fémeas
com imunoglobulinas A anti- C. ferus subsp.
venerealis, ou seja. uma maior sensibilidade do
teste.

Hum et al. (1991) ¢ Hum et al. (1994) utilizaram
diferentes pontos de corte. expressando os
resultados do teste em valores de Elisa ou EV




(Elisa Values). bascados na leituras de DOus,
corrigidas para os valores de DOys de controles
positivos (DOus= 1.430) e negativos (DOus=
0.180) acrescidos de dois desvios-padrio.
imprimindo maior sensibilidade ao teste com o
objetivo de detectar casos de abortamento devido
a0 (. fetus subsp. venerealis (Hum et al.. 1991) e
utilizando trés desvios- padrio. com o objetivo
imprimir maior especificidade ao teste no
diagnostico de fémeas portadoras de C. ferus
subsp. venerealis em rebanhos (Hum et al.
1994). Entretanto os resultados encontrados por
Hum et al. (1991) e Hum et al.. (1994) foram
realizados com um antigeno bruto de C. ferus
subsp. venerealis. considerado por Hirschl. &
Rotter. (1990) menos especifico que antigenos
semi- purificados. como o preparado antigénico
de extracdo acida. utilizado neste ensaio. No
entanto. em ensaio comparativo realizado com
diferentes preparagdes antigénicas para a
deteccio de 1gG anti-Helvcobacter — pvlori.
Lewalla-Guruge (1992) acusaram sensibilidade e
especificidades estatisticamente similares entre
estes dois tipos de antigenos. o que permitiria a
comparacido entre os resultados encontrados por
Hum et al.(1994) ¢ os deste trabalho.

Os valores de leituras de DOy, mais elevados
encontrados em animais provenientes de
rebanhos negativos podem ter sido também
decorrentes de problemas na diluicio do material
ou por influéncia da temperatura ambiente. caso
o material tenha sido inadequadamente
acondicionado. uma vez que em temperaturas
clevadas este pode se desidratar. concentrando
assim as imunoglobulinas (Hum et al. 1991).

Neste experimento. considerou-s¢ positiva ao
Elisa IgA uma amostra que apresentasse leitura
de densidade dtica igual ou maior a 0.323
(Pellegrin et al.. 2001) ¢ com base nesse ponto de
corte. definido com base na média dos valores de
DQOys, do muco cérvico-vaginal de 44 novilhas
virgens testadas (0.143) acrescida de dois
desvios-padrdo (0.09). Entre as 311 amostras de
muco cérvivo vaginal testados no Pantanal.
23.8% (IC 93%:19.5% - 28.1%) dos mucos
testados foram positivos ao C. ferus subsp.
venerealis pelo teste de ELISA IgA.

Os resultados do Elisa IgA das fémeas de
rebanhos do Pantanal nio podem ser comparados
com o0s obtidos por outros autores que
empregaram o teste de muco-aglutinacdo (Mies
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Filho.1960: Pestana de Castro et al. 1971:
Ramos & Guida. 1978: Jesus et al. 1999).
devido ao [ato deste teste possuir limitacdes em
relagio a sensibilidade ¢ especificidade se
comparados 40s €nsaios  IMunoenzimaticos
(Hewson. 1985) ou devido as diferengas quanto
ao delineamento experimental utilizado.

Embora nio tenham sido possivel o acesso ao
historico reprodutivo dos rebanhos do Pantanal. a
relagio entre a presenca de anticorpos locais
anti- C. ferus ¢ baixa fertilidade ja tem sido
comprovada por virios autores (Newsan &
Monsbourgh. 1967 Jesus et al.. 1999: Pellegrin
et al.. 2001. Cap. 6). Newsan & Monsborough
(1967) analisaram. por muco-aglutinagio. 4706
amostras de muco cérvico-vaginal de 700 fémeas
ndo expostas ‘a infecgio natural pelo C. ferus
subsp. venerealis ¢ sem problemas reprodutivos
¢ 217 amostras de fémecas cobertas por touros
infectados com deteccdo. respectivamente de
0.53% e 61% de amostras positivas ao C. fefus
subsp. venerealis. salientando que a presenca de
anticorpos no muco cérvico- vaginal ¢ um forte
indicativo de infecgdo. recente ou ndo. pelo
agente. Da mesma forma, Jesus et. al. (1999)
detectaram aglutininas anti- C. ferus em 22.3%
de 170 fémeas testadas no Estado do Rio de
Janeiro e em 46.9%(13) no Estado de Minas
Gerais em 95.2% de 21 propriedades com
historico de problemas de fertilidade como
repeticdes de cio e abortamentos em torno do 4°
més . sendo que estas propriedades associavam a
monta natural a inseminacdo artificial.

Os indices de animais infectados nas
propricdades do Pantanal indicaram que existe
um cfeito de propriedade. observando-se que 16
(88.8%) dos 18 rebanhos testados tinham pelo
menos um animal positivo ao Elisa IgA. Em duas
propriedades onde nio foram detectadas fémeas
positivas ao Elisa [gA. os touros também foram
negativos pela técnica de imunofluorescéncia
direta. Em uma delas. pelo pequeno nimero de
animais examinados. ¢ sugestivo que a
amostragem tenha sido insuficiente para
deteccio de pelo menos um individuo positivo.
entretanto. na segunda propriedade. onde foram
coletados 23 amostras de muco cérvico- vaginal
¢ muito provavel que a propriedade estivesse
livre da Campilobacteriose Genital Bovina.

Os ensaios imunoenzimaticos padronizados por
Hewson (1985) ¢ Hum ¢t al. (1994)




demonstraram boa sensibilidade na deteccdo de
amimais infectados em rebanhos com problemas
reprodutivos por €. ferws. Nachankin & Yang
(1992) indicaram uma relagdo direta entre a
presenca de imunoglobulinas A anti- . jejuni
em grupos de pacientes infectados por este
agente. Estes dados indicam que o Elisa IgA
pode ser empregado com sucesso para estudos
cpidemiologicos ¢ deteccdo de grupos de risco
para cstas doengas. Neste trabalho. houve uma
relacdo entre presenca de touros infectados no
rebanho. lestados previamente por
imunofluorescéncia direta. ¢ a ocorréncia de
fémeas com anticorpos anti- (. ferus, pois em
dois rebanhos onde o diagnostico dos touros foi
negativo nio foram observadas fémeas com
reagio positiva no Elisa IgA ( 7= 7.59: gl= 1: p=
0.06). Por outro lado. esta relacdo ndo ocorreu
em termos quantitativos. uma vez que houve
grande variacdo entre as frequéncias de fémeas
positivas entre rebanhos.

Comparando-se os valores meédios e desvio
padrio de DO.s, encontrados nos controles
negativos. de 0.141 ¢ 0.110. ¢ os encontrados nos
rebanhos com historico da infec¢do (Pantanal).
de 0.249 ¢ 0318 pode ser observado que nos
rebanhos do Pantanal estes foram mais elevados.
embora eslatisticamente esta variacdo ndo tenha
sido significativa (P> 0.03). Entretanto. em um
rebanho negativo foi encontrado um animal com
DOys igual a 0.610. indicando provavelmente
uma reatividade cruzada com antigenos da
subspécie ferus ou ao C. jejuni subsp. jejuni
como anteriormente demonstrado (Pellegrin.
2001)

Nio foi possivel estimar a sensibilidade do Elisa
IgA pelo insucesso das tentativas de isolamento.
considerado o padrio ouro no diagnostico da
Campilobacteriose ~ Genital  Bovina.  que
impossibilitou a definicdo de controles positivos.
Considerando que a doenca ¢ auto-limitante e
que apenas 10% das fémeas se tornam
persistentemente  infectadas (Clark. 1971). a
validacdo de um ensaio enzimatico. que detecte
anticorpos. ndo pode ser basecado somenie no
isolamento do agente ctiologico (Hum et al.
1994). uma vez que as imunoglobulinas locais
sdo detectaveis meses apos o desaparecimento do
C. fetus no organismo (Corbeil. 1974a. Corbeil.
1974 b). No Pantanal. as condig¢des da regido ndo
permitem a utilizagdo de técnicas de diagnostico
que necessitem rapido processamento do
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material. como ¢ o caso do isolamento. pelas
grandes distincias entre os locais de coleta ¢ a
imexisténcia de infracstrutura local que permita
acondicionamento ¢ conservagio adequados das
amostras.

O coeficiente de correlacdo intra- conglomerado
calculado para a amostragem realizada no
Pantanal foi de 0.02 ¢ o efeito de delineamento
(D) 1gual a 1.68. O valor estimado de p indicou
que a Campilobacteriose ¢ uma doenca
distribuida  homogéneamente na populagio
estudada. A presenca de imunoglobulinas A anti-
C. fetus subsp. venerealis nas fémeas pode
significar. por outro lado. um contato prévio com
antigenos de C. ferus subsp. ferus ndo indicando
necessariamente a presenca do C. ferus subsp.
venerealis no rebanho( Hum et al. 1991).
embora tenha sido observada uma relagdo entre a
presenca de touros positivos ao C. ferus, pela IFD
¢ propriedades com fémeas positivos pelo Elisa
IgA.

O efeito de delincamento. que ¢ calculado em
funcdo do erro amostral. maior na amostragem
por conglomerado (Otte & Gumm. 1997). teve
influéncia do numero de amostras coletadas em
cada conglomerado. que foi desigual. Na
amostragem realizada no Pantanal uma media de
17.3 animais testados por propriedade
influenciou o efeito de delincamento. reduzindo-
0. embora o numero de conglomerados ¢ de
amostras tenham ficado abaixo do inicialmente
recomendado (Otte & Gumm. 1997).

No Pantanal. existe uma grande dificuldade de
condugdo de experimentos que envolvam
amostragem. As coletas so podem ser realizadas
no periodo de seca ou no inicio do periodo das
chuvas. muito dificilmente no periodo em que o
Pantanal estd em cheia. uma vez que
determinadas propriedades tornam-se
inacessiveis. por via terrestre. duranie cste
periodo. No Pantanal. o periodo de coletas foi na
época seca. de abril a outubro. quando a maioria
das fémeas ja estdo prenhes ou. se vazias. ja
afastadas dos touros devido ao periodo natural de
acasalamento que ocorre na regiio (Almeida et
al.. 1996) ou ainda. pela restricio alimentar
sofrida durante o periodo de seca (Pott et al.
1989) podem ndo ter apresentado cio. A
diferenca entre a prevaléncia observada
anteriormente  nos touros (32.6%) (Pellegrin.
2001) ¢ nas fémeas (23.8%) indica. que a




situacdo de portador nesta categoria ¢ transiente.
0 que ja tem sido largamente comprovada (Clark.
1971: Dekeiser. 1984: Hum ect al. 1991)
existindo uma varia¢do na imunidade local ao
Campyvlobacter fetus.

A ¢poca da coleta do matenal. principalmente
nos rebanhos que sio submetidos a monta
natural. pode ter influenciado os resultados.
diminuindo a sensibilidade do teste. Em
humanos. de acordo com a fase do ciclo estral
pode haver variagdes tanto no isotipo quanto na
localizacdo das imunoglobulinas. uma vez que
no periodo pré-ovulatdrio se estabelece o pico de
producdo de imunoglobulinas na mucosa uterina.
enquanto que no oviduto encontra-se nesta fase o
seu mais baixo nivel (Wira & Kaushic. 1996).
Por outro lado. resultados falso negativos podem
ocorrer quando sdo coletadas amostras durante o
cio (Lawson ¢ Mac Kinnon. 1952) bem como
falsos positivos em amostragem repetitiva
(Clark. 1971). A excessiva quantidade de muco
produzida durante o estro pode também induzir
resultados falso negativos pela diluigio das
imunoglobulinas. portanto amostras coletadas 3 a
4 dias apos o estro podem dar resultados falsos
positivos (Roberts. 1971).

A flutuacdo nos niveis de [gA anti-C. fetus em
fémeas naturalmente infectadas tem sido
investigada sendo que o pico maximo de
imunoglobulina A ¢ observado entre o 3-3" més.
apos o contato com o touro. A partir do 4° més.
os niveis de IgA no muco cérvico-vaginal
decrescem (Pellegrin. 2001). o que também tem
sido registrado por outros autores (Andrews &
Frank. 1984: Corbeil et al.. 1975: Hum et al.
1991: Hum et al.. 1994). podendo manter-se. em
alguns casos por at¢ 10 meses apos (Corbeil.
1974a) ou mais (Cippola et al.. 1994). Isto pode
explicar. em parte. as diferencas observadas nas
freqiiéncias de amostras positivas observadas nas
propriedades. uma vez que na maioria delas nio
adota uma estagdo de monta definida.

Os resultados deste experimento indicaram que €
elevado o numero de animais. no Pantanal. que
tem contato com o Campvlobacter fetus, uma vez
que nenhum dos rebanhos havia sido vacinado.
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apesar de na vacinacdo haver somente producio
local de IgG ndo interferindo com os resultados
do teste (Hum et al. 1994). Os niveis de
anticorpos muito  eclevados detectados em
algumas propriedades. poderiam até mesmo ser
indicadores de aborto ou mesmo infecgdo
recente. pois ja tem sido comprovado que
animais que abortam apresentam niveis de
imunoglobulinas A anti- C fetus
significativamente mais elevados em relagio aos
que levam a gestacio a termo (Hum et al.
1991).

Considerando a inexisténcia de um historico
reprodutivo ou de casos clinicos que permitissem
suspeitar da presenga da doenca no rebanho. o
teste ndo pode ser indicado para o diagnostico
individual de Campilobacteriose Genital Bovina.
devendo ser validado em varios rebanhos. com e
sem historico de problemas reprodutivos

comparando-se¢ ao isolamento como padrdo ouro
do diagnostico. Os resultados indicaram que o
Elisa IgA pode ser um teste complementar no
diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina em rebanhos. pela sua facilidade de
execugdo e rapidez na obtengio do resultado.
servindo como triagem de rebanhos. para
embasar medidas preventivas de manejo
reprodutivo. A ndo deteccdo de fémeas com
anticorpos anti-C.  ferus realizada em uma
amostragem bem delineada ¢ conduzida pode ser
um indicativo seguro de que a doenga ndo estd
presente no rebanho. embora o mais adequado
seja associar os resultados obtidos nas fémeas a
deteccdo do agente no touro (Pellegrin. 2001).
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RESUMO

Para avaliagio dos indices de desempenho
reprodutivo ¢ monitoramento da resposta imune
em fémeas naturalmente infectadas pelo
Campvilobacter. fetus foram acompanhadas 54
novilhas virgens cobertas com touros nos quais
foi diagnosticado 0 Setus pela
imunofluorescéncia direta (IFD). As fémeas
foram acompanhadas para observagdo de cio.
abortamentos e quanto a resposta imune local a
infeccdo pelo C. ferus avaliada pelo ELISA IgA.
Os resultados indicam que apenas 39.3% das
fémeas(32) levou a gestacdo a termo. tendo sido
estimada a ocorréncia de 7 abortos. A fregiiéncia
de repeticio cio foi de 44.4%. sendo que 4
animais (7.41%) repetiram o cio mais de uma
vez. O valor médio de leitura de densidade otica
(DO;s0) do muco vaginal coletado no inicio da
estacdo de monta foi de 0.097 ¢ o pico de
producio media de imunoglobulinas A. de
0.507. ocorreu no 4 més. apds o inicio da
estacdo de monta.

SUMMARY

In order to evaluate the reproductive
performance of beef cattle and evaluate the
immune response to Campvlobacter fetus in
naturally infected bovine females. 54 heifers
with three vears of age and breed with 2 infected
bulls. confirmed by fluorescent antibody test.

Heat detection and abortion were detection twice
dailv. The local immune response 10
Campvlobacter fetus was cvaluated by Elisa IgA.
The results indicated that only 39.3% of the
females calved normally. 7 heifers aborted and
44.4% repeat breeding. with 4 (7.41%) heifers
repeting breeding twice. Mean value of the
optical density measured by the Elisa IgA of the
vaginal mucus in the begining of breading season
was 0.097 and the peak of IgA was 0.507 and
occurred in the 4™ month of breeding season.

6.1. INTRODUCAO

A Campilobacteriose Genital Bovina ¢ uma
enfermidade de cardter eminentemente venereo
causada pelo Campvlobacter  fetus  subsp.
venerealis que pode elevar as taxas de retorno ao
cio ¢ causar abortos. Os ciclos estrais sio
irregulares. de em meédia 35 dias. devido a
ocorréncia de morte embrionaria (Dekevser.
1984). Sob condigGes naturais. o agente ¢é
transmitido do touro infectado para a fémea
susceptivel pelo coito. ou pelo uso de sémen
contaminado. sendo que a transmissdo pode
atingir até 100% das novilhas (Garcia & Brooks.
1993).

Em sistemas de produ¢io de gado de corte o
impacto da Campilobacteriose Genital Bovina
recai principalmente sobre o intervalo entre
partos. reflexo do grande numero de vacas que
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falham em conceber ou concebem tardiamente
no periodo de monta. produzindo os chamados
bezerros refugos. com menor peso. desmamados
tardiamente. que compdem lotes  pouco
uniformes. prejudicados quando da
comercializagdo (Kasari & Gleason. 1996).

As imunoglobulinas da classe A sdo as principais
responsaveis em impedir o inicio da infecgdo.
por serem capazes de imobilizar o C. fetus e
impedir a colonizagdo da mucosa (Corbeil et al..
1974a: Corbeil et al.. 1974b). O estudo da
cinética de producio de imunoglobulinas cm
animais infectados naturalmente pelo C. ferus
indica que a IgA aparece logo em seguida a 1gM
entre 3 a 5 semanas apds a infeccdo.
predominando no muco cérvico-vaginal com
titulos maiores ¢ mais duradouros. podendo
persistir por mais de 40 semanas

Ensaios imunocnzimaticos para deteccio de
anticorpos  anti-C.  ferus em muco cérvico-
vaginal utilizados por alguns autores (Hewson.
1985. Hum et al. 1987. Hum et al. 1991.
Pellegrin et al.. 2001) foram considerados
superiores ao leste de muco-aglutinagdo em
scnsibilidade e especificidade (Hewson. 1885) ¢
efetivos na detecgdo de fémeas que abortam
devido a infecgdo pelo C. ferus (Hum et al.
1991).

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho
reprodutivo e a dindmica da produgio de
imunoglobulinas A no muco cérvico- vaginal em
novilhas expostas naturalmente a infeccdo pelo
C. fetus.

6.2.Material e métodos
6.2.1. Animais experimentais

Foram utilizados dois touros Nelore ¢ a
confirmacdo da infecgiio dos touros pelo C. fetus
foi realizada pela imunofluorescéncia direta
(Mellick et al. 1963 Winter et al. 1967). O
lavado prepucial (Leite et al.. 1995) foi coletado
em trés ocasides intervaladas de 15 dias. antes do
inicio do periodo de monta e os animais ficaram
em repouso sexual durante todo o periodo das
coletas.

Os touros selecionados satisferam as condigdes
de libido (escore = 6). exame androldgico
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(circunferéncia escrotal = 32 cm ¢ consisténcia
testicular =3). espermograma (motilidade >
60%.  turbilhonamento = 3. vigor = 3) ¢
patologia espermatica (defeitos maiores ¢
menores < 30%) propostos por Crudelli et al..
(1992).

Quinze dias antes do inicio do experimento os
touros receberam bucais marcadores para
identificacdo das coberturas realizadas.

No decorrer do penodo de observacdo dos
amimais. foram efetuadas coletas de lavados
prepuciais dos touros nos dias 4 . 12 . 27 . 38 .
98. 111 . 123 e 139 dias apoés o inicio da
cobertura. para a realizacdo de
imunofluorescéncia direta.

Foi constituido um grupo de 54 novilhas virgens,
em tomo de 3 anos de idade. criadas em
invernada de pastagem nativa. utilizando-se uma
taxa de lotagio meédia de 028 UA/ha
equivalente a média utilizada na regidodo
Pantanal. onde o experimento foi realizado. As
novilhas tinham peso = 250 Kg e escore corporal
23  (Kilkeny. 1978) e possuiam resultado
negativo a prova de soro-aglutinagio ripida para
Brucelose As fémeas recchberam brincos de
identificagio ¢ foram vacinadas contra
Leptospirose (Leptovac. FEP-MVZ. Minas
Gerais). Rinotraqueite Infecciosa  Bovina.
Diarréia Bovina a Virus. Virus Respiratdrio
Sincicial Bovino e Parainfluenza 3 (Cattlemaster
4. Pfizer. Sdo Paulo) 30 dias antes do inicio do
experimento. com as doses recomendadas pelo
fabricantes.

6.2.2. Local e duragiio do experimento

O experimento foi realizado em uma propriedade
da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria.
situada na sub-regiio da Nhecolandia do
Pantanal Mato-grossense/MS. A estagdo de
monta ocorreu em um periodo de 4 meses. tendo
sido iniciada em 1° de novembro de 1996 e
concluida em 1° de marco de 1997. As fémeas
participantes do estudo foram acompanhadas até
0 parto.

6.2.3. Avaliacao do desempenho reprodutivo

Para a avaliacio qualitativa e guantitativa dos
efeitos da infeccio pelo (. fetrus sobre o




desempenho reprodutivo dos animais. foram
estimados:

a) taxa de repeti¢do de cio: foi determinada pelo
registro da data de observacdo de cio. As
novilhas foram acompanhadas diariamente. pela
manhd e no final da tarde para verificacio de
fémeas em cio que porventura tenham sido
cobertas.

b) taxa de abortos: foi medida pelo registro de
sinais do aborto ou pelo resultado do diagnostico
de gestagdo: quando uma fémea. com uma
prenhez confirmada em um diagnostico de
gestagdo. foi considerada vazia no diagnostico de
gestagdo seguinte. ou quando esta ndo parnu.

¢) taxa de prenhez foi determinada pelos
resultados do diagnostico de gestacdo por
palpacdo retal. aos 90 e 120 dias do inicio da
estacdo de monta.

d) taxa de pari¢do: foi determinado o numero de
vacas que pariram até o final do periodo de
observacao.

6.2.4. Coleta de muco cérvico-vaginal

Foram realizadas coletas de muco cérvico-
vaginal durante e apos a estagio de monta nos
dias 0 . 34. 47. 69. 82. 98. 111. 139. 170. 200.
231. 292. 334. 361 do experimento totalizando
14 coletas. O material coletado foi separado em
aliquotas e conservado a —96” C. em nitrogénio
liquido. até o momento da realizagio do ELISA
[gA.

Para a coleta de muco cérvico-vaginal utilizou-se
um tampdo absorvente (Johnson & Jonhson. Sio
Paulo) previamente pesado. que foi introduzido
na vagina da vaca com o auxilio de um tubo
metalico e aplicador acoplado. sendo deixado na
cavidade vaginal por. no minimo. 30 min para
saturacdo. O tampdo foi entdo colocado em
frasco estéril e transportado em gelo para o
laboratorio. onde foi pesado e o peso da amostra
anotado para posterior calculo da quantidade de
diluente (PBS. 0.05%. Tween 20 pH7.4- PBST)
a ser utilizado para obter-se uma diluicdo inicial
de 1/10. Apos a colocacdo do volume adequado.
o tampdo foi comprimido com bastdo de vidro
estéril para retirada do muco ceérvico-vaginal
(Fernandes & Gomes. 1992). O muco cérvico-

vaginal diluido foi dividido em aliquotas ¢
mantido sob refrigeragio até o momento do uso.

6.2.5. Imunotluorescéncia para deteccio do
Campylobacter fetus em lavado prepucial

A imunofluorescéncia direta para a detecgdo de
C. fetus foi realizada de acordo com Mellick et
al. (1963) e Winter et al. (1967) com soro anti-
C. fetus produzido em coelhos com a amostra de
C. fetus subsp. vemerealis NCTC 10334 ¢
conjugado ao tiocianato de fluoresceina
(Ruckerbauer ct al.. 1974).

6.2.6. Detecciio de imunoglobulinas A anti- C.
fetus

As imunoglobulinas A anti-C. ferus foram
pesquisadas por um €nsaio imunoenzimatico
(ELISA IgA) utilizando na fase solida um
antigeno obtido por extracdo acida com tampdo
de glicina 0.2M. pH2.2. preparado com a
amostra de C. ferus subsp. venerealis NCTC
10354 (Pellegrin et al.. 2001, Cap. 4).

6.2.7. Diagnostico de gestacio

Foi efetuado o diagnostico de gestacdo por
palpacdo retal aos 90 e 120 dias do inicio do
experimento para determinar a taxa de prenhez
do grupo observado.

6.3. RESULTADOS

6.3.1. Acompanhamento do estado de
portador dos touros

Um dos touros foi positivo em todas as coletas
mas o outro foi negativo nas coletas realizadas
no 1117 e 123 dias do experimento.
6.3.2. Desempenho reprodutivo

A taxa de prenhez aos 90 dias foi de 37% e aos
120 dias de 63%. Das 34 fémeas acompanhadas.
apenas 32 levaram a gestacdo a termo. tendo sido
observada a ocorréncia de perda de sete
conceptos. sendo 6 fetos e uma reabsorcio
embrionaria (13%). até os 60 dias de gestacdo
(Tabela 1).
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Tabela 1. Estado das novilhas cobertas por touros infectados por C. fetus durante uma estacdo de monta

de quatro meses. ao final da estacio de paricdo.

Estado das novilhas

Numero de animais

Vazia 15
Aborto 7
Parida 32

Dos animais observados. 24 novilhas (44.4%)
(24 animais) apresentaram repeticio de cio.
sendo que 4 amimais (7.40%) repetiram o cio
duas vezes (Tabela 2).

O retorno ao cio foi em média de 33.5 dias entre
0o primeiro € segundo cio e de 32 dias entre o
segundo e o terceiro cio.

Das 22 fémeas que chegaram vazias ao final do
experimento. 11 (50%) ndo haviam repetido o
cio. sete (31.8%) haviam repetido o cio apenas
uma vez ¢ 4 (18.2 %) duas vezes.

Estimando-se a data da concepcio pela data do
parto foi observado que 6 (22.2%) e 21 (77.8%)
das fémeas que pariram haviam concebido no
primeiro ¢ segundo més da estacio de monta.
respectivamente.

6.3.3. Dindmica da produgio de
Imunoglobulinas A anti-Campylobacter fetus
em muco cérvico-vaginal

O valor médio das leituras de densidade dtica no
muco cérvico-vaginal do grupo experimental no
dia 0 da estacdo de monta foi de 0.097. com uma
fémea apresentando o valor maximo de 0.201.
Nas coletas seguintes a média das leituras foi de
0.507 obtida no 98° dia e o valor maximo de
DOQO.s; observado em um animal foi de 1.850
obtido na coleta posterior. no 111° dia. (Fig 2).
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Para as fémeas que ndo repetiram cio. o valor
maximo de media das leituras de densidade otica
obtido foi de 0.554. no 98° dia apds o inicio das
coberturas. Para as fémeas quz apresentaram um
segundo cio este valor foi de 0.553. no 111" dia e
para as que apresentaram 3 cios (duas repetigdes)
foi de 0.760. observado no 69° dia do inicio das
coletas do experimento (Fig. 2).

Os animais que abortaram apresentaram um
pico maximo de produgdo de IgA no 98° dia.
com queda brusca na coleta subsequente. Houve
um segundo pico. bem menor que o primeiro no
334" dia. Os animais que pariram normalmente
apresentaram um pico de 1gA na 111° coleta e
queda na subsequente. nido havendo picos de IgA
observados até o final das coletas (Fig. 3).

Dos sete animais que abortaram. trés
apresentaram.  proximo a data provavel do
aborto. valores de DO,s, menores que o ponto de
corte previamente estabelecido. A razdo entre a
DOys;, maxima obtida durante todo o periodo no
qual o animal foi testado e o ponto de corte
utilizado no ensaio (0.323) variou de 1.33 a 3.15.
com uma media de 2.97. Na Tab. 4 os resultados
de valores de DO,s, apresentados pelos animais
que abortaram indicaram que a produgdo de
imunoglobulinas A registrou valores maximos
em periodos que variaram entre 13 dias antes do
data provavel do aborto até 111 dias depois. com
uma meédia de 47 dias apos.
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Tabela 2. Repeticio de cio de um grupo de 54 novilhas cobertas com touros infectados pelo €. ferus
durante uma estagio de monta de quatro meses.

Repeticdo de Cio N” de cios
Sim Nio 2 3
No de animais 24 30 20 4
% 444 53.6 37.03 7.40
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Figura. 1. Valores minimos, médios e maximos de leituras de DO450 obtidas

de novilhas naturalmente infectadas pelo C. fetus
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Figura 2. Valores medios de leituras de DO450 obtidas através de ELISA IgA em muco vaginal

de novilhas cobertas com touros infectados pelo C. fetus
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Figura 3. Média das leituras de DO450 no Elisa IgA do muco cérvico vaginal das novilhas que

abortaram e que pariram
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6.4. DISCUSSAO

A analise dos registros de cobertura e parigdes
indicou que a taxa de pari¢cdo do grupo estudado
foi de 59.3%. Este indice. embora de acordo.
com o observado no Pantanal (Cadavid Garcia.
1986) esta aquem do obtido em estudos mais
recentes (Sereno et al.. 1998a: Sereno et al.
1998b) ¢ mesmo da taxa de prenhez observada
na regido. de 56%. A proporcdo sexual utilizada
foi de 1:27. uulizando uma taxa de lotagio
média. de 0.28 UA/ha em pastagem nativa.
compativel com a meédia utilizada na regido que
equivale a 3.6 cabegas/ha. significando que nio
foi oferecido aos amimais experimentais uma
condi¢io de manejo nutricional que pudesse
causar um vies nos resultados.

A taxa de prenhez aos 90 dias foi de 37% e aos
120 dias de 63% tendo sido observada a
ocorréncia de sete abortos. em média até os 60
dias de gesta¢do. Tem sido observado que taxas
de prenhez podem ser sensivelmente reduzidas
em animais naturalmente infectados pelo €'
Jetus subsp. venerealis  ( Newsan. 1960:
Donaldson & Clark. 1970: Hum et al.. 1994) o
que foi observado no grupo de novilhas
acompanhado neste trabalho. Observagdes
efetuadas. anteriormente. na mesma propriedade
também registraram baixas taxas de prenhez.
entre 15.9% (novilhas) e 65.7% (vacas) no
periodo de 1991 a 1993 (Sereno. comunicagio
pessoal). Posteriormente. em  experimenio
conduzido para testar diferentes proporcoes
sexuais. utilizando touros negativos para
Campilobacteriose Genital Bovina e grupos de
vacas ¢ novilhas ndo testadas. obtiveram taxas
de prenhez que vanaram de 61% a 68%.
similares a cncontradas para vacas nos anos
anteriores (Sereno et al. 1998a). Entretanto.
estes mesmos indices podem ter tido influéncia
da Campilobacteriose Genital Bovina. que ja
havia sido diagnosticada em 51% dos touros
daquela mesma propriedade (Pellegrin et al.
1994). uma vez que o experimento utilizou uma
proporg¢do de vacas com historico desconhecido
para Campilbacteriose Genital Bovina ndo
sendo descartada a hipotese de ter sido
selecionadas na amostragem fémeas
persistentemente infectadas Clark. 1971)

A taxa de repeticdo de cio foi de 44.4%. com

apenas 4 animais repetindo o cio uma segunda
vez. Ja tem sido bem descrito que a repeticdo de
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cio ¢ um dos principais sinais clinicos evidentes
em rebanhos infectados pelo (. ferus subsp.
venerealis (Stoessel. 1982. Dekevser. 1986:
Leite et al.. 1977) com intervalos irregulares em
torno de 335 dias (Roberts. 1971).

O retorno ao cio foi em media de 33.5 dias entre
o prmetro e segundo cio e de 32 dias entre o
segundo ¢ o terceiro cio. Em novilhas ou vacas
de 1° ou 2° cra os intervalos em que os cios se
repetem sdo em geral regulares. em torno de 35
dias podendo chegar a 120 dias. em alguns
casos (Stoessel. 1982). Os abortos. que foram
ocasionais sdo assim relatados por alguns
autores. podendo tanto scr atribuidos ao C. fetus
subsp.venerealis quanto ao C . fetus subsp . fetus
(Hum. 1987: Genovez et al..1993) sendo que
Hum et al. (1987) sugerem que ndo existam
diferencas patologicas ou epidemiologicas entre
o aborio causado por uma ou outra subspecie.

O maior valor de DOysde imunoglobulinas A
em [émeas infectadas ocorreu entre 0 47 ¢ 3°
més. a partir do inicio do periodo de cobertura
¢ estes resultados sdo. em muitos aspectos.
similiares aos apresentados por Hum et al.
(1994). Estes dados corroboram as observagdes
de que titulos de imunoglobulinas anti- C. ferus
em muco cérvico-vaginal de amimais que
abortam costumam ser elevados. entre 4 ¢ 10
meses apos a infecgdo natural pelo agente (
Corbeil et al.. 1974a: Hum et al.. 1991). Foram
observados picos de IgA aos 69. 111 e 139 dias
do inicio do experimento. com quedas de
producdo observadas nas coletas realizadas no
82° ¢ 170° dias (Fig.l. Cap.6). o que indica
haver uma flutura¢do na produgdo de anticorpos
locais entre 0 3° e 0 6° més. respondendo a
variagdo antigénica de epitopos superficiais da
bactéria. numa tentativa de evasdo das defesas
imunologicas especificas (Corbeil et al.. 1974a:
Hum et al.. 1991).

A cinética de producdo de IgA semelhante a
observada neste experimento tem sido
registrada. por muitos autores (Corbeil et al.
1974a: Corbeil et al.. 1974b: Corbeil et al.
1985: Hum et al. 1991: Hum et al. 1994).
Uma analise dos dados apresentados por Corbeil

(José Robson Bezerra Sereno ¢ pesquisador da
Embrapa/Pantanal.




(1975) indicam que os valores maximos na
curva de anticorpos locais. indistintamente de
classe. ocorreram na 14° 28 . 36° . 70/77" .
16071547 . 182° ¢ 2247 dias apds a infeccio.
para anticorpos contra 0 antigeno 0]
(lipopolissacarideo) de Campvilobacter fetus e
na 28” . 119° 147" ¢ 2247 dias. para anticorpos
contra o antigeno W (de superficie). Os achados
de Corbeil et al. (1774a) sdo bastante aderentes
aos deste experimento. principalmente quando a
curva registra valores das coletas dos dias 69.
111/139 ¢ quando dos periodos de platd na
produciio de IgA. Considerando-se que ambos
os antigenos estimulam a producio de IgA ¢
sugestivo que os valores maximos encontrados
por Corbeil et al. (1975) scjam. devido as
flutuagdes na producdo desta classe especifica
de imunoglobulinas. refletindo as tentativas do
organismo  dc estabelecer  condicdes
imunologicas ideals para que a mucosa possa
adquirir integridade e o embrido se fixar

Comparando estes resultados com obtidos por
Corbeil et al. (1974a) e Corbeil et al. (1974b) €
possivel observar uma estreita relagio entre os
titulos de anticorpos  muco-aglutinantes
encontrados por aqueles autores em torno do
69°dia. entre 0 98° ¢ 111° dias e em tormo do
133° dia. e os presentemente apresentados.
ficando esta semelhanga também evidente
quando sdo analisados os periodos em que a
curva descreve um plato.

Coincidentemente. os dados apresentados por
Corbeil et al. (1975) e Hum et al. (1991) com
um niumero menor de animais indicam que a
curva de produgdo tem caracteristicas
individuais. de modo que cada animal responde
diferente em termos quantitativos. o que pode
ser confirmado neste trabalho. utilizando um
grupo experimental bem maior de animais.

Os animais que nio repetiram cio apresentaram
meédias de leituras de DO.s, mais elevadas que
0s que repetiram o cio duas vezes. 0 que ndo
pode ser comprovado  estatisticamente.
Entretanto. ja tem sido descrito por virios
autores (Clark. 1971. Garcia. & Brooks. 1993:
Dekeyser. 1984) que animais infectados podem
emprenhar apos adquirir imunidade. o que
supostamente tenha ocorrido com os animais
acompanhados neste experimento.

As novilhas que abortaram apresentaram um

pico de IgA maior do que as que pariram
normalmente. sendo este observado no 36° dia e
as que emprenharam normalmente apresentaram
este pico no [11” dia. com queda na producio
na IgA do grupo que abortou. neste periodo. O
grupo que pariu normalmente sofreu uma queda
na producdo de IgA. no 139 dia. mantendo-se.
‘a partir. dai sempre abaixo dos niveis
detectados nas novilhas que abortaram. Como a
resposta medida pela producdo de IgA no muco
vaginal significa uma resposta da mucosa
genital aos antigenos apresentados pelo C. ferus.
esta classe de imunoglobulina atua prevenindo.
de forma efetiva. a penetracio do C. fetus
através da cérvix e impedindo novo processo de
endometrite. na tentativa de restabelecimento da
integridade tecidual. para que ocorra a nidagio.
Como os picos na produgio de IgA
correspondem a uma apresentacio de novos
antigenos. os platds que se seguem. por sua vez
parecem indicar que o organismo esta
respondendo de forma eficiente a estas
mudangas (Pellegrin. 2001).

Como a média da idade dos fetos abortados foi
de 58 dias. em decorréncia do periodo de
estacdo de monta que foi de apenas 120 dias. as
fémeas que abortarm nio tiveram oportunidade
de emprenhar posteriormente. ecmbora 0
organismo tivesse aparentemente retornado a
fertilidade. considerando-se que a imunidade
teria sido suficiente para tal.

Dos animais que abortaram. trés apresentaram.
proximo a data provavel do aborto. valores de
DO.s, menores que o ponto de core
previamente estabelecido. o que também foi
registrado por Hum et al. (1991) para uma das
fémeas que abortaram. Entretanto outros quatro
animais apresentaram  neste mesmo periodo
uma elevacdo nas imunoglobulinas A. o que
indica que a resposta imune local ndo segue um
padrdo e tem uma certa caracteristica individual.
embora os valores de Elisa obtidos possam ter
influéncia de fatores externos (Pellegrin. 2001)

As razdes entre a DOss, maxima. obtida durante
todo o periodo em que foi acompanhada a
cinética de produgio de IgA. ¢ o ponto de corte
utilizado no ensaio (0.323) variou de 1.33 a
5.15. com uma média de 2.97. que. podem ser
comparadas com as razdes obtidas por Hum et
al. (1991). para animais que abortaram. sendo.
inclusive mais elevados do que os registrados
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por aqueles autores. que variaram de 0.85 a 2.6.
concluindo-s¢ que realmente oS animais
estavam infectados € respondendo
cspecificamente ao C. ferus.

Os resultados de valores de DO, apresentados
pelos animais que abortaram indicaram que a
IgA alcanca niveis elevados em periodos que
variam entre 13 dias antes do data provavel do
aborto (um animal) até 111 dias depois. com
uma média de 47 dias apos. Embora em alguns
casos estes dados possam conter desvios. pois
em algumas ocasides ndo foi possivel efetuar a
coleta do material (Tab. 3. Cap. 6) cles sdo
bastante similares as descricdes feitas por
Plastridge et al. (1933) para fémeas que
abortaram.

Neste trabalho. as fémeas que ficaram vazias
tiveram maior producdo de IgA do que a média
dos valores das f[Eémeas que abortaram. Os
achados deste trabalho ndo estiveram totalmente
de acordo com o observado por Hum et al
(1991). para os quais os niveis de [gA nos
animais que abortaram foram maiores que os
que pariram. havendo uma maior produgio de
IgA cerca de 15 dias apos o aborto. o que levou
aqueles autores a recomendar o ELISA IgA
como um teste adequado para identificar fémeas
que abortam. Neste trabalho. contudo. os dados
obtidos ndo permitem concluir sobre esta
indicagdo para o teste. mas sim que ¢le pode ser
utilizado para indicar resposta da fémea a
infeccdo pelo €. ferws. indistintamente da
subspécie.

Apesar de ndo crem sido obtidos isolados de C.
fetus dos animais experimentais, o rebanho ja
havia sido considerado positivo (Pellegrin.
2001) e os touros utilizados no experimento
cram comprovadamente positivos sendo que as
conclusdes do trabalho foram baseadas no
pressuposto de que as novilhas que responderam
com producio de IgA em niveis acima do ponto
de corte anteriormente estabelecido se
infectaram.

Pelos resultados do experimento € sugestivo que
a Campilobacteriose Genital Bovina tenha
influenciando de forma proritina o
desempenho reprodutivo das novilhas. o que
provavelmente esteja ocorrendo no restante das
propriedades da regido. onde a
Campilobacteriose Genital Bovina  ja foi
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diagnosticada. O trabalho realizado por Almcida
et al. (1996) indicou que um descarte de
matrizes por crtérios de fertilidade elevou a
taxa de natalidade de 47% para 67% em uma
propriedade da regido. Apesar de ndo ter feito
nenhum levantamento do estado sanitario dos
animais. isto indica que a fertilidade do rebanho
pode ser melhorada pelo controle dos problemas
reprodutivos  existentes. dentre  eles. a
Campilobacteriose Genital Bovina.

Embora ndo exista a confirmacdo de quais
antigenos sdo realmente cfetivos na protegio
contra o C. ferus. a cinética de IgA ao longo do
periodo acompanhado pressupde uma resposta
eficiente da mucosa cérvico-vaginal. ¢ o
restabelecimento de sua integridade uma vez
que pelo menos 59.3% das novilhas levaram a
gestagdo a  termo. Isto ndo  indica.
necessariamente. que novilhas restantes ndo
tenham restabelecido a fertilidade. uma vez que
podem. apenas. ndo ter tido oportunidade
posterior de emprenhar.

Os resultados levam a sugerir que a protegdo
conferida por uma vacina de mucosa utilizando
os antigenos de C. ferus subsp. venerealis.
selecionados dentre os que demonstraram maior
imunogenicidade em ensaio anterior (Pellegrin.
2001) possa ter sucesso como um substituto das
bacterinas utilizadas ai¢ o momento sendo a
imunidade local acompanhada através do Elisa

IgA.
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7. DISCUSSAO GERAL

O baixo indice de natalidade no Pantanal ¢
historico. podendo ser considerado uma
consequiéncia direta do regime hidrologico da
regido. (Cadavid Garcia. 1986) o que ndo
permitiria que produtividade alcance niveis
compeltitivos com o das outras regides do pais.

Segundo Almeida (1996). o baixo indice de
natalidade observado no Pantanal pode ser
atribuido também a outros fatores. como o
namero reduzido de matrizes lactantes que ¢
fecundado devido a restricio alimentar na seca
(julho a setembro) e na cheia (dezembro a
margo). o baixo valor nutritivo das pastagens e
a auséncia de um estagdo de monta que propicie
0 nascimento de bezerros em  épocas
inadequadas ¢ a inexisténcia de uma pratica de
desmama. Principalmente o inadequado mancjo
reprodutivo determinado pela auséncia de uma
estacdo de monta acarreta a amamentacio dos
bezerros até idade avancada depauperando as
matrizes ¢ impedindo nova concepgido (Almeida
et al.. 1996).

Agentes patogenicos podem também ter grande
influéncia  em perdas no inicio do periodo
gestacional (Genovez. 1997). A cada ano. a
industria sofre perdas econdomicas de grande
magnitude. devido a grande percentagem de
abortos ¢ dos fetos submetidos ao diagnostico
laboratonal. entre 23 ¢ 46% tem a causa do
aborto elucidada e a maioria destes pode ser
atribuidos a patogenos especificos (Barr et al..
1993).

Pelos resultados encontrados neste trabalho. ¢
sugestiva a participacio da Campilobacteriose
Genital Bovina no cendrio da producgdo pecuaria
regional. como uma das causas do baixo indice
reprodutivo. Apesar dos sinais de sua presenca
passarem desapercebidos. em fungdo da falta de
maior controle dos indices reprodutivos. a
prevaléncia de rebanhos (89%) e de touros
portadores (52.3%: 1C 95%: 42.6% -62.0%) do
(. fetus subsp. venerealis estimadas foram
altamente sugestivas.

Em regides onde existem propriedades de dificil
acesso ¢ com baixo nivel tecnolégico. os
levantamentos de prevaléncia que utilizem
amostragem aleatoria simples esbarram em dois
tipos principais de limitagdes: a falta de registro

¢ identificacdo dos animais a serem coletados ¢
as longas distancias entre as propriedades
oncrando. sobremamaneira os custos da coleta
de material. Por isso. deve-se utilizar
preferencialmente  uma  amostragem  por
conglomerado. considerando-se dois niveis de
amostragem: a de propriedades (conglomerado)
e a individual (Martin et al.. 1987). Uma vez
que a amostragem ¢ realizada em dois niveis. a
estimativa de prevaléncia também deve
considerar estes niveis. obtendo-se entio uma
prevaléncia de conglomerado. neste caso.
rebanhos ¢ uma prevaléncia individual. A
prevaléncia de conglomerados indica a
propor¢io de conglomerados que tem pelo
menos um animal infectado e a individual a
proporcdo de ammais em todos oS
conglomerados que estdo infectados.

O estudo de prevaléncia baseia-se no exame de
um grupo de animais em determinado intervalo
de tempo. ou seja. a prevaléncia no periodo. Na
pratica este estimador fornece o risco de um
animal. dentro de uma determinada populagio.
ser acometido pela doenga (Smith. 1984). Neste
experimento foram amostradas 19 propriedades
no intervalo de tempo compreendido entre abril
de 1995 e novembro de 1996. com excegiio do
intervalo entre dezembro a margo. onde nio
foram realizadas coletas pela impossibilidade de
acesso as propriedades. causada pela cheia na
regido. Pelos elevados custos e dificuldades de
acompanhamento individual dos animais.
optou-se pela realizagdo de somente uma coleta.
uma vez um diagnostico prévio da doenca na
regido ja havia sugerido que a prevaléncia da
doenca alcancava 30% (Pellegrin et al.. 1998).

A probabilidade (individual) de um touro.
amostrado na regido do Pantanal. estar infectado
pelo C. ferus foi estimada em 352.3% e a
probabilidade. com 93% de certeza. de
encontrar um rebanho com pelo menos um
animal infectado foi de 89%. Estas estimativas
podem ser consideradas elevadas. visto que em
outras regides do pais a probabilidade
individual esta entre 23.9% (Genovez et al.
1996) e 423%  (Jesus et al..1999). Estes
resultados. entretanto. nido sdo compardaveis com
os obtidos neste trabalho visto que os autores
ndo utilizaram um delineamento experimental
com o objetivo de estimar prevaléncia.
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A prevaléncia de rebanhos infectados no pais.
por outro lado. tem sido mais clevada que a
prevaléncia individual. variando de 27% (Mies
Filho. 1960) a 72% (Guida & Langeneger.
1989). Na Argentina. onde o mangjo
reprodutivo em sua grande parte ainda ¢ por
monta natural. a Campilobacteriose Genital
Bovina também ¢ c¢levada a probabilidade de
rebanhos infectados pelo . ferus subsp.
venerealis varia de 20.9 a 43% e de touros
portadores. esta cntre 146 ¢ 23% (Vilar &
Spina. 1982: Cipolla et al. 1984: Soto e Di
Roco. 1984). Na Australia. Mc Cool et al.
(1988) apontaram a ocorréncia de 87% de
rebanhos de corte infectados. percentual. este.
muito semelhante ao encontrado neste trabalho.
Considerando que a Australia ¢ a Argentina sio
paises onde a pecudria ainda ¢ praticada de
forma extensiva. com manegjo por monta natural
¢ pressuposto que a presenca do touro scja o
mais importante fator de risco para a
Campilobacteriose Genital Bovina.

Os  procedimentos para estimativa da
prevaléncia de uma doenca em populacdes
animais estdo muito bem estabelecidos. O
tamanho da populacdo da qual a amostra ¢é
selecionada tem. na pratica um pequeno efeito
sobre a precisdo da estimativa (prevaléncia)
(Bennet et al.. 1991). Uma amostra obtida por
método probabilistico ¢ submetida a um teste
com conhecida sensibilidade (S) e
especificidade (E) e estimada a prevaléncia
bruta. que ¢ a razio entre o namero de
individuos presentes na amostra que possuem a
caracteristica estudada. no caso portadores de C.
fetus. e o nimero total de individuos da amostra.
Esta estimativa deve. entdo. ser ajustada para
elimmar os  desvios  induzidos  pela
especificidade e sensibilidade do teste
empregado. quando estas forem menores que
100% (Donald. 1993).

Neste trabalho. foi utilizado o estimador da
prevaléncia bruta. a partir do qual foi calculado
o intervalo de confianca (IC) e o estimador da
prevaléncia real (ajustada). uma vez que a
sensibilidade e especificidade da técnica de
IFD ja terem sido anteriormente estimadas em
92.6 ¢ 88.9% (Figueiredo. 2001). Os valores da
sensibildade e especificidade encontrados
tormam a técnica extremamente adequada para
uso em testes de triagem de populagdes
negativas ou de baixa prevaléncia. uma vez que
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em rebanhos com clevado numero de positivos
os resultados [alsos positivos podem estar
aumentados.  superestimando  os  indices
encontrados.

A utilizagdo do estimador da prevaléncia real.
calculado a partir da prevaléncia aparente
(52.3%) indicou que esta ndo foi superestimada.
uma vez que a prevaléncia real. de 31.65%.
ficou dentro do intervalo de confianga calculado
para a prevaléncia aparente (IC 95%: 42.6 —
62%). provavelmente por ter sido utilizada uma
precisdio mais flexivel (11%) para esta
estimativa.

A sensibilidade do diagnostico. tanto por
isolamento quanto pela imunofluorescéncia esta
diretamente relacionada ao método e freqiiéncia
de coleta e. principalmente. ao
acondicionamento ¢ transporiec do material
(Stoessel. 1982). As coletas repetidas no mesmo
animal diminuem a probabilidade de um
resultado falso negativo (Stoessel. 1982). Tem
sido recomendado que para se obter uma
sensibilidade maxima na imunofluorescéncia
direta. climinando a possibilidade de um
resultado falso negativo. devem ser efetuadas
trés coletas repetidas no mesmo animal. em
intervalos quinzenais. com o animal em repouso
sexual prévio e entre as coletas. de 15 dias
(Lage & Leite. 2000).

O coeficiente de correlacdo intraconglomerado
calculado (p) ¢ uma medida que indica a
variabilidade entre os conglomerados. quanto a
determinado atributo que estd sendo medido
(ex. individuos infectados pelo C. ferus). O
efeito de um coeficiente de correlacdo
intraconglomerado elevado ¢ aumentar a
propabilidade de conglomerados concordantes.
ou seja. todos os elementos sadios ou todos os
clementos doentes. Se o p for igual a zero
significa que o atributo medido esta igualmente
distribuido em todos os conglomerados (Bennet
etal.. 1991: Donald. 1993).

O coeficiente de correlacio intra- conglomerado
no levantamento de prevaléncia em touros do
Pantanal foi 0.14 e o efeito de delineamento de
3.20. O valor do coeficiente de correlagdo
encontrado. de 0.14. de acordo com Otte &
Gumm (1997) indica que a Campilobacteriose
Genital Bovina ¢ uma doenca que estd muito




bem disseminada em todos os rebanhos sendo a
transmissdo entre rebanhos bastante elevada. o
que indica a necessidade de uma estraiégia de
mangjo profilitico que atinja a maioria dos
rebanhos ndo devendo ficar restrita apenas as
propricdades amostradas.

O  baixo coeficiente de  correlacdo
mtraconglomerado estimado no levantamento
realizado nas fémeas. por sua vez. pode
significar uma distribui¢io mais homogénea. na
populacio. de animais sensibilizados pelo C.
Jfetus subsp. ferus. sorotipo B. ou C. jejuni
subsp. jejuni. e ndo. necessariamente que a
Campilobacteriose  Genital Bovina  esteja
presente no rebanho (Hum et al.. 1991). Por sua
vez. McDermott &  Schukken  (1994)
observaram a existéncia de uma amplitude do
coeficiente de correlagdo intra-conglomerado.
podendo variar de 0.0017 a 0.46. embora para a
maioria das doencgas esteja entre 0.01 ¢ 0.15. o
que confirma o sugerido por Otte & Gumm
(1997) e 0 encontrado no neste trabalho.

O coeficiente de correlagio intra-conglomerado
mais baixo teve também influencia no calculo
de intervalo de confianca (IC 93%: 42.6% -
62%). estimado na prevaléncia de touros
positivos para o C. fetus. que teve maior
precisio (9.7%) que os 11% inicialmente
utilizados para o cdlculo do namero de
conglomerados.

O tamanho de propriedade parece ter
influenciado os indices de touros infectados .
provavelmente porque propriedades com mais
de 135000 ha nido possuem numero de invernadas
comparativamente maior que as de menor
tamanho (Cadavid Garcia. 1986). o que gera
uma demanda maior de touros por invernada. ¢
um aumento proporcional de touros velhos no
rebanho (Pellegrin. 2001) que exercem uma
dominancia social no rebanho cobrindo um
maior numero de fémeas (Barling et al.. 1997)
o que, segundo alguns autores (Phillpot. 1968:
Clark. 1971: Soto & Dick. 1983)  pode
aumentar o nisco de infecdo pelo C. ferus.

Esta elevada prevaléncia de touros infectados
pelo C. fetus observada na regido pode estar
tendo também reflexo direto sobre a relacdo
touro: vaca utilizada atualmente na regido. que
esta entre 1:15 ¢ 1:17 (Rosa & Melo. 1995).
uma vez que o touro. quando a fémea esta

infectada pode ter que realizar mais de uma
cobertura para que prenhez alcance sucesso.

A baixa proporcdo sexual. utilizada na regido.
pode estar contribuindo também para elevar a
taxa de difusio da doenca no rcbanho. pois
aumenta a oferta de touros susceptiveis que sc
tornario  infectados. dada a  elevada
probabilidade dos animais se¢ tormarem
infectados (32.3%) quando expostos ao risco
(cobertura).

Uma forma wviavel de controle para a regido
poderia ser atraves da implantacdo de estacdo de
monta. permitindo as fémeas quando infectadas
o periodo necessdrio de repouso sexual para o
desenvolvimento de imunidade local ¢ o retorno
a fertilidade. Com esta estratégia de controle a
proporg¢do sexual utilizada na regido podera ser
reduzida para até 1:40 (Sereno et al. 1998a)
sendo. entretanto. imperativo que se controle a
Campilobacteriose Genital Bovina antes que
seja  implantado um manejo reprodutivo
diferenciado. do contrario as perdas iniciais. em
termos de produtividade. poderiam ser muito
elevadas.

A analise da distribuicio das idades dos touros
positivos a imunofluorescéncia direta para C.
Jetus nos amimais das trés propriedades nas
quais esta  informaciio foi registrada nio
indicou diferenca significativa entre as duas
categorias de idade (Tab. 3. Cap. 3) o que
concorda com o encontrado por McCool et al.
(1988) ¢ Bier et al.. (1977). A estratificacdo foi
realizada com base no fato que um touro de 6
anos de idade trabalhou. no maximo. em duas
estacdes de monta. sendo considerado um touro
jovem. além do que. a maioria dos reprodutores
na regido encontra-se nesta faixa etaria
(Pellegrin et al.. 1998).

Os resultados ndo significativos de relagdo entre
idade e frequiéncia de touros infectados podem
indicar que a utilizagdo exclusiva de manejo
profilitico que contemple a cobertura de
novilhas apenas com touros jovens pode ser
ineficaz. No Pantanal os touros mais jovens
iniciam efetivamente a monta entre trés ¢ quatro
anos de idade. quando provavelmente as criptas
prepucias ja estio bem desenvolvidas. Por outro
lado. touros mais velhos exercem uma
domindncia social no rebanho (Barling et al.
1997). precedendo os touros mais jovens na
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cobertura ¢ cobrindo com mais freqiiéncia. o
que ¢ fregiientemente demonstrado em sistema
de acasalamento multiplo. no Pantanal (Sereno
et al..1998).

O diagnostico de Campilobacteriose Genital
Bovina ¢ bastante dificultado pela baixa
sobrevivéncia do agente quando utilizados os
métodos tradicionais de coleta ¢ pela falta de
métodos soroldgicos sensiveis ¢ especificos o
suficientes para diagnostico individual. Por este
motivo.  prioritarimante. ¢ por sua rapidez.
praticidade. sensibilidade ¢ baixo custo a
técnica de eleigdo para este trabalho foi a
imunofluorescéncia direta.

Apesar do isolamento ser o padrio ouro no
diagnostico da  Campilobacteriose.  pelas
condicdes de infra-estrutura e dificil acesso as
propriedades. esta técnica nio foi bem sucedida
tendo sido descartado seu uso para o
diagnostico da Campilobacteriose  Genital
Bovina. uma vez que poderia subestimar os
verdadeiros indices de ocorréncia da doenga nos
rebanhos estudados.

Para o diagnostico da infecgdo por patdégenos de
mucosa. os métodos imunologicos baseados em
detecgdo de imunoglobulinas A parecem ser
bastante promissores. apesar de haver uma
controvérsia sobre a  concentragdo de
imunoglobulinas no muco cérvico- vaginal que
pode variar durante o estro. por uma influéncia
hormonal (Wira & Kaushic. 1996) ou ndo (Hum
ct al.. 1994). A aplicabilidade de um ensaio
imunoenzimatico que detecte este isotipo estd
embasado também no fato de sua
representatividade na producio de anticorpos.
em termos quantitativos pois a [gA compreende
80% de todos os anticorpos produzidos no
organismo e ¢ por exceléncia o anticorpo de
protecdo das mucosas.

Neste trabalho. o ensaio imunoenzimatico
padronizado comparou inicialmente  dois
antigenos produzidos com a amostra de C ferus
subsp. venerealis NCTC10354: um obtido por
extragio extragdo acida em tampdo glicina
(pH2.2) e um extrato sonicado. Os antigenos
nio demonstraram diferir significativamente
quanto a deteccdo de IgA em muco cérvico-
vaginal (Pellegrin. 2001) mas apresentaram um
perfil antigénico diferenciado.
quantitativamente. uma vez que o antigeno
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sonicado. como era esperado. demonstrou maior
numero de bandas proteicas (Fig. 1. Cap.4).

Coincidéncias foram obscrvadas nas bandas que
migraram em 93kDa. ¢ em 63. 42.6. 29 ¢ 25
kDa. Estas demonstraram ser
imunogenicamente as mais importantes. pois no
“immunoblotting” foram altamente reativas.
sendo reconhecidas pelas imunoglobulinas A
presentes no muco vaginal testado. quando
utilizado o extrato acido de . ferus subsp.
venerealis.

Os antigenos poduzidos por sonicacdo. seguido
de ultracentrifugacio ou extraido por tampdo
glicina  podem  ser classificados  como
parcialmente purificados e produzem testes com
resultados de elevada sensibilidade e
especificidade. em contraste aos antigenos nio
purificados que apresentam menor sensibilidade
¢ os altamente purificados que tem a sua
sensibilidade diminuida (Hirschl & Rotter.
1990).

O antigeno de extragdo acida por tampdo glicina
pH 2.2 foi empregado visando principalmente
selecionar os antigenos de superficie de maior
imunogenicidade. baseado nas observagdes de
alguns autores que detectaram. em ovinos que
abortaram. uma imunidade duradoura para C
fetus subsp. ferus com anticorpos Ssistémicos
especificos para as proteinas de superficie
(Jensen et al..1957. Grogono-Thomas et al.
2000).

Um teste que objetive a detecgdo de um grupo
populacional  (rebanho)  que  apresente
determinado atributo ou caracteristica. por ex..
animais infectados pelo C. ferus. deve selecionar
um critério que permita distinguir entre 0s
£2rupos com (positivos) e sem (negativos) esta
caracteristica. Este critério. denominado ponto
de corte. deve considerar: (1) a distribuicdo dos
resultados em duas diferentes  grupos
populacionais. a dos individuos normais ¢
daqueles acometidos pela infecgdo): (2) a
prevaléncia de portadores da infecgio na
populacio estudada ¢ (3) custos dos resultados
falso- positivos e falso- negativos para o
controle da infecgdo (Smith. 1994).

Apesar da tentativa inicial de utilizagdo do
isolamento como o teste padrdo. para
comprovagdo de rebanhos positivos. a
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alternativa foi estabelecer o ponto de corte com
base na media das leituras de densidade otica
de animais sabidamente negativos.
procedimentos que foram. em parte. utilizados
anteriormente por Hewson (1985) ¢ Hum et al.
(1991) . Hum et al. (1994).

Neste trabalho. a construgdo do ponto de corte
teve por base uma meédia dos resultados do
Elisa IgA. Para a padronizagio destc ensaio
imunoenzimatico foi estabelecido o ponto de
corte também com base nas médias de leituras
de Densidade Otica (DO .s,) de amostras
negativas  de muco  cérvico-  vaginal.
provenientes de novilhas virgens. com idade
entre 12 ¢ 24 meses. de propriedades com
manejo por inseminacdo artificial ¢ sem
historico clinico da doenca. uma vez que o
isolamento do C. ferus subsp venerealis nos
rebanhos positivos. cujos touros foram testados
pela imunofluorescéncia direta. ndo obteve
sucesso.

A mcdia das leituras de DO das 44 amostras. foi
de 0.143 ¢ o desvio padrio de 0.09. sendo
consideradas  positivas as  amostias  que
expressassem uma DO= 0.323 (0,143 + 2s). A
utilizacdo deste ponto de corte teve por objetivo
imprimir  mator sensibilidade do teste
proporcionando o reconhecimento do maior
numero de animais com resposta ao C. ferus
subsp venerealis.  semelhante ao que foi
sugerido por Hum et al. (1991). para detecgdo
de animais que abortaram devido a infecgio
pelo agente.

O estabelecimento do ponto de corte de um
ensaio tem reflexo direto na sua sensibilidade e
especificidade e a interpretacdo dos resultados
de um ensaio imunoenzimatico depende
principalmente do ponto de corte ¢ do objetivo
do estudo. Neste trabalho a especificidade
estimada do Elisa IgA. quando utilizado para o
diagnostico de Campilobacteriose Genital
Bovina. foi de 94.4%. considerando que em
143 animais provenientes de rebanhos negativos
foram detectados 8 (5.39%) resultados falsos
positivos. em decorréncia. provavelmente de
sensibilizacdo anterior pelo C. fetus subsp. ferus
ou C. jejuni subsp. jejuni. como ja comprovado
anteriormente (Cap. 3). Hum et al. (1994)
estimaram a especificidade do Elisa IgA. em
98.5%. com base no aparecimento de 3
resultados falso positivos. obtidos nos testes

realizados em 334 animais considerados livres
da doenca. utilizando como ponto de corte. a
media dos animais negativos acrescida de dois
desvios-padrio.

No “immunoblotting™ houve reconhecimento
das proteinas do antigeno por imunoglobulinas
A presentes no muco cérvico- vaginal. As
proteinas de 93. 56.7. 49kDa ¢ 28.9/29.5 ¢
25.7kDa. demonstraram intensa
imunoreatividade tanto para o C. ferus subsp.
venerealis quanto para o C. ferus subsp fetus
(Fig. 4. Cap. 4). A proteina de 93kDa nio foi
evidenciada no “immunoblotting”. quando
utilizado antigeno de C. jejuni subsp. jejuni
(Fig. 4. Cap.4) ou de C. ferus subsp. ferus mas
entre 289 e 257 kDa kDa houve forte
reconhecimento de 2 bandas no C. ferus subsp.

Jetus pararclamente representadas no C. fetus

subsp. venerealis por bandas menores ¢ mais
difusas (Fig. 4. Cap. 4).

A sensibihdade ¢ especificidade do teste sdo.
tambem dependentes do antigeno utilizado na
fase solida da reagdo ¢ varios autores tem
utilizado na fase solida do  ensaio
imunoenzimatico antigenos proteicos dcidos
extraidos em tampdo glicina (Dunn et al.. 1987:
Blaser et al.. 1983). antigenos obtidos através de
ruptura da bactéria por ultrassom (Hewson.
1985: Dunn et al.. 1983 ) ou extra¢io com dgua
destilada (Garcia et al.. 1995). Embora tenha
sido um proceso de semi-purificagdo. o método
que utilizou o tampdo glicina extraiu com
sucesso a proteina de 93kDa. que. pelos
resultados observados no immunoblotting. foi a
responsavel pela especificidade do antigeno de
C. ferus subsp.venerealis. 1sto ficou claramente
evidenciado quando foram comparados. no
ensaio  imunoenzimdtico.  os  antigenos
produzidos com as amostras de C. ferus subsp.

Jetus. C. fetus subsp. venerealis ¢ C. jejuni

subsp. jejuni. pois houve uma  diferenga
significativa ( p < 0.05) na detecgdo de
imunoglobulinas A quando utilizado o C. ferus
subsp. venerealis comparando-se com as demais
preparagdes antigénicas ndo tendo esta mesma
diferenca sido observada quando comparados
os antigenos preparados com a amostras de C.

Setus subsp. fetus ou C. jejuni subsp. jejuni (p

0,05). De fato. esta resposta diferenciada ao
antigeno de C. ferus subsp. venerealis pode ser
atribuida a presenca da proteina de superficie
que migrou em 93kDa. uma vez que esta foi
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evidenciada apenas no ~immunoblotiing” em
que foi testado o antigeno de C. fetus subsp.
venerealis.

A observacdo de que o género Campviobacter.
principalmente as espécies C. ferus e C. jejuni ¢
C. cofi, partilham virios antigenos de parede
tcm sido feita por varios autores (Logan &
Trust. 1983: Logan & Trust. 1986) cujo pesos
moleculares podem ser  considerados
semelhantes ao evidenciados no  perfil
antigénico das amostras de C. fetus subsp. fetus
¢ (. jejuni subsp. jejuni comparadas neste
trabalho.

A similaridade de reconhecimento entre C. ferus
subsp. fetus e C. jejuni subsp. jejuni parece ser
atribuida ao antigeno proteico com  peso
molecular de 29.5 kDa. que pode ter sido. neste
ensaio. 0 responsavel pelo aparecimento de
resultados falso positivos. animais infectados
pelo O fetus subsp. fetus ou C. jejuni subsp.
Jejuni. sem sinais clinicos da doenga e
provenientes de propriedades sem historico da
Campilobacteriose Genital Bovina. Isto foi
confirmado no “immunoblotting™. em que
foram utilizadas diferentes diluicdes de muco
vaginal de uma fémea positiva no Elisa IgA.
mas clinicamente normal ¢ provenienic de
rebanho considerado negativo. Na dilui¢do 1:25
foram obscrvadas bandas de 36.7. 42.6. 295 ¢
25.7 kDa em todos nos antigenos preparados
com amostras das trés espécies/subspécie.

As bandas de 42.6 kDa observadas no C. fetus
subsp. venerealis e C fetus subsp. fetus
provavelmente foram representadas no C. jejuni
subsp. jejuni pela banda de 41.7 kDa. embora
isto somente possa ser confirmado por meio de
uma eletroforese bidimensional (Dunn et al.
1987). Quando a diluigio do muco. no
“immunobloiting” foi elevada para 1:30 as
bandas de 56.7 ¢ 42.6 kDa continuaram visiveis
mas as de 29.5 ¢ 25.7 kDa ndo mais foram
observadas. A maior imunoreatividade foi
apresentada pela proteina de 42.6kDa da
amostra de C. ferus subsp. fetus (Fig 5. Cap. 4) ¢
na maior dilucdo testada ndo mais foram
reconhecidas proteinas do antigeno de . ferus
subsp.venerealis (Fig. 5. Cap. 4).

Utilizando-se o Elisa IgA para deteccdo de

imunoglobulinas A em muco cérvico- vaginal.
foram identificados 18 rebanhos positivos na
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sub-regido da Nhecolindia do Pantanal Sul
Mato-grossense. Com uma prevaléncia de
23.8% (IC 95%:19.5% - 28.1%) o coeficiente de
correlagio intra-conglomerado foi calculado em
0.02 ¢ o efeito de delineamento (D) igual a 2.03.
O coeficiente de correlacio intra-
conglomerado.jd descrito acima. pode ser
considerado baixo. indicando que na populagio
existe uma distribuicdo homogénea de fémeas
sensibilizadas por antigenos de C. ferus subsp.
fetus ou mesmo C. jejuni subsp. jejuni. nio
indicando necessariamente que a infecgdo seja
pelo C. fetus subsp. venerealis ( Hum et al.
1991: Pellegrin. 2001)

A diferenca nas taxas de prevaléncia observadas
nas diferentes propriedades foram decorrentes.
principalmente. do fato das coletas terem sido
bem distribuidas ao longo do periodo e da
consideravel flutua¢do nos niveis de anticorpos
locais que pode ocorrer em fémeas naturalmente
infectadas. descrita por Corbeil et al. (1974a) e
Corbeil et al. . 1974 b) e no Cap. 6 deste
trabalho. Desta [forma. somente algumas
propriedades foram coletadas no periodo em
que as fémeas apresentavam o pico de producio
de imunoglobulinas. provavelmente situado
entre os meses de janeiro ¢ abril (Pellegrin.
2001). se considerarmos que. na regido. ocorre
naturalmente uma estagio natural de coberturas.
na primavera e inicio do verdo (Almeida et al.
(1996).

A resposta imune da mucosa a infeccdo pelo C.
ferus também foi acompanhada pelo Elisa IgA.
durante um periodo de dez meses. Um grupo de
54 novilhas virgens foram submietidas. durante
quatro meses. a cobertura por touros positivos.
comprovados por meio da IFD. Para
acompanhamento da cinética de producgdo de
imunoglobulinas A na mucosa vaginal foram
coletadas amostras de muco vaginal em
intervalos quinzenais. até¢ o 3° més. € mensais.
"a partir deste periodo. No inicio da estacdo de
monta as novilhas apresentaram um valor médio
de leitura de densidade otica de 0.097. menor
do que a meédia apresentada pelas leituras do
grupo controle utilizado para estabelecimento
do ponto de corte. indicando que os animais ndo
haviam ainda tido contato com o agente. Por sua
vez, mesmo o valor maximo de 0.201.
apresentado por uma novilha ficou abaixo do
ponto de corte estabelecido anteriormente.




Nas coletas 1mediatamente posteriores. o0s
valores médios do grupo experimental atingiram
seu valor maximo de DO.s, no 98" dia (0.507)
apos o Inicio das coberturas e o valor maximo
de DOz, foi de 1.850 obtido no 1117 dia. (Fig
2. Cap. 6). O pico de producio de
imunogiobulinas A cm fémeas infectadas
ocorreu entre 0 4" ¢ 3" més. a partir do inicio
do periodo de cobertura com o touro infectado.
Pels resultados indicados no Cap.3. em que
animais de varios rcbanhos foram testados ¢
conclusivo que os niveis de anticorpos locais
em fémeas naturalmente infectadas estdo
sujeitos a considerivel flutuacdo. com picos de
produgdo de imunoglobulinas A entre o 3-5°
més apos o inicio da estagdo de monta. como
descrito por varios autores (Wilkie et al.. 1972.
Corbeil. 1974a . Corbeil. 1974b. Van Aert et al..
1977) podendo manter-se a producdo de IgA.
em alguns casos. por até 10 meses (Corbeil.
1974a).

O perfil de produgio de imunoglobulinas A
obtido neste trabalho foi similar ao apresentado
por Hum et al. (1994). que acompanharam cinco
novilhas cobertas com touro no qual foi isolado
o C. fetus subsp. venerealis. Acueles autores.
entretanto. acompanharam 0§ animais somente
a partir do 3° més. e utilizaram uma estagdo de
monta de 45 dias. portanto ja na primeira coleta
foi registrado um pico de IgA. voltando a cair
no més seguinte. Virios picos e quedas foram
observadas nas coletas subsequentes. indicando
provavelmente tentativas do sistema imune de
responder as constantes alteragdes em epitopos
do agente. com o objetivo de se evadir ao
sistema imune do hospedeiro. Do grupo ao qual
pertenciam os animais. 90% (27) apresentavam
nivel de Imunogiobulinas A antu-C. ferus no
muco cérvico- vaginal considerado positivo
pelo ELISA padronizado por Hum et al. (1991)

A anilise do desempenho reprodutivo do grupo
indicou que apenas 39.3% (32) das fémeas
levaram a gestacio a termo. sendo observada a
ocorréncia de sete abortos. no terco inicial da
gestagdo (Tab. 1. Cap.6). Pode-se concluir que
a taxa de paricio registrada no presente
trabalho ndo diferiu do indice historicamente
registrado na regido. de 56% (Cadavid Garcia.
1986. Almeida et al. 1996). o que permite
suspeitar. devido a elevada prevaléncia da
Campilobacteriose Genital Bovina. que o indice
de natalidade esteja incorporando as perdas

reprodutivas  devidas a  disseminagio da
infecgdo pelo C. ferus no rebanho do Pantanal.

Experimentos efetuados em 1998. na mesma
propriedade onde foi realizado o trabalho.
obtiveram taxas de prenhez entre 61 ¢ 68%
(Sereno et al. 1998 a). indices também
similares ao do grupo de novilhas acompanhado
neste trabalho. Apesar dos touros utilizados
naquele experimento serem livres da infec¢do. o
fato do rebanho ter sido anteriormente
considerado positivo pode ter tido alguma
influéncia nos resultados. pois as fémeas
utilizadas no expenmento  apresentavam
historico reprodutivo e sanitdrio desconhecido.
podendo ter sido sorteadas  vacas
persistentemente  infectadas. para compor os
grupos experimentais. que acabaram  por
transmitir o C. fefus aos touros.

E suposto que em propriedades livres da doenca
as taxas de prenhez sejam mais elevadas. Como
o historico dos rebanhos onde foram testadas
tanto as fémeas quanto os machos ecra
desconhecido. ndo se pode fazer inferéncias a
este respeito.

Os abortos decorrentes da infecgdo tem sido
descritos ocasionalmente por alguns autores.
podendo tanto ser causados pelo (. ferus
subsp.venerealis quanto pelo C. ferus subsp.
Sfetus (Hum et al.. 1987 Genovez et al.. 1993).
Uma média das leituras de DO.s, dos animais
que abortaram evidenciou o pico de producdo
de IgA no 98° dia. com queda brusca na data
subsequente de coleta. Houve um segundo pico.
bem menor que o primeiro. no 3347 dia.

Os animais que panram normalmente
apresentaram um pico de IgA no 111" dia de
coleta e queda na subsequente. ndo havendo
picos na produgiio de IgA até o final das coletas
(Fig.3. Cap. 6). Embora ndo tenham sido
acompanhadas as variacdes nos antigenos de
superficie por nio terem sido isoladas amostras
dos animais do grupo experimental. a presenca
de IgA produzidas contra uma proteina de
93kDa. evidenciada no antigeno de C. fetus
subsp. venerealis. indica que estas alteragGes
tenham ocorrido ¢ tenham sido exatamente
expressas pela fluturagio nos picos de producido
de IgA descritos no trabalho.

Dos animais observados. 24 novilhas (44.4%)
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(24 animais) apresentaram repeticdo de cio.
sendo que 4 animais (7.41 %) repetiram o cio
mais de uma vez. o que [oi esperado. uma vez
que a repetigdo de cio ¢ um dos principais sinais
clinicos evidentes em rebanhos infectados pelo
C. fetus subsp. venerealis (Stoessel. 1982:
Dekevser. 1984: Leite et al.. 1977) ocorrendo
em intervalos irregulares em torno de 35 dias
(Roberts.  1971) mais frequentemente em
novilhas ou vacas de 1° ou 2° cria.

O retorno ao cio foi em média de 33.5 dias entre
o primeiro e segundo cio e de 32 dias entre o
segundo ¢ o terceiro. Nas analises de
desempenho reprodutivo de rebanhos do
Pantanal sio inexistentes as informagdes sobre
freqiéncia e intervalos de repetigdo de cio. o
que ndo permitiu uma comparagio com 0s Seus
parametros normais. Varios autores. entretanto.
tem evidenciado que a Campilobacteriose
Genital Bovina causa repeticdo em intervalos
irregulares (Plastridge et al.. 1955: Roberts.
1971: Stoessel. 1982: Dekeiser.1986). padrio
que foi observado neste trabalho.

Os animais que ndo repetiram cio apresentaram
médias de leituras de DOys, mais elevadas que
0s que repetiram o cio duas ou trés vezes (Fig.
2. Cap.6). indicando que a imunidade se
estabeleceu  efetivamente.  permitindo  a
concepgdo e prenhez. quando ainda havia a
possibilidade de nova cobertura. As medias de
leituras de DOuso. ocorreram nas fémeas que
ficaram vazias e que nio abortaram significando
que nestas provavelmente as varias altcragocs
antigénicas por parte do agente foram mais
eficazes que a resposta imune por parte da
fémea no sentido de burlar as defesas orginicas
impedindo o retorno a integridade da mucosa
genital.

O grupo de animais que abortaram apresentaram
um pico de IgA observado no 367 dia e os que
emprenharam normalmente apresentaram este
pico no 1117 dia. com queda na produgiio do
grupo que abortou neste dia. O grupo que pariu
normalmente sofreu uma queda na producdo de
IgA no dia 139. mantendo-se¢ 'a partir dai
sempre abaixo dos niveis detectados nas
novilhas que abortaram. indicando
provavelmente que nos animais que pariram a
imunidade ja havia estabelecido um patamar de
efetividade para o restabelecimento da
fertilidade.  Achados  semelhantes foram

registrados por Hum et al (1994) que
evidenciavam maior producdo de [gA cerca de
15 dias apos o aborto. recomendando o ELISA
[gA como um teste adequado para identificar
fémeas que abortavam.

Neste trabalho. os dados obtidos nido permitem
concluir que o teste possa ser utilizado para
diagnostico de abortamento por
Campilobacteriose Genital Bovina. a presenca
de elevados valores de leituras de DOysq em
fémeas que ndo lograram a prenhez apos um
periodo de estacdo de monta em torno de 120
dias pode ser um forte indicativo de que esta
infertilidade temporaria scja  decorrente  da
mfeccdo pelo C. fetus spp.

Embora ndo exista a confirmagio de quais
antigenos sdo realmente efetivos na protecdo
contra o C. ferus. os resultados permitem inferir
sobre a importancia da proteina de 93 kDa na
resposta imune da mucosa cérvico vaginal ao €'
fetus subsp. venerealis uma vez que pelo menos
59.3% das novilhas levaram a gestagdo a termo.
Isto sugere que a protegdo conferida por uma
vacina de mucosa utilizando os antigenos de C.
fetus subsp. venerealis. selecionados dentre 0s
que demonstraram maior imunogenicidade
(Pellegrin. 2001) possa vir a substituir as
bacterinas utilizadas até o momento. podendo a
resposta imune local ser acompanhada pelo
Elisa IgA.

8. CONCLUSOES

A prevaléncia de touros positivos para o C.
fetus no Pantanal Mato-grossense ¢ elevada.
estando. provavelmente. relacionada ao tipo de
manejo utilizado na regido e exigindo medidas
de controle severas para a redugido dos indices
de rebanhos infectados.

O ensaio imunoenzimatico para IgA bovina
pode ter aplicagio na pesquisa de rcbanhos
tiveram contato com o . ferus, identificando
fémeas portadoras ¢ para avaliagio da
imunidade local ao agente.

Extratos proteicos semi-purificados como o
antigeno obtido por extracdo com tampdo de
glicina ou antigeno sonicado sio recomendados
para uso na fase sdlida do Elisa IgA anti-C.
fetus pois produzem resultados similiares na




deteccdo de imunoglobulinas A em muco
cérvico- vaginal.

A proteina de 93 kDa. expressa na amostra de
(. fetus subp. venerealis utilizado como
antigeno no Elisa IgA  demonstrou ser a
responsavel pela especificidade do teste.

O “immunoblotting” pode ser utilizado como
um teste complementar na pesquisa da
Campilobacteriose Genital Bovina em rebanhos

€5

com historico negativo
resultados falsos positivos.

que  apresentem

Em torno do 4" més apos o inicio da infecgio
existe um pico de producio de imunoglobulinas
A que parece coincidir com o periodo de
restabelecimento da integridade da mucosa
uterina permitindo a concep¢do. uma vez que
67% dos animais emprenharam ¢ 39.3%
levaram a gestacido a termo.
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