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Resumo

A bactéria Campylobacter fetus divide-se em duas subespécies C. fetus fetus (Cff) e C.
fetus venerealis (Cfv). Cfv é 0 agente patogénico responsavel pela campilobacteriose genital
bovina (CGB), uma doenca que provoca infertilidade em vacas. Cff pode provocar abortos
esporadicos, mas nao provoca CGB. Neste trabalho procedeu-se a pesquisa de C. fetus por
imunofluorescéncia direta (IFD) em 117 amostras prepuciais, recolhidas por raspagem, de
touros pertencentes a 25 exploragdes na regido do Alentejo. A prevaléncia real de CGB na
amostra, considerando a sensibilidade e especificidade do teste, foi de 52,89% de animais e
80% de exploragoes.

Foi também realizada uma comparacéo entre dois testes de diagndéstico de CGB, a IFD
e o isolamento bacteriologico. O isolamento bacteriolégico foi dificil de executar e a presenga
de bactérias contaminantes foi bastante problematica, levando a resultados falso-negativos. A

sua correlacdo com a IFD foi muito baixa, tendo esta revelado ser muito mais sensivel.

Palavras-chave: Campilobacteriose genital bovina; imunofluorescéncia direta;

infertilidade; isolamento bacteriano; prevaléncia.



Abstract

Search for Campylobacter fetus in preputial samples of bulls from Alentejo region

The bacteria Campylobacter fetus comprises two subspecies, C. fetus fetus (Cff) and C.
fetus venerealis (Cfv). Cfv is the pathogen responsible for bovine genital campylobacteriosis
(BGC), a disease that causes infertility in cows. Cff may lead to sporadic miscarriages, but does
not cause BGC. In this work we searched for C. fetus by direct immunofluorescence (DIF) in
117 preputial samples, collected by scraping, from bulls from Alentejo region. The actual
prevalence of BGC, considering the sensitivity and specificity of the test was 52.89% of animals
and 80 % of farms.

It was also performed a comparison between two BGC diagnostic tests, bacterial
isolation and DIF. The bacterial isolation was difficult to perform and the presence of bacterial
contaminants was very problematic, leading to false-negative results.

The presence of bacterial contaminants in bacterial isolation was problematic, leading to
false-negative results. Its correlation with DIF was quite low, and DIF proved to be much more

sensitive.

Keywords: Bacterial isolation; bovine genital campylobacteriosis; direct

immunofluorescence; infertility; prevalence.
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1. Introducéao

A rentabilidade de uma exploracdo de bovinos, quer de aptidao leiteira, quer para
producdo de carne, é fortemente afetada por fatores reprodutivos, que por sua vez estédo
ligados a fatores nutricionais, genéticos, sanitarios, de maneio, entre outros (Pellegrin, 2002;
Junqueira & Alfieri, 2006; Gomes, 2012).

O diagnéstico de problemas reprodutivos de bovinos € uma tarefa dificil, sendo que a
avaliacdo dos parametros nutricionais, ambientais e de maneio sdo muito importantes para se
diferenciar afecdes de origem infeciosa, das afec¢des resultantes de deficiéncias nutricionais ou
de falhas de maneio (Junqueira & Alfieri, 2006). As afecOes de origem infeciosa s&o
responsaveis por mais de 50% das falhas reprodutivas verificadas quer por elevadas taxas de
aborto, quer por outras causas que levam a infertilidade, temporéaria ou até mesmo permanente
(Pellegrin, 2002).

As alteragBes reprodutivas, como 0 aumento no intervalo entre partos, sdo pouco
percetiveis em vacadas criadas em extensivo sem o acompanhamento zootécnico devido, o
gue dificulta a suspeita e identificacdo de doencas que possam estar a provocar prejuizos aos
produtores. Assim, a analise dos dados reprodutivos das vacadas devera ser o primeiro passo
para o diagnéstico de problemas reprodutivos. Esta andlise deverd passar pela avaliagdo de
algumas variaveis, como por exemplo: nimero de beneficiagdes por concecdo, intervalo entre
partos, intervalo entre parto e concec¢do, intervalo entre parto e primeira beneficiacao, taxa de
ndo retorno ao cio e taxa de partos (Pellegrin, 2002). Por sua vez, estes dados deverdo ser
associados ao histérico da exploracdo e aos sinais clinicos apresentados, para que se definam
diagnésticos diferenciais e se proceda a colheita de amostras clinicas e exames a serem
requisitados (Hoffer, 1981).

Diversas doencgas poderdo afetar o nivel de eficiéncia reprodutiva, tais como a
leptospirose, diarreia viral bovina (BVD), rinotraqueite infeciosa bovina (IBR), brucelose,
neosporose, entre outros (Pellegrin, 2002). Contudo, as doencas que apresentam sinais
clinicos mais exuberantes como o aborto, sdo aquelas que despertam mais a aten¢cdo dos
técnicos e produtores, levando deste modo a implementacdo de programas de controlo. Por
sua vez, algumas doencas, como a Campilobacteriose Genital Bovina (CGB), podem né&o
apresentar sinais clinicos tdo evidentes, como a repeticdo de cios, ficando assim por
diagnosticar em muitas exploracdes, apesar de provocarem grandes prejuizos econdmicos
(Pellegrin, 2002).

A espécie Campylobacter fetus é dividida em duas subespécies, Campylobacter fetus
subs. fetus (Cff) e Campylobacter fetus subs. venerealis (Cfv). A divisdo da espécie C. fetus foi
baseada na diferenca entre as doencas causadas e nos nichos ecoldgicos das duas

subespécies. A subespécie Cff € um agente patogénico zoondtico, responsavel por provocar



aborto esporadico em ovinos e bovinos (Smibert, 1978). Este agente patogénico pode ser
encontrado no trato gastrointestinal de ovinos e bovinos e é de transmissao feco-oral, através
da ingestédo de alimentos ou agua contaminada com fezes, fetos abortados ou corrimentos
vaginais de animais que abortaram (Penner, 1988).

A subespécie Cfv é responsavel por uma doenca de transmissdo venérea, a CGB,
anteriormente conhecida como Vibriose Bovina (Eaglesome & Garcia, 1992). O habitat natural
deste agente microaerdfilo é o trato reprodutivo dos bovinos, nomeadamente a superficie das
mucosas. A CGB acomete bovinos em idade reprodutiva, em que o macho é apenas um
portador assintomatico da bactéria, ndo provocando neste infecdo, mas na fémea a doenca
provoca infertilidade (Hoffer, 1981; Molina, 2012). A infertilidade deriva de morte embrionaria e
fetal, resultando num maior intervalo entre partos, queda na produgéo de vitelos nascidos e
producéo de leite e presen¢a de pidbmetra em alguns animais. Outro fator importante para o
impacto econémico desta doenga é um aumento na frequéncia da reposicao de touros. Nos
paises onde ocorre, esta doencga causa grande impacto econémico, uma vez que leva a uma
média de 60% de taxa de retorno ao cio e que apenas 35% das novilhas cobertas fiquem
prenhas (McCool et al., 1988).

A CGB faz parte da lista de doencas de declaracdo obrigatéria da Organizacdo Mundial
de Saude Animal (Office International des Epizooties - OIE). Esta organizag&o classifica a CGB
como uma doenga transmissivel de importancia sécio-econdmica e / ou de importancia para a
saude publica e que é significativa no comércio internacional de animais e produtos de origem
animal (OIE, 2013a).

O diagndstico laboratorial é fundamental para a confirmagdo da infecdo por
Campylobacter fetus, sendo que os sinais clinicos e o histérico da exploragdo sdo meramente
indicadores da infecdo por este agente. O isolamento e identificacdo do agente etiol6gico
podem ser realizados através da analise de amostras recolhidas de fetos e invélucros fetais,
secrecdes uterinas ou vaginais e esmegma ou sémen de animais suspeitos. Preferencialmente,
as amostras devem ser recolhidas de machos, dado que estes se encontram em menor
namero na exploracdo e por serem 0s principais disseminadores da doenca no rebanho
(Miranda, 2005).

Esta é uma doenca de distribuicdo mundial e é responsével por importantes percas
econdmicas. Segundo dados da OIE, a CGB esta presente em paises como a Africa do Sul,
Argentina, Brasil, Canad4, Estados Unidos da América, Franca, Inglaterra, Nova Zelandia,
entre outros (OIE, 2013b).

Principalmente em paises desenvolvidos, onde a produgdo é predominantemente
intensiva, a inseminacéo artificial (IA) tem substituido em larga escala a monta natural, o que
tem permitido a prevencdo da transmissdo de algumas doencas reprodutivas, tais como a
CGB, devido ao maior controlo que se tem na qualidade do sémen. A CGB foi a razéo original
para a adicdo de antibiéticos ao sémen, sendo que se este procedimento for corretamente

executado ha a certeza de que o sémen esté livre de Cfv (Shisong et al., 1990).



Em locais onde a monta natural prevalece sobre a IA, a prevaléncia de CGB pode
atingir niveis altos (BonDurant, 2005). Contudo, a prevaléncia desta doenca podera ser
também elevada se a IA néo for realizada com os cuidados de higiene necessarios ou se for
utilizado sémen contaminado (Claessens, 2010).

Atualmente as vacinas desenvolvidas estédo ainda aquém das necessidades, pois ainda
ndo produzem a imunidade desejada para o controlo eficaz desta doenca. Pelo que a
implementacéo de planos de controlo com recurso a regras de maneio torna-se preponderante.

Neste trabalho pretende-se estimar a prevaléncia de infecdo por Campylobacter fetus
na regido do Alentejo. Para isso foram recolhidas amostras pelo método da raspagem prepucial
de touros presentes nesta regido. Existem diferentes técnicas de diagnostico para esta doenca,
todavia neste caso a pesquisa de Campylobacter fetus foi feita por Imunofluorescéncia Direta
(IFD). Foi também realizado o isolamento desta espécie bacteriana a partir das amostras
recolhidas de alguns animais.



2. Reviséo bibliografica - Campilobacteriose genital bovina (CGB)

2.1. Contexto historico e classificacdo do agente etioldgico

Desde ha muito tempo que os microrganismos hoje em dia classificados no género
Campylobacter tém sido um problema para médicos veterinarios. Um “vibrido” foi designado
como causa de aborto em ovelhas em 1909 e em bovinos em 1913 (McFadyean & Stockman,
1913). Em 1918, um ‘“espirilo” foi isolado a partir de bezerros abortados, e mais tarde
classificado como Vibrio fetus por Smith e Taylor (1919). Em 1957, King reportou 11 isolados
diferentes a partir de sangue humano, sendo que sete dos quais eram V. fetus e 0s outros
quatro eram de estirpes estreitamente relacionadas com V. fetus, as quais designou de “related
vibrios” (King, 1957). King relatou que estes dltimos cresciam a 42°C, mas néo a 25°C e que
eram antigenicamente diferentes em estudos serolégicos. Estes “related vibrios” eram também
possiveis responséveis por gastroenterites. Em 1959, Florent dividiu a espécie Vibrio fetus em
duas subespécies consoante a tolerancia a glicina, o Vibrio fetus intestinalis (tolerante a glicina)
e o Vibrio fetus venerealis (intolerante a glicina) (Florent, 1959).

S6 em 1963, Sebald e Véron, com base na fermentacdo da glicose e conteldo em
guanina e citosina no DNA de algumas bactérias do género Vibrio, propuseram a criacdo do
género Campylobacter (Sebald & Véron, 1963). Em 1973, Véron e Chatelain reclassificaram a
bactéria Vibrio fetus em Campylobacter fetus e os “related vibrios” em C. coli e C. jejuni (Véron
& Chatelain, 1973).

Em 1974, o nome destas duas espécies foi novamente modificado, passado a
denominar-se por Campylobacter fetus intestinalis o anteriormente chamado Campylobacter
fetus fetus, e o Campylobacter fetus venerealis passava-se a chamar Campylobacter fetus
fetus (Smibert, 1974). Porém esta denominac¢ao n&o perdurou muito tempo, pois uns anos mais
tarde Skerman e colaboradores (1980) voltaram a intitular estas duas subespécies do mesmo

modo que Véron e Chatelian (1973) as tinham classificado (Tabela 1).

Tabela 1 Nomenclaturas utilizadas para o Campylobacter fetus

Autor Nomenclatura |

Smith e Taylor (1919) Vibrio fetus

Florent (1959) Vibrio fetus intestinalis Vibrio fetus venerealis

Véron e Chatelain (1973) Campylobacter fetus fetus Campylobacter fetus venerealis
Smibert (1974) Campylobacter fetus intestinalis Campylobacter fetus fetus
Skerman e colaboradores (1980) Campylobacter fetus fetus Campylobacter fetus venerealis




O nome Campylobacter deriva da palavra grega para bastonete curvado (Penner,
1988). O género Campylobacter pertence a classe Epsilonbacteria, a ordem
Campylobacterales e a familia Campylobacteraceae. Este género é composto por um grupo de
bactérias que vivem em diferentes habitats e produzem diversas doencas em diferentes
hospedeiros (On, 2001). Neste estudo sera abordada a espécie Campylobacter fetus composta
por duas subespécies, Campylobacter fetus subs. fetus (Cff) e Campylobacter fetus subs.
venerealis (Cfv).

As espécies deste género sdo bactérias bastonadas, Gram-negativas, moveis,
pequenas, com a forma de virgula ou em forma de “S” ou asa de gaivota (Figura 1) e possuem
um ou dois flagelos polares simples (Alves et al., 2011). O seu comprimento é de 0,5 a 10 um e
o diametro varia entre 0,2 e 0,5 um. Os polos da bactéria sdo normalmente pontiagudos
(Smibert, 1978). Este género é composto por bactérias microaerdfilas, que necessitam de uma
concentracao de oxigénio entre 3 a 15%. No caso do Cff e Cfv necessitam de uma atmosfera
rica em diéxido de carbono e uma concentracdo de oxigénio entre 5 e 6% (Alves, 2010;
Fernandes, 2009). Estas sé@o bactérias muito fastidiosas e que ndo formam esporos. Nas
amostras procedentes de animais infetados apresentam-se sob a forma de “S” ou de virgulas
pequenas e apenas raramente sob a forma alongada. Nas culturas mais antigas podem
apresentar formas cocoides (Ng et al., 1985), que aparentemente parece ser uma forma
degenerativa, visto que as culturas compostas maioritariamente por estas formas, ndo sao
viaveis (Smibert, 1978).

Campylobacter fetus, microscopia eletrénica (Cattaneo, 2004)

A sua motilidade pode ser observada em microscopia de contraste de fase ou de
campo escuro (Miranda, 2005), e é caracterizada por um movimento rapido em saca-rolhas

(Smibert, 1978; Hoffer, 1981; Figueiredo, 2001). O flagelo é duas a trés vezes mais comprido



gue o comprimento da célula. Algumas células podem apresentar mais que um flagelo em cada
polo (Smibert, 1978). Os flagelos sao de grande importancia para esta espécie, visto que estédo
envolvidos na motilidade, quimiotaxia e secrecdo de proteinas e evasdo a resposta imune inata
(Guerry, 2007).

As bactérias pertencentes a este género sdo ndo-proteoliticas, ndo fermentam ou
oxidam carbohidratos e ndo podem fosforilar ou transportar a glicose. A energia utilizada para o
crescimento é derivada do ciclo de Krebs. Assim sendo, apenas um pequeno ndmero de
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas podem ser utilizadas para a identificacdo e
classificacdo deste género. A espécie Campylobacter fetus é catalase e oxidase positivos e
tem um crescimento 6timo a 37 °C, contudo podem também crescer a 25 °C (Schmidt, 2009).

Campylobacter fetus classifica-se em dois serotipos, de denominacdo de A e B, com
base na composicdo do lipopolissacarideo da parede celular, correspondendo ao tipo de
proteinas de superficie (sap a ou sap b). Cff apresenta ambos os serotipos (A e B), ja Cfv
apresenta apenas o serotipo A (Thompson & Blaser, 2000). Cfv é, ainda, composto por duas
biovariedades, Campylobacter fetus venerealis biovar venerealis (Cfvv) e Campylobacter fetus
venerealis biovar intermedius (Cfvi) (Hum et al., 2009).

Apenas a subespécie Cfv provoca CGB, sendo que Cff é responséavel por infertilidade
enzodtica em ovinos e aborto esporadico em bovinos, ndo estando normalmente associado a
infertilidade nesta ultima espécie (Groff, 2005). Campylobacter fetus pode ser isolado a partir
de ruminantes, possuindo uma localizag&o intestinal (Cff) ou extraintestinal, mais propriamente
genital (Cfv). Cff podera ser encontrado na cavidade prepucial de touros, como resultado da
contaminacgdo fecal desta zona (Wagenaar et al., 2001). Cff pode ainda ser isolado a partir de
outras fontes, tais como outros ungulados, répteis, galinhas e humanos. Em relacdo a Cfvi,
apesar de este apresentar caracteristicas semelhantes a Cfvv, € ainda questionavel se este
ocorre apenas no trato genital ou se também no trato intestinal (Gomes, 2012; Iraola et al.,
2012).

Cfv é de transmissdo estritamente venérea, sendo que ndo consegue sobreviver no
intestino. Pelo contrario, Cff € um habitante comum da flora intestinal de bovinos e ovinos
(Groff et al., 2010), mas podera infetar o trato genital por via sanguinea e visto que é capaz de
sobreviver na cérvix e vagina até 12 meses, podera provocar o aborto (Romero, 2008).

Entre estas duas subespécies, apenas Cff podera constituir uma zoonose, apesar de
ndo ser muito frequente (Salama et al., 1992). No Homem, esta espécie pode causar enterite
ou infe¢Bes extraintestinais, como aborto, bacteriémia, endocardite e meningite (On &
Harrington, 2001), nomeadamente em pacientes com doengas subjacentes, tais como cirrose,
imunossupressao, neoplasias ou valvula cardiaca danificada. As mulheres gravidas podem
também ser afetadas, mesmo que ndo possuam nenhuma das doencas subjacentes
anteriormente citadas (Kwon et al., 1994). Segundo Kalka-Moll et al., (2005), Cff € um agente
zoondtico subdiagnosticado em humanos, devido as suas caracteristicas fastidiosas que

requerem a utlizacdo de meios de cultura que diferem das restantes espécies de



Campylobacter, visto que para estas 0os meios utilizados contém antibiéticos como a
cefalotoina e a cefoperazona, para os quais Campylobacter fetus pode ser suscetivel. Guerrant
e outros (1978) relatam que nunca foram reportadas infecdes em humanos por Cfv.

Apesar destas duas subespécies habitarem nichos ecolégicos distintos e de possuirem
diferentes caracteristicas fenotipicas, o seu DNA possui uma homologia de aproximadamente
98% (Pellegrin, 2001). A divisdo da espécie C. fetus, que foi baseada nas doencas causadas
pelas duas subespécies em questéo, foi sustentada por um estudo de On e Harrington (2001)
que combinaram diferentes métodos de identificacdo (identificagcdo fenotipica, PCR e
electroforese em gel pulsado — PFGE). Segundo estes autores para a diferenciacdo das
subespécies é necessdria a utilizacdo de mais que um método. Porém, o gold standard para a
diferenciagcédo entre Cff e Cfv continua a ser a prova de crescimento em meio contendo 1% de
glicina, em que a subespécie Cff apresenta um resultado positivo, enquanto a subespécie Cfv
nao apresenta crescimento (Lage & Leite, 2000). Esta é uma caracteristica essencial na
caracterizacdo fenotipica de estirpes isoladas, contudo a biovariedade Cfvi apresenta uma
tolerancia intermédia a glicina, adquirida por transmutagdo genética, o0 que traz alguns
problemas na diferenciacéo correta das subespécies (Chang & Ogg, 1971).

Para uma mais correta diferenciacédo, diversos estudos tém sido elaborados com o
objetivo de aprimorar as técnicas moleculares na diferenciacdo das subespécies (Salama et al.,
1992; Wagenaar et al., 2001; Schulze et al., 2006; Moolhuijzen et al., 2009; Stynen et al.,
2011).

Com a disponibilidade de técnicas de genotipagem extremamente sensiveis, como a
tipificacdo multilocular de sequéncias (multilocus sequence typing — MLST) verificou-se que,
através da avaliagdo de uma cole¢do internacional de isolados de C. fetus, os isolados
classificados fenotipicamente como Cfvi deveriam ser reclassificados como uma nova
subespécie, pois apesar de serem homodlogos genéticos, ha diferencas fenotipicas (van
Bergen, 2005, referido por: Schmidt, 2009).

2.2. Epidemiologia

A CGB ¢ prevalente onde ndo ha plano sanitario ou onde este é imperfeito (Gomes,
2012). Na década de 70 ja se tinha registado a presenca desta doenca em 41% dos paises
pertencentes a OIE (Stoessel, 1982). Como se pode ver na Figura 2, esta doenca tem uma
prevaléncia consideravel principalmente na América do Norte, na América do Sul, na Austrdlia,
em alguns paises europeus e no sul do continente africano. Contudo, ndo ha dados de muitos
paises, e nos paises onde a doenga néo foi relatada no periodo, pode apenas nao ter havido
pesquisa do agente, ndo significando assim que ndo existam casos clinicos nesse pais. Este é
0 caso de Portugal onde ndo ha vigilancia ativa da doenca, pelo que ndo se sabe a prevaléncia
da doenca no pais (OIE, 2013b).
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Figura 2 Mapa de distribuicAo mundial da campilobacteriose genital bovina, entre julho a dezembro de
2012. A branco — sem informag&o; a verde claro — sem reporte; a verde escuro — ndo reportado no
periodo; a cor-de-laranja — suspeito; a castanho — infe¢céo; a vermelho — doenca clinica; a roxo — doenca
limitada a uma ou mais zonas (OIE, 2013).

Por ser uma doencga de caracter subclinico e de dificil diagndstico, a prevaléncia de
CGB tende a ser subestimada. Num estudo com o objetivo de determinar quais as
metodologias utilizadas na detecéo e identificacdo de Cfv, van Bergen e colaboradores (2005a)
enviaram questionarios a varios paises da OIE e constataram que ha uma grande diversidade
nos meétodos de diagndstico da CGB utilizados, o que leva a uma variagdo na sensibilidade dos
testes usados. E importante minimizar a varia¢do, e, por conseguinte, é recomendado que 0s
laboratérios realizem testes de acordo com os procedimentos padrdo. Na Tabela 2 estd
resumida a prevaléncia em diferentes zonas do mundo, que foi avaliada com diferentes
métodos e, por isso, com diferentes sensibilidades.

Como ja foi referido, esta doenca faz parte da lista de doencas de declaragao
obrigatoria da OIE, pois é considerada uma doenca com implicagdes socioecondémicas e de
saude publica, e que tem especial importancia no que diz respeito as trocas internacionais de
animais e dos seus subprodutos (McMillen et al, 2006). Por exemplo, as diretrizes
internacionais para a exportacdo de sémen de touros, requerem que estes sejam negativos
para a CGB (OIE, 2012a).



Tabela 2 Resumo dos dados publicados sobre a prevaléncia de Cfv em diferentes paises.

Tipo de Tamanho Prevaléncia Método de Bibliografia
amostra da amostra diagnostico
) Touros
Africa do (raspagem 1912 Reacdo em cadeia = Madoroba et al.,
s S 1,78% )
ul ou lavagem animais da polimerase 2011
prepucial)
i 143 animais 1,4% (animais)
Africa do Touros Bacteriologia e
Sul (lavagem reacao em cadeia Njiro et al., 2011
(Gauteng) prepucial) 19 5,3% da polimerase
exploracdes (exploracdes)
Africa do Touros -
Sul (lavagem 87 animais 28,7% Bacteriologia Pefanis etal,
. X 1988
(Transkei) prepucial)
29178 1,50% (animais)
Touros animais
Argentina (raspagem Imunoflu_orescenma Molina, 2012
(La Pampa) ou lavagem direta
prepucial) 3278 2,28%~
exploracées (exploragdes)
Australia Touros A
o R 41 o Imunofluorescéncia McCool et al.,
(Territorio (aspwagao exploracdes 87% direta 1988
do Norte) prepucial)
1191 19,7% (animais)
Touros animais o
Brasil (lavagem Imunofl;;lorescenua Miranda, 2005
- ireta
prepucial) 120 50,8%
explorages  (exploragoes)
942 animais  27,92% (animais)
Touros, N
Brasil vacas e Imunof{;{or?scenua Lage et al., 1997
fetos 114 50,88% ireta
exploracdes (exploracdes)
28,63% (animais
248 animais positivos) Bacteriologia
13,31% (animais (touros) e
Brasil Touros e suspeitos) aglutinacao do Jesus et al., 1999
vacas muco
cérvico-vaginal
21 95,2% (vacas)
exploracdes (exploragdes)
Brasil Touros e Imunofluorescéncia
(Distrito vacas 398 animais 11,1% direta Leal et al., 2012
Federal)
) 327 animais  52,3% (animais)
Brasil (Mato Touros Imunofluorescéncia Pellegrin et al.,
Grosso do (lavagem direta 5002
Sul) prepucial) 19 89,5%

exploracdes

(exploracdes)




Tipo de Tamanho Prevaléncia Método de Bibliografia
amostra da amostra diagnoéstico
Vacas
Brasil (muco P o Imunofluorescéncia Stynen et al.,
(Varginha) cérvico- 157 animais 25,5% direta 2003
vaginal)
- - . . McGowan &
0,
Escécia Touros 109 animais 0% Bacteriologia Murray, 1999
34}? 11,46% (machos)
Malawi Touros e machos o Klastrup &
vacas " Halliwell, 1977
o (A
351 fémeas 13,96% (fémeas)
Touros
Namibia (raspagem 1201 2.08% Reagdo em cadeia  Madoroba et al.,
ou lavagem animais da polimerase 2011
prepucial)
Nigéria ngg;sse 689 animais 1,9% Bacteriologia Bawa et al., 1991
Lo Touros e Lo o . . Mshelia et al.,
Nigéria vacas 270 animais 2,2% Bacteriologia 2012
54 machos 0% (machos)
9 0% (exploracdes
exploracdes - machos) Bacteriologia
Nova Touros e (touros) e Ensaio McFadden et al.,
Zelandia Vacas 1230 o (A imunoenzimatico 2005
fémeas >20% (fémeas) (vacas)
125 70% (exploragbes
exploracdes - fémeas)
Touros
Tanzania (raspagem 58 5,1% Bacteriologia Swai et al., 2005
ou lavagem
prepucial)
Touros
Zambia (raspagem 41 animais 2.44% Reagdo em cadeia  Madoroba et al.,
ou lavagem da polimerase 2011
prepucial)

s.i.- sem informagao

2.3. Transmissao

Como ja foi referido, Cfv € um microrganismo microaerdéfilo e muito sensivel a

desidratacdo, nao resistindo assim por longos periodos de tempo no meio ambiente. Assim, o

meio de transmissdo ocorre sobretudo pelo contacto direto entre touros e vacas (Fernandes,

2009). Esta faz-se venerealmente, ou seja através do coito. A transmissao de Cfv de machos

infetados para fémeas suscetiveis pode chegar a 100% (Pellegrin et al., 2003a). Por sua vez,
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os touros adquirem a infecdo através da copula com fémeas infetadas. Segundo Fraser e
colaboradores (1996), a suscetibilidade a infecao nos touros é variavel, enquanto alguns ficam
portadores permanentes da doenca, outros permanecem resistentes a esta. Foi também ja
descrita a transmissao através de fomites, nomeadamente por utensilios usados na recolha de
sémen, utilizacdo de sémen contaminado ou quando touros infetados e ndo infetados séo
mantidos na mesma baia, havendo transmissao através da cama (Fernandes, 2009). Por fim a
transmissdo pode ainda ocorrer quando machos montam outros machos (Wagner et al., 1965;
Eaglesome & Garcia, 1997; Lage & Leite, 2000). A transmissdo entre fémeas nunca foi
documentada (Gomes, 2012).

A utilizacdo de touros infetados, pelo sistema de empréstimo entre as pequenas
propriedades rurais representa um risco a difusdo da doenca (Gomes, 2012). A principal forma
de introducdo de CGB numa vacada € pela aquisicao de touros infetados ou, menos frequente,
de fémeas infetadas (Hum et al., 2009).

Quanto a subespécie Cff, esta é habitante da flora intestinal que, ocasionalmente, por
via hemética coloniza a cérvix e a vagina da vaca e possivelmente o (tero, invadindo o
endomeétrio e colonizando também a placenta e o feto. A sua transmisséo é realizada por via
feco-oral, através da contaminag&o do alimento e da 4gua com material fecal, mas também por
material proveniente de fetos abortados, membranas fetais e corrimentos vaginais de animais
que abortaram (Penner, 1988; Garcia et al., 1983). Embora raros, j& foram registados surtos
alimentares de Cff em humanos, em consequéncia do consumo de carne, leite cru e
queijo-fresco. Num estudo de vigilancia de dois anos, de 1987 a 1989, nos Estados Unidos da
América, os Centros de Controlo e Prevencdo de Doengas (CDC) relataram 122 casos
humanos de infe¢do por Cff (Mishu et al., 1992, referido por: Oyarzabal et al., 1997).

2.4. Fisiopatologia

Como é observado na maioria das doencgas venéreas das espécies domeésticas, a
infecdo no macho é limitada, assumindo assim este a condi¢cdo de portador assintomatico (Rae
& Crews, 2006). Nos touros infetados, Cfv localiza-se na cavidade prepucial, mais
propriamente no esmegma (Romero, 2008), sendo a sua maior concentra¢cdo na fornix do
prepucio e no pénis (Hoffer, 1981). Esta bactéria ndo provoca lesdes no macho e a qualidade
do sémen nédo é afetada, dai que os touros sejam considerados portadores assintomaticos.
Sabe-se ainda que o numero de microrganismos presentes na cavidade prepucial varia
consideravelmente consoante a atividade sexual do animal (Figueiredo, 2001).

E ainda incerto se a infe¢éo genital com Cfv € influenciada pela idade dos touros. Bier e
outros (1977) ndo encontraram diferencas na duracéo da infecdo entre touros de 3,5-4 anos e
5,5-6 anos. Por outro lado, num estudo de Wagner e outros (1965) verificou-se que existia uma

maior incidéncia da infecao por Cfv em touros com idade superior a 6 anos.
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Os touros mais velhos tém criptas prepuciais mais profundas, em maior nimero e com
maior producdo de secrecdes, 0 que proporciona um meio ideal para a multiplicacdo de Cfv
(Romero, 2008; Alves, 2010), dadas as suas caracteristicas microaerofilas (Clark, 1971;
Stoessel, 1982). Em touros novos, com menos de 3 a 4 anos, as criptas ainda ndo estdo bem
desenvolvidas, pelo que as infe¢Bes tendem a ser passageiras (Garcia et al., 1983), durando
entre 67 dias a trés meses (Figueiredo, 2001). A presenca de poucas criptas e de pouca
profundidade na mucosa prepucial estd na origem da recuperacao espontanea destes animais.
Concomitantemente, em touros jovens é comum a contaminacao fecal do prepucio e pénis, o
gue resulta numa mudanca na flora microbiana na zona, que ird competir com a multiplicagéo
do C. fetus (Figueiredo, 2001). Contudo, estes animais podem servir como vetores mecéanicos
e ndo deixam de ser importantes vetores da doenca.

Quanto as alteracbes histoldgicas provocadas pela infecdo de Cfv em touros, as
opinides dividem-se. Segundo Bier e colaboradores (1977) e Samuelson e Winter (1966), a
infiltracdo de linfécitos e plasmadcitos na zona subepitelial é semelhante no prepucio e no pénis
dos touros infetados e ndo-infetados. Por sua vez, Hoffer (1981) refere que podem ser
encontradas algumas alteragBes em touros infetados, nomeadamente uma infiltracéo difusa de
células mononucleadas na lamina prépria e a localizagdo de plasmécitos em aglomerados no
apex das papilas dérmicas no epitélio da glande, prepucio e uretra, principalmente em touros
mais velhos.

A falta de estimulagdo antigénica pelo microrganismo, visto que este esta restrito a
superficie epitelial, pode justificar a auséncia de resposta imunitaria. Bier e colaboradores
(1977) verificaram que néo existia diferenca na concentracdo de imunoglobulinas anti-C. fetus
no esmegma em touros, antes e apos a infecdo, permanecendo 0s seus titulos baixos. A baixa
concentracdo de imunoglobulinas pode ser a explicacdo para que 0s touros permaneg¢am
portadores da doenca. As alteracbes antigénicas da bactéria, que mais a frente serdo
explicadas, contribuem também para a falta de resposta imunitaria local (Hoffer, 1981). Nos
touros mais velhos, dado que o epitélio tem uma maior espessura, a transducdo de
imunoglobulinas € ainda menor, pelo que a recuperagédo da infegdo € menos provavel (Romero,
2008).

A infecdo por Cfv nos machos néo provoca alteragbes comportamentais, na qualidade
do sémen ou na fertilidade dos machos infetados. Contudo, hd uma escassez de estudos
realizados de forma a avaliarem os efeitos de Cfv na qualidade e viabilidade do sémen bovino.
Shisong e outros (1990) incubaram amostras de sémen, experimentalmente infetadas com Cfv,
com um conjunto de antibiéticos, e concluiram que ndo havia alteragdes significativas na
motilidade espermatica. De forma a determinar o efeito da infecdo por C. fetus no sémen,
Zan Bar e colaboradores (2008) incubaram sémen de ovino com Cff, o que provocou uma
alteracdo na motilidade e viabilidade espermatica.

Embora se estime que 10 a 15% das fémeas sejam naturalmente resistentes a infecao,

qualquer primoinfetada é considerada suscetivel (Romero, 2008). Por exemplo, num estudo de
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Cobo e colaboradores (2003), em que se procurava avaliar o efeito da vacinacdo, uma novilha
do grupo de controlo que foi coberta por um touro infetado, verificou-se que esta nao foi
infetada e teve uma gestacdo normal. Este fendmeno de resisténcia natural a infecéo, apesar
da exposicao repetida a touros infetados ou da deposicdo de grandes quantidades de
organismos viaveis no trato reprodutivo, jaA havia sido descrito anteriormente por Dufty e
Vaughan (1993) (referido por: Cobo et al., 2003). A transmissdo venérea ocorre na fase
folicular do ciclo éstrico, o que leva a uma colonizac&o inicial praticamente restrita a vagina,
pois no Utero abundam as imunoglobulinas (embora ndo especificas), os neutréfilos e outras
células fagocitarias. Assim, apenas as bactérias que evitem a fagocitose vdo conseguir
colonizar, nesta fase, o Utero (Romero, 2008; Fernandes, 2009). Nos primeiros 20 dias apés a
infecdo, ocorre infiltragdo na mucosa por parte da bactéria e fagocitose por polimorfonucleares.
Durante a fase luteinica do ciclo éstrico ou no inicio da gesta¢do, o nimero de anticorpos no
Gtero é menor, o que facilita muito o desenvolvimento de Cfv. Em cerca de 25% das novilhas
h& também a colonizacdo dos ovidutos (Fernandes, 2009), o que podera provocar esterilidade.

O processo de infecdo € um fendmeno multifatorial, que depende da interagdo de
caracteristicas do microrganismo e do hospedeiro. Para que ocorra a infe¢cdo, um dos primeiros
passos € a adesao do microrganismo a célula do hospedeiro. Apés esta ligacéo, inicia-se a
sinalizacgao celular, que ira desencadear o processo de resposta imune do hospedeiro. Fatores
como motilidade do microrganismo, capacidade de ades&o, produgdo de toxinas, proteases e
fatores quimiotaticos estdo envolvidos na patogenia de Cfv e podem colaborar para a evaséo
ao sistema imune por estes microrganismos (Johnson & Lior, 1988; Kania et al., 2001). Entre
os varios fatores de viruléncia de Cfv, ja foi descrita a secrecéo de citotoxinas, sendo uma das
mais importantes e estudada a Cytolethal Distending Toxin (CDT) que é codificada por trés
genes adjacentes, cdtA, cdtB e cdtC, que podem causar distensdo celular seguida de morte
celular (Johnson & Lior, 1988).

O género Campylobacter spp. possui proteinas imunogénicas que sdo importantes
para a colonizagdo do hospedeiro. Segundo Dunn e outros (1987), as principais proteinas
imunogénicas encontradas em C. fetus s&o: proteinas da membrana externa, de baixo peso
molecular (entre 43 e 44 kDa), o flagelo, com um peso molecular de 63 kDa,
glicopolissacarideos, com um peso molecular de 100 kDa e as proteinas da camada S. O
flagelo é de elevada antigenicidade e € mais facilmente atacado por anticorpos, pelo que é
considerado o ponto vulneravel para a resposta imune (Romero, 2008).

Sabe-se também que o género Campylobacter se encontra extremamente adaptado a
sobrevivéncia em superficies mucosas do trato genital no hospedeiro, sendo a motilidade muito
importante neste contexto. O flagelo é de grande importancia para Cfv, estando envolvido na
motilidade, quimiotaxia, secre¢do de proteinas e a evasao da resposta imune inata (Guerry,
2007). Esta estrutura parece desempenhar um papel vital na aderéncia a células epiteliais
(Bhavsar & Kapadnis, 2007).
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Por sua vez, a camada S, que se localiza na capsula desta bactéria, é também de
elevada antigenicidade. Esta camada possui diferentes proteinas de elevado peso molecular
(97 a 149 kDa) denominadas de proteinas sap (Surface Array Proteins) (Garcia et al., 1995).
Pei e Blaser (1990) demonstraram que as proteinas sap nao sdo toxicas, mas a sua presenca
na superficie celular, aumenta a viruléncia da bactéria.

Cada proteina da camada S é codificada por um dos varios homélogos do gene sapA
(Blaser et al., 1994; Fujita et al., 1995). Tu e colaboradores (2005) concluiram que a dele¢éo do
gene sap resulta numa acentuada reducao da viruléncia da bactéria. A alternancia do promotor
Unico entre as diversas copias homélogas do gene sap, por recombinacéo, leva a traducao de
diferentes proteinas de superficie, o que se traduz em diferentes epitopos dominantes durante
a persisténcia da bactéria no trato genital (Wang et al., 1993; Garcia et al., 1995). Estas
proteinas cristalinas podem mudar a sua conformacgéo, adquirindo padrbes hexagonais,
tetragonais ou obliquos. Pensa-se que as formas especificas que estas podem adquirir estdo
relacionadas com o tamanho molecular e com a antigenicidade. Uma Unica célula pode
expressar diferentes formas das proteinas sap, sendo sempre uma delas a mais predominante
(Gomes, 2012). Garcia e outros (1995) demonstraram a variacdo antigénica de uma proteina
de 100 kDa, ao longo da infecdo, através de um reordenamento dos genes que codificavam
essa proteina. Porém, pouco é conhecido sobre os mecanismos regulatérios genéticos que
envolvem a capacidade de C. fetus produzir maltiplas formas da camada S, bem como o
mecanismo de iniciagdo e suspensao da sua producdo (Gomes, 2012).

A presenca da camada S evita a aderéncia da fracdo C3 do complemento, o que
impede a opsonizagdo (Lage & Leite, 2000; Romero, 2008). Blaser e colaboradores (1994)
demonstraram que C. fetus tinha a capacidade de modificar antigenicamente estas proteinas, e
apos passagens sucessivas em meio de cultura, observava-se a diminuicdo da viruléncia da
bactéria em camundongos inoculados. A capacidade de mutacdo antigénica destas proteinas
constitui um meio de fugir a resposta imune.

Em resultado da infe¢cdo com Cfv, as mudancas histoldgicas na mucosa uterina iniciam-
se apos o 5° dia, ficando mais evidentes entre o dia 15 e 20, e atingem o pico entre o0 30° e 0
60° dia (Alves, 2010). Embora, normalmente, ndo se observem lesdes macroscopicas, pois a
infecdo apenas se estabelece na superficie da mucosa, ha um aumento da inflamagdo com
infiltracéo de, primeiramente, neutréfilos e eosindfilos e depois por mondcitos, linfocitos e
macréfagos (Romero, 2008).

A subespécie Cfv é um agente patogénico extracelular ndo invasivo, de modo que os
anticorpos séao criticos para a protecao (Corbeil et al., 2003). As imunoglobulinas que aparecem
inicialmente em fémeas infetadas sdo as imunoglobulinas M (IgM), seguidas das IgA, e por
Gltimo das IgG (Corbeil et al., 1974). Estas imunoglobulinas sao sintetizadas a nivel local, uma
vez que ndo sdo detetadas no soro sanguineo apos a infecdo (Hoffer, 1981). H4& uma grande
producdo destas imunoglobulinas, sendo as mais importantes as da classe G (IgG),

predominantemente no Utero, e da classe A (IgA), essencialmente na vagina (Groff, 2005).
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Uma a duas semanas apos a infe¢éo, as concentragdes da imunoglobulina M (IgM) contra Cfv
aumentam no muco cérvico-vaginal, e persistem por oito a dezoito semanas. Por sua vez, a
IgA especifica contra Cfv aparece no muco cérvico-vaginal por volta das trés a cinco semanas
apos a infecdo, e pode persistir durante cerca de 40 semanas (Lage & Leite, 2000). Como néo
tém uma grande capacidade de opsonizacao, as IgA atuam imobilizando as bactérias no muco
cérvico-vaginal e limitam a entrada das bactérias no Utero, facilitando assim a expulsdo de Cfv,
principalmente durante o estro (Lage & Leite, 2000). As concentracdes de IgG sdo mais
elevadas no Utero e na vagina, que na cérvix, e aparecem no muco cérvico-vaginal por volta da
oitava semana apoés a infecdo, podendo persistir durante 24 a 36 semanas (Lage & Leite,
2000). Assim, é nesta fase que ha uma maior transudacéo de IgG, o que permite a eliminacéo
da infecdo, pois as IgG sao excelentes opsoninas, facilitando a fagocitose da bactéria por
macréfagos e neutréfilos. Visto que ndo sdo detetados titulos de imunoglobulinas
sistemicamente durante ou ap6s a infecdo (Corbeil et al., 1981), parece evidente que a
producéo destas é realizada a nivel local (Hoffer, 1981).

Num estudo de Corbeil e colaboradores (1975), a capacidade dos fagécitos
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) e mononucleares de bovinos para eliminar Cfv foi testada
sob varias condicdes, a fim de julgar o papel destas células na imunidade. Os PMN tém a
capacidade de eliminar Cfv na presenca de IgG, mas ndo na presenca de IgA. Os fagdcitos
mononucleares também conseguem eliminar Cfv na presenc¢a de opsoninas, tornando este um
provavel fator de prote¢édo durante as fases posteriores de inflamacao, quando predominam as
células mononucleares. A presenca de numerosos linfécitos nesta infiltragdo mononuclear e a
capacidade dos antigénios de Cfv para induzir uma hipersensibilidade retardada sé&o
consistentes com a possibilidade de que a imunidade celular também possa estar envolvida na
imunidade contra Cfv.

Estudos indicam que os efeitos negativos observados na fertilidade das fémeas se
devem a acdo da bactéria no ambiente uterino e ndo diretamente no embrido. Bielanski e
outros (1994) concluiram que a contaminacdo com Cfv ndo interferia na fertilizag&o, clivagem
ou taxa de blastocistos. Por sua vez, Catena e colaboradores (2008) ndo observaram
alteragc6es no desenvolvimento inicial dos embries de rato na presenca de Cfv.

Pensa-se que nestas condi¢cdes, aquando da fase luteinica, a tensédo de oxigénio baixa
no ambiente uterino o suficiente para afetar a implantagdo do embrido, antes do
reconhecimento da gestacdo (Romero, 2008; Fernandes, 2009). O que explicaria que, mesmo
sem ocorrer um processo inflamatério significante, pode ocorrer morte embriondria precoce.
ApoOs alguns dias, a inflamacao aumenta e verifica-se hiperémia nas glandulas endometriais e,
ocasionalmente, formacdo de exsudado mucopurulento, o que explica o facto da inflamacéo
local poder impedir a nidificacdo e formacédo da placenta.

Em média, a primeira infecdo é eliminada ao fim de 120 a 180 dias e as infe¢des
seguintes ao fim de cerca de 20 dias, o que indica uma resposta anamnéstica, ou seja, revela a

existéncia de memoéria imunitaria. Esta resposta anamnéstica apenas ocorre se as infecfes

15



subsequentes surgirem até 15 meses apos a primeira (Peter, 1997). Ha que ter em atencéo
que enquanto dura a infecdo, esta evita que a vaca volte a ficar gestante, pois impede a
implantacdo ou leva a um aborto precoce (Schmidt, 2009; Gomes, 2012).

Caso a gestacao perdure, a infecdo uterina permanece, podendo a bactéria,
posteriormente, colonizar a placenta e o préprio feto, o que leva ao aborto. O aborto, que tende
a ocorrer por volta do quarto ou quinto més de gestacao, podera dar-se devido a uma reacéo
alérgica aos lipopolissacarideos da parede celular da bactéria (Lage & Leite, 2000; Gomes,
2012), e a restricdo no suprimento de oxigénio ao feto (Figueiredo, 2001). Ja foi demonstrado
que quando os animais sdo inoculados com amostras de Cfv, recentemente isoladas ou
inativadas pelo calor, o choque anafilatico pode ser provocado (Gomes, 2012). O aborto ocorre
em menos de 10% das fémeas infetadas (Newsam, 1960; Garcia & Brooks, 1993).

Em raras ocasifes, a gravidez é mantida até ao final, designadamente quando a
infecdo ficou limitada a zona da vagina, onde a imunidade humoral impede o progresso desta
em direcdo ao Utero. Contudo, neste caso a vaca podera ser portadora da bactéria até ao ciclo
reprodutivo seguinte (Romero, 2008), constituindo assim um meio de prolongar a doenca na
exploragéo.

A doenca é normalmente autolimitante em fémeas, pelo que ao fim de cerca de quatro
ou cinco meses, ou seja, por volta de trés a seis ciclos éstricos, as vacas que nao voltem a ter
contacto com machos infetados, conseguem, normalmente, eliminar a infecdo (Gomes, 2012).
Porém algumas podem permanecer como portadoras durante um tempo indeterminado,
mantendo colénias especialmente na cérvix. Alguns estudos relataram a persisténcia da
infecdo por mais de dois anos (Ware, 1980; Hoffer, 1981; Garcia & Brooks, 1993; Bhavsar &
Kapadnis, 2007). Estima-se que cerca de 10% dos animais possam permanecer como
portadores da doenca por periodos mais prolongados, e em alguns casos podem mesmo
tornar-se portadores permanentes (lrons et al., 2004). Estes casos poderdo estar relacionados
com as variacdes antigénicas, ja descritas, que a bactéria sofre para resistir a resposta imune
do animal (Romero, 2008).

Apesar desta doenca normalmente s6 provocar infertilidade, caso se esteja perante
uma infecdo severa em que ha salpingite bilateral, esta poderd provocar esterilidade (Irons et
al., 2004).

Relativamente a Cff, este é responséavel por provocar aborto esporadico em bovinos e
aborto epizo6tico em ovinos. E raro encontrar este microrganismo num Gtero ndo gravido
(Gomes, 2012). Normalmente, o progresso da infe¢do por esta subespécie € mais lento, pelo
que o aborto tende a ocorrer mais tardiamente, geralmente entre os 100 e 150 dias de
gestacdo (Gomes, 2012). No caso de ocorrer o aborto, pode-se observar edema da placenta e
necrose dos cotilédones (Penner, 1988). A patogénese deste agente € muito semelhante a
descrita para Cfv (Timoney et al., 1988). Contrariamente a Cfv, Cff ndo provoca infertilidade
(Schmidt, 2009).
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2.5. Sinais clinicos

Como ja foi referido, nos machos a infecdo esta limitada a cavidade prepucial, ndo
apresentando alteracdes clinicas. Contudo, podera haver uma diminuicéo do libido por excesso
de atividade sexual decorrente da elevada taxa de repeticdo de cios (Jesus et al., 1999).

Nas fémeas, os sinais clinicos irdo depender da dose infetante e da taxa de
multiplicacdo da bactéria. Ou seja, uma alta taxa de replicacdo leva a que ocorra a morte do
embrido ou feto 15 a 80 dias ap0s a infecdo, e, por sua vez uma replicagdo mais lenta
predispde ao aborto no segundo trimestre de gestacéo (Peter, 1997; Yaeger & Holler, 2007).
Inicialmente, a infecdo nas vacas e novilhas é aguda, estando nesta fase associada a
infertilidade. A aquisicdo de resisténcia parcial a infecdo permite a passagem da fase aguda a
fase crénica (Gomes, 2012).

Na maioria dos casos, esta doenca passa despercebida até que no exame de gestacao
de rotina, o veterinario encontre vérias vacas ndo gestantes, bem como diferencas relevantes
na idade do feto (Hoffer, 1981). Nas fémeas, ndo existem sinais clinicos evidentes,
verificando-se normalmente apenas um retorno ao cio tardio ou cios irregulares, em torno dos
30 a 35 dias (Hum et al., 2009). Uma vaginite catarral com secre¢do mucosa € encontrada no
exame vaginal, podendo durar 3 a 4 meses. Normalmente, o muco é claro, mas podera
também ser ligeiramente turvo, e em casos raros, purulento (Gomes, 2012). Por vezes, a
mucosa vaginal apresenta-se avermelhada, nomeadamente na zona da cérvix, indicando
cervicite catarral. Contudo estes sinais ndo sdo patognomaénicos e podem ser negligenciados
(Hum et al., 2009). Por outro lado, podera haver endometrite mucopurulenta subaguda difusa,
com acumulagé@o de exsudado no limen das glandulas uterinas e infiltragdo periglandular de
linfécitos, que nem sempre se consegue detetar clinicamente (Gomes, 2012). A retengdo dos
invélucros fetais € uma ocorréncia comum na CGB (Clark, 1971; Stoessel, 1982).

A suscetibilidade de vacas que nunca estiveram em contacto com o agente é bastante
elevada. Segundo Clark (1971) a suscetibilidade ndo depende da idade da vaca, porém
Jimenez e outros (2011) referem que as novilhas e as vacas mais velhas sdo mais suscetiveis,
visto que apresentam niveis de imunidade mais baixos. Por sua vez, as vacas que ja
contrairam a doenca, desenvolvem imunidade durante 15 meses (Peter, 1997), mas que pode
durar até 3 a 4 anos, apoés a infe¢do inicial (Hum et al., 2009).

A placenta e o feto apresentam lesbes inespecificas. Normalmente, a placenta
encontra-se em autélise, o que indica que a morte fetal ocorre antes da expulsdo. O grau de
placentite € muito variavel, podendo mesmo ser impercetivel em alguns casos. Devido a
infiltracdo celular, maioritariamente de histiocitos, a zona entre o0s cotilédones pode
encontrar-se edematosa e opaca, por sua vez, os cotilédones apresentam-se amarelados,
espessados, asperos e edemaciados (Moynihan & Stovell, 1955). Quanto as lesdes no feto,
podem-se observar sufusGes subcuténeas e nas cavidades corporais, e depésitos de fibrina

nas serosas. Por vezes, observam-se alteragdes como broncopneumonia supurativa, serosite
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fibrinosa e gastroenterite ndo supurativa. Mais raramente, aparecem zonas palidas de lesao
hepética (Campero et al., 2003; Campero et al., 2005; Yaeger & Holler, 2007). Esta bactéria
pode ser facilmente isolada das vias respiratérias e sistema gastrointestinal do feto (Peter,
1997). A infecdo por Cfv pode originar fetos mumificados (Stoessel, 1982).

Diversos indices de fertilidade sédo afetados aquando da introducdo de CGB numa
propriedade. Apenas 15 a 45% das vacas ficam gestantes apds a primeira beneficiacao
(Gomes, 2012). Normalmente o periodo de tempo entre a primeira beneficiacdo e o
estabelecimento da gestacao, excede os 60 dias, 0 que leva a um prolongamento da época de
partos. Em explorag8es, em que a infegdo atingiu um estado crénico a taxa de partos é mais
elevada e pode aparentar ser normal. Pois como a resisténcia a infecdo vai aumentando, a
partir do momento em que a doencga se estabelece na exploracdo, o grau de infertilidade nesta
ird depender das fémeas suscetiveis e da taxa de reposi¢cdo de novilhas (Hoffer, 1981; Hum et
al., 2009).

2.6. Métodos de diagnéstico

O primeiro passo para a implementacdo de medidas de controlo eficazes contra a CGB
€ a utilizacdo de um meio de diagnéstico sensivel e especifico. O diagndstico clinico desta
enfermidade néo é possivel, contudo informacdes relevantes como a avaliacdo dos dados da
propriedade e a presenga dos sinais clinicos referidos anteriormente, podem sugerir a
presenca desta doenca (Alves, 2010). Porém, apesar de todas as indicacdes de infecao por
Cfv, o diagnéstico laboratorial € fundamental, pois apenas este pode confirmar a presenc¢a do
agente responsavel pelas alteracdes verificadas (Lage & Leite, 2000).

Uma correta detecdo e identificacdo das subespécies sdo essenciais para o0
diagndstico desta doenca, visto que as duas subespécies de C. fetus possuem caracteristicas
clinicas e epidemiolégicas bastante distintas (On & Harrington, 2001). E também necessério
um método rapido para que sejam tomadas as medidas adequadas atempadamente, para que
0s animais ndo continuem a disseminar a doenca.

O diagnoéstico de CGB é atualmente realizado através de um dos quatro métodos
seguintes: andlises bacteriologicas, imunofluorescéncia direta (IFD), reacdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) e ensaio imunoenzimatico (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay - ELISA). Contudo, cada um destes meios de diagnostico tem mostrado
diferentes limitacdes, pois por vezes ndo fazem a distingdo das subespécies, requerem
reagentes muito dispendiosos ou sdo muito laboriosos e demorados (Hoffer, 1981; Chaban et
al., 2012).

Van Bergen e outros (2005a) realizaram um estudo de modo a perceber que métodos
de diagnéstico eram utilizados em diferentes paises. Neste estudo apenas estavam

comtemplados os meios de diagnéstico descritos no manual da OIE (Wagenaar & van Bergen,
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2012), o isolamento da bactéria a partir das amostras, a IFD e a detegdo de anticorpos a partir
do soro ou do muco vaginal. Segundo este estudo, o isolamento da bactéria foi reportado como
0 método mais utilizado a nivel global, enquanto a IFD apenas é utilizada em combinacdo com
o0 isolamento e nunca como teste Unico de diagnostico. Contudo, como se pode ver pela tabela
2, a IFD é bastante utilizada como método Unico de diagndstico em estudos de prevaléncia,
ndo confirmando assim o que foi descrito por van Bergen e colaboradores (2005a).

Nas décadas iniciais, um dos métodos de diagndstico utilizados era o teste da novilha
virgem para a pesquisa da CGB. Neste teste, as novilhas virgens eram cobertas por touros
suspeitos, confirmando-se depois a infecao pelo teste da aglutinagdo do muco cérvico-vaginal
(Leite, 1977). Apesar de seguro, o teste da novilha virgem era dispendioso, bastante demorado
e apenas avaliava a capacidade de transmissdo do agente pelo touro portador, sofrendo
influéncia de vérios fatores (Philpott, 1968, referido por: Figueiredo et al., 2002 ; Leite, 1977).

Na importacdo de animais vivos, sémen de bovino e embrides, cada pais imp6e
diferentes requisitos em relagéo a infecéo por C. fetus, sendo que em alguns casos se exige
que estejam livres de Cfv e Cff e noutros apenas de Cfv. Assim sendo é importante que haja
diferenciagéo das subespécies de C. fetus (van Bergen et al., 2005a).

2.6.1. Colheita de amostras

A colheita do material clinico é um aspeto bastante importante para o correto
diagndstico da CGB, visto que a sensibilidade do meio de diagnéstico escolhido dependera do
método e frequéncia da amostragem e do acondicionamento e transporte do material. Sendo
que colheitas repetidas no mesmo animal diminuem a probabilidade de um resultado falso-
negativo (Stoessel, 1982; Skirrow et al., 1985).

Diferentes materiais bioldgicos podem ser utilizados para o diagnéstico da CGB,
nomeadamente esmegma ou sémen de touro, muco vaginal ou cérvico-vaginal das vacas e
fetos abortados e placentas (van Bergen et al., 2005a). Normalmente recorre-se a pesquisa da
doenca nos touros, pois estes sdo portadores assintométicos do agente e os principais
responsaveis pela disseminacdo da doenca (Miranda, 2005). Para além disso, estes
encontram-se em menor nimero nas exploragdes (Alves, 2006), e ser4 mais facil recuperar as
bactérias a partir de amostras de touros do que de vacas (Schmidt, 2009).

Nos touros o material biolégico ideal para a pesquisa de Cfv é o esmegma. Em relagdo
a colheita deste, € necessario ter em atencdo que o touro devera estar em repouso sexual
durante 7 a 15 dias antes da colheita, e que dever&o ser feitas pelo menos trés colheitas, com
intervalo de 7 a 15 dias, para que o animal possa ser considerado negativo, (Pellegrin et al.,
2002 e 2003b). O esmegma podera ser recolhido utilizando de trés métodos principais:
lavagem prepucial, raspagem com pipeta de inseminacao artificial (IA) ou raspagem com

raspadores proprios para a recolha de esmegma. Idealmente, a recolha de amostras clinicas
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devera ser feita antes da época de cobricdo, de maneira a que os niveis de bactérias na
cavidade prepucial sejam mais elevados e deste modo reduzir o nimero de animais falso-
negativos. Por outro lado a realizacdo deste diagndstico antes da época de cobricdo é
importante para que se estabeleca o estado de salde dos touros antes destes entrarem em
contacto com as fémeas, para que se reduza o numero de fémeas ndo gestantes (Molina,
2012).

Para a recolha da amostra, o touro é colocado na manga, o membro posterior mais
proximo do operador € fixo com uma corda e, em alguns casos, a cabeca pode também ter de
ser presa. Depois é realizada a assepsia da regido apenas com papel, pois a utilizacdo de
antissépticos é desaconselhada por poder alterar a microflora. A limpeza com o papel vai
estimular a micgdo, que é importante que aconteca antes da recolha para que a amostra ndo
figue contaminada (Fernandes, 2009; Schmidt, 2009).

No caso da lavagem prepucial, sdo introduzidos 50 mL de solu¢cdo tampé&o fosfato
(PBS) esterilizada no prepucio. Depois, o orificio prepucial é fechado com uma das maos,
enquanto com a outra se massaja vigorosamente o prepucio. Apds a massagem, o lavado
prepucial é recolhido por gravidade para um frasco estéril. No caso da raspagem, é introduzido
pelo orificio prepucial um raspador préprio ou uma pipeta de IA, que serdo utilizados para
escarificar a mucosa do prepucio e do pénis. No caso do raspador, este é depois inserido num
tubo com PBS, de forma a lavar o material que foi raspado. Por outro lado, a utilizagdo de uma
pipeta de inseminacdo pressupde que se introduza, aquando da raspagem, um pequeno
volume de PBS, que sera no final recolhido, juntamente com material raspado pela pipeta, para
a seringa acoplada a esta (Alves, 2010).

Num estudo de Tedesco e outros (1977), foram comparados trés diferentes métodos de
colheita de material prepucial, que foram depois submetidos a exame bacteriolégico. O primeiro
método utilizado recorria a utilizagdo de um instrumento especialmente concebido para raspar
a mucosa do prepulcio e pénis, no segundo método foram usadas pipetas de plastico para
aspirar o material e o terceiro método envolveu a lavagem da cavidade prepucial com agua
peptonada estéril. A analise microbiolégica das amostras demonstrou de forma conclusiva que
a colheita com raspador proprio era o método de escolha, pois, através deste método, mais
amostras positivas foram corretamente identificadas e houve uma menor interferéncia de
organismos contaminantes.

E importante relembrar que Campylobacter fetus pode ser transmitido por fomites, pelo
que deverdo ser utilizadas luvas na recolha de material, de modo a evitar a transmisséo
iatrogénica para os touros subsequentes (Norman et al., 2003).

O esmegma € mais indicado para a pesquisa de Cfv que o sémen, devido a maior
concentracdo de microrganismos (Winter et al., 1967). Segundo Clark (1971), o nimero de Cfv
presentes numa amostra prepucial varia entre menos de 10% a mais de 2 x 10° microrganismos
por mililitro. Até ao momento do exame, o esmegma recolhido deve ser conservado a 4°C
(Miranda, 2005).
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A espécie C. fetus ndo sobrevive mais de 6 a 8 horas em PBS, pelo que se o método
de diagnéstico for o isolamento bacteriano, devera ser utilizado um meio de transporte
(Schmidt, 2009), que sera conservado a temperatura ambiente até ao momento do exame.

O muco cérvico-vaginal pode ser recolhido através de uma pipeta de IA ou de um
tampéo absorvente (Pellegrin et al., 2003b). A pipeta de IA é introduzida no fundo vaginal,
acoplada a uma manga descartavel e a uma seringa descartavel e estéril de 10 mL. Poder-se-a
introduzir primeiro um pequeno volume de solucgéo fisiolégica estéril e depois recolher o muco,
nomeadamente quando ndo sabemos em que fase do ciclo éstrico a vaca se encontra, ou este
pode ser diretamente aspirado. Para a recolha com um tampé&o absorvente, este € amarrado a
um cordel de 40 a 50 cm e colocado numa das extremidades do espéculo, que € depois
introduzido na cavidade vaginal. De seguida, o tampéao é introduzido no fundo vaginal com o
auxilio de uma pipeta de IA, para que este entre em contacto com a mucosa vaginal, para que
absorva o muco cérvico-vaginal. O espéculo é entdo retirado, ficando o corddo de fora da
abertura vaginal, deixando-se o tampdo no interior durante cerca de 20 minutos.
Cuidadosamente, este é depois retirado, corta-se o corddo e coloca-se num recipiente
esterilizado. Este material deve ser enviado para o laboratério o mais rapidamente possivel,
refrigerado ou congelado (Pellegrin, 2001; Gomes, 2012).

Em relagdo aos tecidos fetais devem recolher-se, o mais assepticamente possivel,
amostras de pulmao, figado, baco, cérebro e liquido abomasal, que devem ser enviadas para o
laboratério o mais rapidamente possivel sob refrigeragdo, ou inoculados em meio de transporte
para Cfv (Fernandes, 2009). Quando enviado sob refrigeracdo, o material deve chegar ao
laboratério num maximo de 6 horas apés a recolha; quando enviado em meio de transporte, a
amostra deve ser mantida a temperatura ambiente e a analise no laboratério deve ocorrer até
trés dias apos a colheita (Lage & Leite, 2000). Também se poderd utilizar o liquido amnidtico e
os placentomas para a pesquisa de Cfv (Gomes, 2012).

2.6.2. Isolamento bacteriol6gico

O método de diagndstico de CGB aceite como gold standard é o isolamento e
identificacdo de Cfv. Contudo, a reduzida viabilidade do agente nas amostras clinicas podera
levar a que muitos animais sejam erradamente considerados negativos (Brooks et al., 2004).
Este € um método muito laborioso, dispendioso e dificil, porém permite a diferenciagdo das
subespécies, dai que seja ainda bastante utilizado (van Bergen et al., 2005a).

A contaminacdo € normalmente menor no muco vaginal, do que nas amostras
prepuciais. Porém, o nUmero de microrganismos presentes no muco vaginal varia ao longo do
ciclo éstrico e durante a gestacdo este € bastante baixo, pelo que as técnicas bacteriolégicas
s80 muito pouco sensiveis nas fémeas. Os fetos abortados constituem o material de onde é

mais facil recuperar a bactéria em questdo, visto que esta ndo é exposta as condicdes
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atmosféricas normais e as amostras podem ser recolhidas sem que haja contaminacao (Hum et
al., 2009).

Para o diagndstico bacterioldgico, como ja foi referido, as amostras devem ser
transportadas em meio de transporte e enriquecimento. Este proporciona uma atmosfera
microaerdfila e, através dos antibidticos que contém, controla 0s microrganismos
contaminantes (Lander, 1990). Apo6s a colheita de material para PBS, deve-se deixar
sedimentar a amostra durante 15 a 20 minutos. Seguidamente, 1 mL do sobrenadante é
retirado e inoculado no fundo do tubo que contém o meio de transporte, evitando a introducao
de ar. As amostras em meio de transporte devem ser transportadas entre 18 e 24 °C e ao
abrigo da luz. Aquando da chegada ao laboratério os tubos devem ser incubados durante trés
dias a 37 °C (Hum & Mclnnes, 1987).

Existem diferentes meios de transporte, como o meio de Clark e Dufty e o meio de
Weybridge, sendo que o Ultimo é o mais utilizado e recomendado (Monke et al., 2002). O meio
de Clark e Dufty é composto por 1 mL de soro bovino, 300 pg/mL de 5-fluoruracil, 100 UI/mL de
sulfato de polimixina B, 50 pg/mL de verde brilhante, 3 pg/mL de 4cido nalidixico e 100 pg/mL
de cicloheximida. O meio de Weybridge é composto por caldo Mueller-Hinton com adi¢éo de
carvdo bacteriolégico (5 g/L), 7% de sangue de equino desfibrinado, suplemento de
crescimento para Campylobacter (piruvato de sédio, metabissulfito de sédio e sulfato de ferro
(1) e adicdo de antimicrobianos tais como: vancomicina (40 pg/mL), trimetoprim (20 pg/mL), 5-
fluoruracil (500 ug/mL), ciclohexamida (100 pg/mL) e polimixina B (10 Ul/mL) (Lander, 1990).

ApOs a incubacdo no meio de transporte, inocula-se 100 pL da amostra em meio
seletivo. O meio mais utilizado € o agar modificado de Skirrow, que € composto por agar
sangue, ao qual se adiciona assepticamente 7% de sangue desfibrinado, 20 pg/mL de
vancomicina, 10 pg/mL de trimetoprim, 5 Ul/mL de sulfato de polimixina B e 100 pg/mL de
cicloheximida (Hum & Mclnnes, 1987). Existem outros meios seletivos para C. fetus, contudo
este é 0 que apresenta melhores resultados, pois tem uma maior capacidade de reduzir os
microrganismos contaminantes (Schmidt, 2009). Alternativamente pode-se filtrar a amostra com
um filtro de 0,65 um de porosidade. As placas sdo incubadas a 37 °C, numa atmosfera
microaerdfila (10% de CO,, 85% de N, e 5% de O,) (Dekeyser, 1984), e ao fim de trés e de
sete dias serdo inspecionadas para a presenga de colbnias caracteristicas de C. fetus. As
colonias de C. fetus tém 1 a 3 mm de diametro, sdo lisas, com bordos regulares, convexas,
cinzentas ou ligeiramente cor-de-rosa e ndo hemoliticas (Wagenaar & van Bergen, 2012).

Um dos antimicrobianos frequentemente incorporados nos meios seletivos para
Campylobacter é a polimixina B. Jones e colaboradores (1985, referido por: Schmidt, 2009) e
Hum e outros (1994) relatam que foram encontradas estirpes de Cfv sensiveis a polimixina B.
Porém, esta descoberta nao resultou na pesquisa de alternativas a polimixina B, pelo que ha a
possibilidade de se estarem a perder isolados de Cfv e a obter resultados falso-negativos

devido a esta questéo (Schmidt, 2009).
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A atmosfera de microaerofilia (5-10% de oxigénio, 5-10% de didxido de carbono e, de
preferéncia, 5-9% de hidrogénio) pode ser criada numa jarra usando um kit gerador de gas ou
através de uma vela (candle jar). Postula-se que as bactérias microaerdfilas sdo mais sensiveis
do que outras bactérias oxigénio-dependentes a formas toxicas de oxigénio (radical
superéxido, peréxido, entre outros) que ocorrem em meios de cultura, e que 0os compostos que
aumentam a aerotolerancia das bactérias microaerdéfilas procuram extinguir estas formas
téxicas de oxigénio. Considera-se que a adicao de 0,025% de piruvato de sédio, metabissulfito
de sodio e sulfato de ferro (II) aumente a aerotolerancia de Campylobacter jejuni. A adicédo
destes compostos, como suplemento ao meio de cultura, permite um mais rapido e facil
isolamento de estirpes de Campylobacter spp. sensiveis ao oxigénio, permitindo uma maior
tolerdncia a atmosfera de incubacgdo proporcionada. Isto significa que, na auséncia de
condi¢des atmosféricas precisas, a probabilidade de se isolar estirpes de Campylobacter spp.
aumenta consideravelmente. Os laboratérios em que se utiliza candle jars beneficiardo
especialmente da adi¢édo do suplemento de crescimento (Kiggins & Plastridge, 1956; George et
al., 1978).

O controlo dos microrganismos contaminantes € muito importante, estando diretamente
relacionado com a capacidade de isolamento do C. fetus. Os géneros Pseudomonas spp. e
Proteus spp. sdo os que mais frequentemente sdo detetados nas culturas de material
prepucial, devido & sua ubiquidade, crescimento rapido em relacéo ao C. fetus e resisténcia a
alguns antibioticos (Lander, 1990).

Como j& foi referido, as bactérias do género Campylobacter sdo gram-negativas, com
forma de S ou de virgula, com um comprimento de 2 a 10 pm e um didmetro de 0,3 um (Figura
3). A coloragdo de Bryner e Frank permite observar ao microscépio a motilidade das bactérias.
A solucao corante utilizada é composta por: 0,1 g de cristal violeta, 0,5 g de azul-de-metileno,
0,2 g de oxalato de amoénio, 5 mL de alcool etilico a 95%, 120 mL de agua destilada e 187 mL
de solucao salina estéril. Os ingredientes séo dissolvidos no &lcool e na agua destilada e no
final adiciona-se a solucado salina. Para a observagdo, numa lamina, junta-se uma colénia com
uma gota de solucdo de corante e mistura-se bem. Observa-se entre lamina e lamela em

imersdo, em campo escuro ou contraste de fase (Gomes, 2012).
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Campylobacter fetus, coloragdo de Gram (400x) (Encyclopedia of Life, 2013).

Apéds o isolamento de C. fetus é necessério saber de que subespécie se trata. O
método de eleicdo para esta diferenciacdo € o crescimento num meio com 1% de glicina.
Segundo a OIE (Wagenaar & van Bergen, 2012), as estirpes que toleram o crescimento num
meio com 1% de glicina séo classificadas como Cff, enquanto as que ndo conseguem crescer
neste meio séo classificadas como Cfv. O meio é preparado adicionando-se a glicina ao agar
Mueller-Hinton antes de este ser fundido a 100 °C, a que depois se adicionara 10% de sangue
desfibrinado. Avalia-se o crescimento apds trés dias de incubacdo a 37 °C em atmosfera
microaerofilica. Contudo, a biovar Cfvi consegue crescer num meio com 1% de glicina, o que
dificulta a sua classificacdo, pelo que o crescimento devera ser testado em quatro
concentracdes de glicina diferentes, 0,6, 1,0, 1,3 e 1,9%. Assim, as estripes que sO crescerem
a uma concentracao inferior a 1% sao Cfv, as que conseguem crescer até 1% de glicina sdo
Cfvi e as que conseguem crescer nas concentracdes mais altas seréo Cff (Salama et al., 1992).
Segundo On e Harrington (2001), algumas estirpes de Cff podem ser sensiveis a glicina, pelo
gue é aconselhavel fazer diferentes testes fenotipicos.

Existem também outras técnicas como a producdo de sulfeto de hidrogénio (H,S),
crescimento a 25 e a 42 °C, reducao de nitratos, reducéo de selenito, suscetibilidade ao acido
nalidixico, cefalotoina, cefoperazona, fucsina basica e permanganato de potassio (Tabela 3)
(Schmidt, 2009). Todavia, os resultados séo contraditérios em alguns casos, pelo que estes
métodos devem ser considerados apenas indicativos (Schulze et al., 2006). Num estudo de
Schulze e outros (2006), em que se testaram diferentes testes fenotipicos, concluiu-se que o
Cfv era corretamente identificado pelos testes da reducdo de selenito e suscetibilidade a
cefoperazona e ao metronidazol (100% de correspondéncia com o teste da glicina). Mas a
identificacdo de Cff pelos mesmos testes ndo teve resultados téo bons, visto que a reducédo de
selenito apresentava uma correspondéncia com o teste da glicina de 81,8%, e os testes da
suscetibilidade ao metronidazol e a cefoperazona de 40,9 e 86,4%, respetivamente. Neste
estudo verificou-se também que os testes da fucsina e do permanganato de potassio nao

permitiam a identificacédo destas subespécies, pois ndo sao reproduziveis.

24



Tabela 3 Caracteristicas diferenciadoras das espécies de Campylobacter potencialmente isoladas a partir
do trato genital bovino ou de fetos abortados (Quinn et al., 2002; Garrity et al., 2005; Wagenaar &
van Bergen, 2012).

C. fetus C. fetus
ES venerealis

C. C.
hyointestinalis sputorum

C. jejuni

Crescimento a

25°C * v ] ] )
Crescimento a (@)
42°C v ) v * ¥
Oxidase + + + + +
Catalase + Vv v® + v
Crescimento com ) ) ; ; +
3,5% de NaCl
Glicina 1% + - \Y \% +
CM + - + + +
Producao de H,S
TSI - - - v +
Suscetibilidade
ao acido - \Y% + - \Y
nalidixico
Suscetibilidade a + + VO + +
cefalotoina
Reducéo de + v V& + +
nitratos
Reducéo de v ) V& + +
selenito

CM — meio de cisteina (cysteine medium); TSI — meio de TSI (triple sugar iron); (+) = reagdo positiva ao teste ou
crescimento; (-) = reacdo negativa ao teste ou auséncia de crescimento; (V) = resultado variavel; (a) C. jejuni subs.
jejuni é positivo e C. jejuni subs. doylei é negativo; (b) C. jejuni subs. jejuni é positivo e C. jejuni subs. doylei é variavel;

(c) C. jejuni subs. jejuni é negativo e C. jejuni subs. Doylei é positivo

Todos os testes para determinagdo das caracteristicas diferenciadoras devem ser
realizados em cultura pura. Para a verificacdo do crescimento a 25 e a 42°C, deve ser
preparada uma suspensao bacteriana (com turvacdo aproximada ao niumero 1 da escala de
McFarland) que sera inoculada em duas placas de agar sangue; cada placa sera incubada sob
microaerofilia a 25 ou a 42°C. Os testes da oxidase e da catalase sdo realizados segundo um
protocolo standard bacterioldgico.

Para o teste do crescimento na presenca de cloreto de sédio (NaCl), uma suspensao
bacteriana deve ser inoculada numa placa com agar sangue suplementado com 3,5% de NacCl
(15mL de agar sangue + 2,04 mL de uma solucdo de NaCl com 5 M) e numa placa com agar

sangue sem suplementacéo de NaCl, em microaerofilia a 37°C.
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A producdo de H,S pode ser testada por dois métodos diferentes que produzem
resultados distintos, nomeadamente num meio que contenha cisteina ou no meio de TSI (triple
sugar iron). Para o teste da producédo de H,S num meio que contenha cisteina, utiliza-se um
caldo para crescimento de Brucella com 0,02% de cisteina, e a producdo de H,S é detetada
através de uma tira de acetato de chumbo colocada no interior da parte superior do tubo
(Figura 4). Mais uma vez, é preparada uma suspensdo bacteriana aproximadamente no
namero 1 da escala de McFarland, que € inoculada no meio. O escurecimento da tira de
acetato de chumbo é considerado o resultado positivo ao teste. Por sua vez, o teste da
producao de H,S em meio TSI a suspenséo bacteriana € inoculada no meio em profundidade e

a superficie; a mudanca da cor do meio de vermelho para preto indica a formacao de H,S.

Teste para a producéo de H,S com tira de acetato de chumbo (Campylobacter jejuni) (De la
Maza et al., 1999).

A suscetibilidade ao acido nalidixico (AN) e a cefalotoina (CN) é testada através de
discos impregnados com AN (30 pg) ou com CN (30 ug). Para o teste, culturas com 72 horas
sdo suspensas em PBS a uma concentracdo de 10° UFC/mL, e inocula-se 100 puL em agar
sangue. Depois da colocacdo dos discos nha superficie do agar, as placas sédo incubadas a
37 °C em microaerofilia e examinadas ao fim de 48 e 72 horas. Um halo de inibicdo de pelo
menos 3 mm ¢é indicativo de resisténcia ao antibiético impregnado no disco (Wagenaar & van
Bergen, 2012).

Num estudo recente, verificou-se que a utilizacdo de agar Mueller-Hinton nos testes de
sensibilidade a glicina e no teste de producédo de H,S em meio de cisteina era o principal fator
para a identificacao errada das estirpes, pelo que este meio foi substituido por agar sangue o
que diminuiu significativamente as discrepancias entre a biotipagem e o PCR (McGoldrick et
al., 2013).

A diferenciacdo das subespécies pode ser dificil ou até controversa, pois para além do
facto inerente de que o isolamento da bactéria é dificil, pensa-se que a capacidade de crescer
num meio com glicina podera ser transmitida por transducdo por bacteriéfagos ou dever-se a

mutagdo espontanea, levando assim a resultados erroneos (Chang & Ogg, 1971). Foram

26



também descritas estirpes de C. fetus atipicas, que crescem a 42°C, ndo produzem H,S e
resistentes a cefalotoina (Edmonds et al., 1985). Uma complicagdo adicional nos métodos de
identificacdo de Cfv é a grande variacdo na execucdo dos testes fenotipicos, de laboratério
para laboratério (van Bergen et al., 2005a), o que aumenta o risco potencial de erro de
identificacao.

Sé&o varias as limitagbes deste método de diagnoéstico. Por exemplo, frequentemente ha
crescimento de bactérias contaminantes que impossibilitam a recuperacdo de C. fetus, pois
este apresenta um crescimento lento (Lander, 1990), como Pseudomonas spp. (Schmidt et al.,
2010), e a baixa sensibilidade aos testes bacteriologicos, que leva a muitos resultados

falso-negativos (McMillen et al., 2006).

2.6.3. Imunofluorescéncia direta (IFD)

A imunofluorescéncia (IF) € uma reacdo antigénio-anticorpo, em que 0s anticorpos sdo
marcados com um corante fluorescente e o complexo antigénio-anticorpo € visualizado ao
microscépio através de luz ultravioleta (Odell & Cook, 2013). Os corantes fluorescentes, ou
fluorocromos, absorvem a radiacéo ultravioleta a um determinado comprimento de onda, sendo
por ela excitados, o que lhes permite emitir luz visivel. Estes possuem grupos quimicos
capazes de formar ligacdes covalentes com moléculas proteicas, emitindo alta fluorescéncia no
espectro visivel com coloracéo distinta da emitida pelos tecidos, o que lhes permite funcionar
como marcadores. Para que a atividade do anticorpo ndo seja afetada e se verifique a
estabilidade do conjugado fluorescente, os fluorocromos devem ter uma conjugacao
relativamente simples. O isotiocianato de fluoresceina € um dos fluocromos mais utilizados.
Este fluorocromo tem um pico de absorcéo de 495 nm e de emissédo de 519 nm, e emite uma
luz de cor verde. Por sua vez, outro agente utilizado na IF é o isotiocianato de
tetrametil-rodamina, que possui picos distintos de absor¢éo e de emisséo (520 nm e 610 nm) e
€ de cor encarnada (Mohan et al., 2008; Aoki et al., 2010).

Existem dois métodos de imunofluorescéncia: a imunofluorescéncia direta (IFD) e a
imunofluorescéncia indireta (IFI).

A IFD é utilizada para detetar o antigénio em amostras clinicas utilizando anticorpo
especifico marcado com um fluorocromo. As etapas envolvidas nesta técnica séo a fixagdo do
antigénio na lamina, incubagdo com o anticorpo marcado, lavagem de forma a remover o
excesso de anticorpo marcado ndo ligado e, por fim, visualizagdo em microscopio de

fluorescéncia (Mohan et al., 2008) (Figura 5).
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Objectiva do Luz visivel
microscapio

e Anticorpo especifico

% marcado com fluorocromo
Antigénio I
(microrganismo) _\,V_,_‘\

Luz ultravioleta

Esquema da IFD (Saunders, 2007)

A IFl, em que se pesquisa anticorpos séricos, envolve duas etapas basicas. Em
primeiro lugar, o antigénio especifico é fixado num esfregaco e incubado com a amostra.
Depois o esfregaco é lavado, de forma a remover os anticorpos néo ligados. A presenca de
anticorpos especificos, da amostra, ligados ao antigénio no esfregaco é detetada por adicdo de
um segundo anticorpo. Este consiste num anticorpo anti-espécie, contra a espécie de onde é
proveniente a amostra, que estd marcado com o fluorocromo. O segundo anticorpo liga-se a
porcdo Fc do primeiro anticorpo, persistindo mesmo apds a segunda lavagem. Por observacgao
ao microscopio fluorescente é detetada a presenc¢a do segundo anticorpo (Mohan et al., 2008).

A IFD tem como vantagens o menor tempo de coloragcdo de amostras e a maior
simplicidade dos procedimentos utilizados. Contudo, esta técnica é a menos utilizada pois
emite um sinal mais baixo, o custo & normalmente mais elevado e a técnica é menos flexivel.
Por vezes o conjugado nao é comercializado, pelo que se tem de recorrer a IFl para pesquisa
de antigénio, utilizando um anticorpo de uma espécie animal contra 0 antigénio em pesquisa e
depois um anticorpo anti-espécie marcado com um fluorocromo (Robinson et al., 2009).

Por sua vez, as vantagens da IFI consistem numa maior sensibilidade do que a IFD,
porque pode haver uma amplificagdo do sinal na IFI, pois mais que um anticorpo secundario
pode ser ligado a cada anticorpo primario. Por outro lado, o custo é geralmente mais baixo,
pois os anticorpos secundarios produzidos comercialmente s&o relativamente baratos e tém a
sua qualidade controlada. Esta técnica permite a utilizacdo simultanea de diferentes anticorpos
primarios especificos para diversos tipos de antigénios. Porém, como desvantagem ha a
potencial reacdo cruzada (Mohan et al., 2008; Robinson et al., 2009).

Para a leitura das reacdes de IF, para além de se poder utilizar um microscopio de
epiluminescéncia, pode ser também utilizado um microscopio confocal (Aoki et al., 2010).

Trés formas diferentes de fluorescéncia podem ser observadas: a especifica, a nao
especifica e a autofluorescéncia. A fluorescéncia especifica, como o nome indica, resulta da

reacdo entre o antigénio que se esta a pesquisar e o anticorpo marcado com o fluorocromo.
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Contrariamente, a fluorescéncia ndo especifica € a consequéncia da coloracdo erratica de
tecidos por corante livre e/ou anticorpos marcados. Por fim, a autofluorescéncia deve-se a
fluorescéncia natural dos tecidos quando estes sdo expostos a luz ultravioleta (Aoki et al.,
2010).

A IFD tem sido utilizada desde os anos 60 para a detecéo de C. fetus (Herschler, 1963,
referido por: Leite, 1977). E considerada uma técnica sensivel, de facil utilizagéo, economica,
praticavel na maioria dos laboratérios e o seu resultado pode ser emitido pelo laboratério em
apenas doze horas (Leite, 1977; Fernandes, 2009). Esta técnica é aconselhada pela OIE para
o diagnodstico de CGB nos touros antes da sua exportacdo (Wagenaar & van Bergen, 2012).
Em comparacdo com a bacteriologia, o diagnéstico por IFD é bastante mais rapido, mais
sensivel, a presenca de contaminantes ndo constitui um problema (Figueiredo et al., 2002), ndo
requer a utilizacdo de testes bioquimicos para a diferenciacdo de C. fetus de outras espécies
de Campylobacter e possibilita a identificacdo de bactérias ndo vidveis (Ruckerbauer et al.,
1974). Esta técnica pode ser aplicada as amostras clinicas provenientes de raspados
prepuciais, fetos e placentas (Fernandes, 2009), bem como as culturas isoladas (Wagenaar &
van Bergen, 2012).

A IFD é apenas especifica para a identificagdo da espécie C. fetus, ndo conseguindo
distinguir as duas subespécies devido as suas similaridades antigénicas (Figura 6). Assim, a
contaminagédo fecal podera provocar falso-positivos devido a presenca de Cff (Hoffer, 1981).
Visto que o conjugado é preparado a partir de Cfv, que apenas apresenta o sorotipo A, as
bactérias Cff do sorotipo B nao irdo reagir com o conjugado (Figueiredo, 2001).

Figura 6 Imunofluorescéncia direta - Campylobacter fetus (400x)

Para a realizagdo da IFD, em primeiro lugar, as amostras sdo submetidas a duas
centrifugacdes, a primeira a 600 g, durante 10 minutos, da qual se aproveita o sobrenadante, a
segunda a 13 000 g, durante 30 minutos. Apds a segunda centrifugacdo, o sobrenadante é

descartado, e o depdsito é ressuspendido em solucdo tampao fosfato (phosphate buffer
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solution — PBS). A primeira centrifugacdo tem como objetivo eliminar restos de células e outros
detritos e a segunda centrifugacdo permite a concentracao das bactérias num volume menor, o
que melhora a detecéo de C. fetus. A partir desta suspensdao, realiza-se um esfregaco numa
lamina, que depois de seco é fixado com acetona a -20°C. Depois, adiciona-se o conjugado
fluorescente anti-Campylobacter fetus, de forma a cobrir o material fixado, e incubam-se as
laminas em camara humida a 37 °C. Posteriormente, as laminas sao lavadas com solugdo PBS
e com agua corrente e sdo montadas com solugdo tamponada de glicerol. Por fim,
observam-se as laminas ao microscopio de epifluorescéncia, para identificacdo das formas
microbianas fluorescentes com morfologia tipica de Cff e Cfv (Figueiredo et al., 2002).

Num estudo de Figueiredo e colaboradores (2002), em que se avaliou o limite de
detecdo da IFD em amostras prepuciais centrifugadas e ndo centrifugadas, verificou-se que os
resultados da IFD melhoravam bastante quando as amostras eram submetidas a duas
centrifugacdes. O limite de detecdo da IFD, com centrifugagéo, estimado neste estudo foi de
10? UFC/mL. Num estudo de Philpott (1968, referido por: Figueiredo et al., 2002), em que se
utilizaram amostras recolhidas por lavagem prepucial, o valor estimado para o limite de dete¢&o
de IFD foi semelhante ao registado no estudo de Figueiredo e colaboradores (2002), sendo de
50 a 100 UFC/ml.

A sensibilidade descrita para esta técnica é de 92,59%, o que se traduz num total de 92
animais identificados como positivos entre 100 animais positivos (Figueiredo et al., 2002),
portanto apenas 8% séao falso-negativos.

Devido a variabilidade antigénica da camada S podera haver resultados positivos na
cultura que sdo negativos na imunofluorescéncia, visto que os anticorpos utilizados para a
producdo do conjugado sdo contra estas proteinas (Groff, 2005). Foi descrito que como o
conjugado é preparado a partir de um antissoro policlonal, poderd haver resultados
falso-positivos por poder haver uma reacao cruzada com outras bactérias, nomeadamente com
outras espécies de Campylobacter (Andrews & Frank, 1974; Brooks et al.,, 2002). A
especificidade do conjugado fluorescente utilizado na IFD contra C. fetus foi também avaliada
no estudo de Figueiredo e outros (2002), verificando-se que ndo existia reacdo cruzada com
outras bactérias que podiam também ser recolhidas a partir de amostras prepuciais (Mellick et
al., 1965; Dufty, 1967; Philpott, 1968, referido por: Figueiredo et al., 2002). Isto demonstra a
eficiéncia da técnica, uma vez que algumas das bactérias avaliadas sdo muito semelhantes a
Cfv, e podem ser encontradas na cavidade prepucial de touros saudaveis, mas também em
fetos abortados e no trato intestinal de bovinos (Figueiredo et al., 2002). Assim, a
especificidade foi estimada em 88,89%, o que significa que em 100 animais negativos, 88
destes serdo identificados como tal e 12 serdo falso-positivos. Todavia, a sensibilidade e
especificidade deste método de diagnéstico estdo dependentes da utilizacdo de um técnico
treinado para a interpretacdo dos resultados (Figueiredo et al., 2002).

Para a producao de soro hiperimune, em primeiro lugar prepara-se uma suspensao em

PBS (pH 7,4) padronizada na escala 10 de McFarland com uma estirpe padréo de Cfv. Esta é
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depois inoculada por via intramuscular (0,5 mL) num coelho, juntamente com 0,5 mL de
adjuvante. Seis dias ap6s da primeira inoculacdo, o coelho volta a ser inoculado
endovenosamente, com a suspensao sem adjuvante, nas quatro semanas seguintes, com
volumes de 1,0, 2,0, 3,0 e 4,0 mL, respetivamente. A sangria é realizada 15 dias apés a Ultima
inoculacdo (Figueiredo, 2001) e é realizada a purificacdo das 1gG. O conjugado é preparado
pela ligacdo da IgG de coelho anti-C.fetus venerealis com isotiocianato de fluoresceina
(Ruckerbauer et al., 1974). Por fim, é determinada a diluicdo o6tima para a utilizacdo do
conjugado, testando diluicdes seriadas deste, frente a uma suspensado Cfv na concentragéo de
10 UFC/mL (Figueiredo, 2001). O conjugado deve ser armazenado a -20°C e deve ser evitado
0 seu repetido descongelamento e congelamento.

2.6.4. Reacdo em cadeia da polimerase

Dada a dificuldade de isolamento de C. fetus e da inespecificidade em termos de
subespécie da IFD, foi necessério procurar diferentes tipos de diagndéstico que pudessem
ultrapassar estas dificuldades. A reacdo em cadeia da polimerase (polimerase chain reaction —
PCR) é um método que traz varias vantagens em relacdo aos métodos de diagndstico
utilizados no passado. A especificidade, sensibilidade, rapidez e capacidade de detetar
bactérias ndo viaveis sdo algumas das vantagens desta técnica de biologia molecular
(Willoughby et al., 2005).

O PCR baseia-se na amplificacdo de uma zona especifica de DNA que € delimitada por
dois iniciadores oligonucleotidicos (em inglés primers). A amplificacdo é obtida através de
repetidos ciclos de desnaturagdo do DNA, hibridacéo dos primers com as sequéncias de DNA
e extensdo dos primers hibridizados com DNA polimerase.

A primeira fase do PCR consiste na desnaturagdo, que separa as cadeias
complementares de DNA que se encontram ligadas por pontes de hidrogénio. Apesar de
existirem varios métodos fisicos e quimicos que permitem a sua separagdo, o aquecimento a
95-100 °C é um método eficiente e o mais simples. Seguidamente da-se o processo de
hibridagdo, em que os primers se ligam as cadeias de DNA desnaturadas. Cada primer &
complementar com uma das cadeias de DNA, sofrendo hibridizacdo com o lado oposto da
sequéncia alvo. Os primers ficam orientados na cadeia de DNA de modo a que a sintese de
DNA pela polimerase decorra na area delimitada pelos dois primers. Isto levara a duplicacéo a
montante do segmento de DNA escolhido, por cada ciclo decorrido, o que resulta numa
acumulacéo exponencial do fragmento alvo. Por fim, os produtos do PCR s&o separados por
eletroforese em gel de agarose. (Saiki et al., 1988; McPherson & Mgller, 2006).

Recentemente, a partir da técnica convencional de PCR, desenvolveu-se uma nova
técnica designada PCR em tempo real (RT-PCR) ou PCR quantitativo (QPCR), que procura

minimizar as suas diversas limitacdes. O qPCR permite ndo s6 a detecdo, mas também a
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guantificacdo e amplificacdo simultanea do DNA, dai também ser designado de PCR
quantitativo (QPCR). Este baseia-se na detecdo e quantificacdo de um composto fluorescente
(durante as primeiras fases do PCR), assentando num principio basico de que o aumento
significativo da quantidade de produto do PCR esta correlacionado com a quantidade inicial do
controlo. S&o varias as vantagens deste método em relacdo ao PCR convencional, desde uma
maior rapidez, pelo facto de se tratar de uma técnica sem influéncia da amplificacdo nao
especifica, de haver um menor risco de contaminacdo visto que ndo ha processamento pos-
PCR dos produtos resultantes, e de ter um limite de detecé@o bastante mais baixo que o PCR
convencional. Contudo esta € uma técnica que requer equipamento de elevado custo, bem
como elevadas exigéncias técnicas e cientificas requeridas para o correto manuseamento e
manutenc¢éo do equipamento (Oliveira, 2010).

Sao vérios os protocolos de PCR descritos para a identificagdo de C. fetus e das suas
subespécies (Hum et al., 1997; Oyarzabal et al., 1997; Wang et al., 2002; McMillen et al., 2006;
Abril et al., 2007; Yamazaki et al., 2010; Iraola et al., 2012). O protocolo de PCR mais avaliado
foi o proposto por Hum e colaboradores (1997) que utiliza dois pares de primers, MG3F e
MG4R e VenSF e VenSR (Tabela 4). Estes dois pares de primers foram inicialmente
desenvolvidos por Panaccio e colaboradores (1993, referido por: Schmidt, 2009). Os primers
MG3F e MG4R originariam, segundo Hum e colaboradores (1997) um amplicdo de 960 pb
apenas presente na espécie C. fetus, mas mais recentemente confirmou-se que se tratava de
um erro e que o numero de bases que o amplicdo realmente tem é de 764 pb (Hum et al.,
2009). Este par de primers tem demonstrado em varios estudos uma sensibilidade e
especificidade elevada (On & Harrington, 2001; Schmidt et al., 2010). Para a diferenciacdo das
subespécies é utilizado um segundo par de primers, VenSF e VenSR, que na subespécie Cfv

origina um amplicdo de cerca de 142 pb (Hum et al., 1997).

Tabela 4 Diferentes pares de primers utilizados para identificar C. fetus e as suas subespécies.

Primer Sequéncia do Primer Espécie detetada Referéncia bibliografica

MG3F (forward 5 — GGT AGC CGC AGC TGC
primer) TAA GAT -3

C. fetus
MG4R (reverse 5 — TAG CTA CAA TAA CGA
primer) CAACT -3

Hum et al., 1997

VenSF (forward 5 - CTT AGC AGT TTG CGA
primer) TAT TGC CATT -3 C. fetus
VenSR (reverse 5 — GCT TTT GAG ATA ACA venerealis
primer) ATAAGAGCTT-3
CF441F (forward 5 — GTT AGG GAA GAA CAA
primer) TGA CGG - 3' C. fetus Oyarzabal et al., 1997
CF995R (reverse 5 —TTA TCT CTA AGA GAT
primer) TAG TTG G — 3 C. fetus Oyarzabal et al., 1997
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Primer

Sequéncia do Primer

Espécie detetada

Referéncia bibliogréfica

CFF (forward
primer)

5 — GCA AAT ATA AAT GTA
AGC GGA GAG -3’

CFV (reverse
primer)

C. fetus fetus
5'— TGC AGC GGC CCC ACC
TAT-3

Wang et al., 2002

CFVF (forward
primer)

5 — CCC AGT TAT CCC AAG
CGATCT -3

CFVR (reverse 5 — CGG TTG GAT TAT AAA C. fetus .
primer) TTTTAG CTT GGT -3’ venerealis McMillen et al., 2006
CFVPL1 (sonda 5 — 6-FAM-CAT GTT ATT TAA
RT-PCR) TAC CGC AA-3
CVEN-L (forward 5 — ATT AGT ATT TGC AAT ATG
primer) TGAA-3

o fetus Abril et al., 2007
CVEN-R2 5 — AAT TGA TAT TAA ATT TGA
(reverse primer) TTGA-3
CFV-F3 (forward 5" — GCT AAT AGA TGA GAT
primer) GAA AGAAGT -3

vecﬁéfégfis Yamazaki et al., 2010
CFV-B3 (reverse 5 — GAG TTG CAT ATT TAC
primer) TAACATCA-3
nC1165g4F 5" AGG ACA CAA ATG GTA ACT
(forward primer) GG 3

vgﬁéfégfis Iraola et al., 2012
nC1165g4R 5" GAT TGT ATAGCG GACTTT
(reverse primer) GC 3%
CampF4 (forward 5 GCG AGT TCG CTT TAG CTA
primer) T3

C. fetus McGoldrick et al., 2013
CampR4 (reverse 5 GGC TAA ATG TCC GAT GTT
primer) TTT3
CampF7 (forward 5 AAA TGA TAATTT AAA AAC
primer) CATAGC 3’
C. fetus_ McGoldrick et al., 2013
venerealis

CampRY7 (reverse
primer)

5 TTC ATT CCA CTA CCT AAG
TCT 3

Num estudo posterior de Hum e outros (2009), € descrito que o par de primers VenSF e
VenSR nao sdo completamente homélogos para todas as sequéncias de Cfv presentes no
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (AY750964, AY903214 e EU443150), pois ha
incompatibilidades numa das bases para o primer VenSR e em duas bases para o primer
VenSF. Inicialmente pensou-se que a sequéncia envolvida na amplificacéo pelo par de primers
VenSF e VenSR seria pertencente a um plasmideo do Cfv, mas num estudo de Willoughby e
outros (2005), a partir de DNA plasmidial isolado de Cfv, ndo foi possivel obter um amplicao
utilizando este par de primers, o que sugere que este amplicdo serd afinal pertencente a DNA

cromossémico. Também neste estudo de Willoughby e outros, foi verificado que estirpes de Cfv
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isoladas no Reino Unido, ndo amplificam a banda de 142 pb como seria suposto, revelando
assim que a sensibilidade deste método podera estar sobrestimada. Por sua vez, segundo um
estudo de Schmidt e outros (2010), onde se avaliou a sensibilidade e especificidade destes
primers frente a diferentes estirpes de Cff, Cfv e Cfvi, as estirpes de Cfvi ndo produziram o
amplicao de 142 pb referente a subespécie Cfv, pelo que teriam sido erradamente identificadas
como Cff. Assim, visto que este multiplex parece ndo identificar corretamente algumas estirpes
de Cfv e o biovar Cfvi, a sua utilidade como método de diagnéstico podera estar comprometida.

Abril e colaboradores (2007) descrevem a identificacdo de um novo elemento de
insercdo (ISCfel) que consiste numa regido altamente conservada e encontrada
exclusivamente em estirpes Cfv. Os resultados publicados eram promissores, mas seria
necessaria uma avaliagcdo mais aprofundada, utilizando um conjunto mais diversificado de
isolados de C. fetus, pois neste estudo apenas foram avaliadas 26 estripes de Cfv e nenhuma
consideragdo foi dada a biovar Cfvi. Num estudo de Yamazaki e outros (2010), em que se
avaliou um PCR baseado na sequéncia descrita por Abril e colaboradores (2007), uma das
sete estirpes padrdo de Cfv ndo sofreu amplificacdo. Mais recentemente, o protocolo de PCR
proposto por Abril e outros (2007) foi novamente avaliado, e identificou corretamente 1071
estirpes, ndo se registando rea¢bes cruzadas com Cff ou com outras estirpes que ndo
pertencem a espécie C. fetus (McGoldrick et al., 2013).

Um gPCR para detecédo de Cfv foi desenvolvido por McMillen e colaboradores (2006).
Através de um par de primers e de uma sonda, este RT-PCR permite obter resultados rapidos
e com uma sensibilidade e especificidade bastante elevadas, ndo havendo reacdo cruzada
com a subespécie Cff (Tabela 4). O limite de dete¢cdo determinado para esta técnica foi de
apenas uma célula por ensaio. Contudo esta técnica apenas permite a detecdo de Cfv, pelo
que a subespécie Cff origina um resultado negativo. Apesar de Cff ndo ser responséavel pela
CGB, é um agente causador de abortos em bovinos, pelo que a sua presenca nédo deve ser
negligenciada. Dai ser necessario e importante um método que identifique Cfv, bem como Cff.

A diferenciacdo destas duas subespécies € dificil dada a grande similaridade genética,
de cerca de 86% segundo o perfil de eletroforese em campo pulsado (pulsed-field gel
electrophoresis — PFGE) (On & Harrington, 2001), pelo que sdo poucos 0S genes que
permitirdo esta diferenciacao.

O PCR recentemente descrito por van Bergen e outros (2005b) mostrou total coeréncia
com o Cfv, tal como definido por AFLP, pelo que seria considerado o melhor método de PCR,
atualmente disponivel, para a detecdo de Cfv (Wagenaar & van Bergen, 2012). Todavia, Cfvi,
definido por AFLP, ndo é identificado por este PCR (van Bergen et al., 2005b). Num estudo de
Yamazaki e colaboradores (2010), o PCR descrito por van Bergen e outros (2005b), falhou em
identificar quatro de sete estirpes de Cfv. Pelo que serdo necessarios mais estudos com
estirpes de referéncia e estripes de campo de diferentes origens para avaliar a sensibilidade e

especificidade deste protocolo de PCR.
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Num estudo recente, de McGoldrick e outros (2013), foram desenhados dois pares de
primers para um novo protocolo de RT-PCR. O primeiro, denominado CampF4/R4, permite a
identificacdo da espécie C.fetus, com uma sensibilidade de 99,6% e uma especificidade de
100%. Para a identificagdo do Cfv foi desenhado um segundo par de primers, chamado
CampF7/R7 com uma sensibilidade de 99,8% e especificidade de 98,7%. Neste estudo, em
que foram testadas 1 071 estirpes de campo, foram utilizadas estirpes de Cfvi, que foram
identificadas como Cfv. No mesmo estudo foram também testados os protocolos de PCR de
Hum e colaboradores (1997) e de McMillen e colaboradores (2006) em que se verificaram erros
na identificagdo de algumas estirpes.

Outros estudos tém proposto diferentes protocolos para o diagnostico de Cff e Cfv por
PCR (Tabela 4) (Oyarzabal et al., 1997; Wang et al., 2002; Yamazaki et al., 2010; Madoroba et
al., 2011; Iraola et al., 2012), contudo nenhum foi ainda descrito que diferenciasse, para além
das duas subespécies, as duas biovares de Cfv: Cfvv e Cfvi. Nomeadamente a distin¢cdo da
biovar Cfvi de outros C. fetus nao foi ainda conseguida por PCR, o que podera significar que
esta biovar constitui um grupo heterogéneo dentro de C. fetus (Iraola et al., 2012). Assim, a
bacteriologia é ainda o Unico método que permite esta diferenciacdo, com as contrariedades
que ja foram referidas.

Poucos séo ainda os estudos em que a detecdo do agente por PCR é feita diretamente
a partir das amostras clinicas, sendo normalmente realizado PCR as bactérias isoladas por
técnicas bacteriologicas. Dada a sensibilidade, ja descrita, destas técnicas para o isolamento
de C. fetus, é importante uma abordagem do PCR utilizado diretamente nas amostras clinicas.
Alguns estudos propSem a recolha do material clinico para meio de transporte de
enriquecimento (transport enrichement medium — TEM), tal como seria utilizado para as
técnicas bacterioldgicas, sendo este depois incubado durante normalmente cinco dias antes da
extracdo de DNA (Hum et al., 1997; On & Harrington, 2001). O método de diagnostico ideal
serd sempre um método rapido, facil, sensivel e especifico, assim sendo o tempo de incubacao
no TEM ira prolongar o tempo de espera pelo resultado da analise. Para além disto, o tempo de
incubacdo permite que algumas bactérias contaminantes se multipliguem em larga escala,
podendo inibir o crescimento de C. fetus, e por sua vez, certas estirpes de Pseudomonas, tais
como Pseudomonas aeruginosa, sdo conhecidas por produzirem a enzima DNase, cuja
atividade pode resultar na degradacdo do DNA presente na amostra (Monke et al., 2002;
Schmidt et al., 2010).

O método de extracdo de DNA é importante para a obtengdo de bons resultados no
PCR. Groff e outros (2010) testaram cinco métodos de extracdo diferentes: método de
aguecimento, lise com proteinase K, lise com isotiocianato de guanidina, lise com DNAzol
(GIBCO, Invitrogen) e lise com brometo de hexadeciltrimetilamonio
(hexadecyltrimethylammonium bromide - CTAB) pré-digerido com proteinase K. O limite de
detecao utilizando o protocolo de PCR de Hum e colaboradores (1997) foi diferente consoante

0 método de extracdo utilizado. Assim sendo, para 0 método de aquecimento o limite de
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detecdo foi de 7,20x10° UFC/mL, para a lise com proteinase K foi de 2,46x10* UFC/mL, para
as lises com isotiocianato de guanidina e com DNAzol foi de 1,7x10° UFC/mL e para a lise com
CTAB foi de 63 UFC/mL. Assim, segundo o limite de detecdo, o método de extracdo que
mostrou ser mais eficaz foi o que utilizava o CTAB, que produziu um DNA de elevada
qualidade e reduziu o efeito de potenciais inibidores no PCR, que sdo bastante comuns quando
se utiliza material biolégico como o raspado prepucial. Neste estudo o método de aquecimento
teve resultados muito diferentes do estudo de McMillen e colaboradores (2006) onde se
demonstrou que este método de extracdo seria um método com grande potencial, devido a
permitir um limite de detecé&o inferior no gPCR em comparagao com material extraido por um kit
comercial de extracdo de DNA, e por ser um método bastante simples, rapido e barato.

Na recolha de amostras prepuciais, € necessario ter em conta que as fezes constituem
um potencial inibidor do PCR, sendo que apenas 1% de contaminacao fecal podera ter efeitos
negativos importantes sobre a sensibilidade do método. Por sua vez, a urina, sangue e sémen,
ndo influenciam os resultados deste método de diagnoéstico, mesmo em concentracdes téo
elevadas como 50% (Schmidt et al., 2010).

Uma comparacgédo inicial dos genomas de C. fetus sugere que, provavelmente, a
subespécie Cfv adquiriu DNA por mecanismos horizontais, responsavel pela a principal
diferenca entre as duas subespécies (Kienesberger et al., 2011). Diferentes métodos, como
PFGE, impressdo genética (Fingerprinting), caracterizacdo molecular por polimorfismo de
fragmento amplificado (Amplified fragment length polymorphism — AFLP) e amplificacdo por
PCR foram utilizadas para a diferenciagdo das subespécies, mas os seus resultados foram
contraditorios (van Bergen et al., 2005c). Apesar da analise numérica dos perfis PFGE-DNA ser
uma ferramenta valiosa para diferenciar as subespécies de C. fetus, este € um método
demorado e dificil de interpretar, pelo que ndo € um método adaptado & utilizagcdo de rotina. Da
mesma forma, o método de AFLP é (til para a diferenciacdo das subespécies de C. fetus
(Wagenaar et al.,, 2001), mas é trabalhoso, demorado e ndo estd disponivel em todos os
laboratérios de diagnostico. Assim, este tipo de técnicas de genotipagem por serem muito
laboriosas e por requererem equipamento muito especializado e dispendioso (Schmidt, 2009),
ndo estdo presentes na maioria dos laboratérios de diagndstico de rotina, pelo que a sua

utilizacdo como meio de diagndstico estd comprometida.

2.6.5. Aglutinacdo do muco cérvico-vaginal
O muco cérvico-vaginal foi utilizado pela primeira vez como amostra clinica para a

pesquisa de aglutininas por Jepsen e Windekilde (1951), para o diagnéstico de brucelose. Este

método foi depois modificado para se adaptar ao diagnostico de CGB (Hughes, 1953).
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O diagnéstico de CGB pelo teste da aglutinacdo do muco vaginal depende da
demonstracdo de aglutininas especificas que aparecem no muco cérvico-vaginal de fémeas
bovinas apo6s a infecdo genital com Cfv. Esta técnica consiste na pesquisa de anticorpos
especificos no muco cérvico-vaginal dos animais suspeitos, para isso utiliza-se como antigénio
uma suspensado padronizada de Cfv que é incubada frente a diluicdes padronizadas do muco
cérvico-vaginal.

A aglutinagdo do muco cérvico-vaginal € uma técnica para ser utlizada como
diagnéstico de rebanho, pois ndo tem precisdo para detetar portadores porque apenas
demonstra a presenca de anticorpos (Leite, 1977). Além disso, um resultado individual negativo
nao indica a auséncia da infecao.

A sua sensibilidade e especificidade ndo sao boas e esta técnica necessita que o0 muco
seja muito bem recolhido, pois, a presenca de sangue ou exsudado no material aumenta a
proporcdo de resultados falso-positivos ao teste. Além disso, a aglutinagdo com muco
cérvico-vaginal também possui varios inconvenientes como a demora no aparecimento de
aglutininas no muco cérvico-vaginal e material de abortos (Groff, 2005).

Varios fatores devem ser considerados para a utilizacdo deste método. Uma fémea
infetada apenas vai dar origem a um resultado positivo quando o muco for analisado, no
minimo, 60 dias apds a infec@o e até aproximadamente sete meses depois desta. ldealmente
este teste deve ser realizado por volta dos 70 dias apos a infe¢do. Assim, para a utilizagao
deste método para diagnéstico individual dos animais, o estadio do ciclo éstrico e a data da
exposi¢do ao agente tém de ser conhecidos. O muco cérvico-vaginal ndo deve ser recolhido
durante o estro, visto que o muco originado durante o ciclo éstrico promove a diluicdo das
aglutininas, pelo que reacdes falso-negativas podem ocorrer. Por sua vez, o sangue libertado
por manipulagéo incorreta da vagina durante a recolha da amostra pode levar a uma reacdo
falso-positiva (Pellegrin, 2002).

Aquando do diagnostico de CGB numa exploragdo com este meio de diagndstico, se se
cumprirem 0s requisitos anteriormente enumerados apenas é necessario recolher amostras de
dez vacas; caso estes ndo possam ser cumpridos, o muco deve ser recolhido de vinte animais
(Hoffer, 1981). De modo a se obter resultados reproduziveis, a padronizacao dos antigénios é
essencial, para isto sdo utilizados soros padronizados (Newsam & Monsbourhg, 1967).

Apesar dos inconvenientes anteriormente referidos, alguns investigadores consideram
este método conveniente e preciso para o diagnéstico da CGB (Hoffer, 1981).

Quanto a soro-aglutinacéo, este ndo € um teste de confianca, pois a doenca nao é
sistémica e raramente sao encontrados anticorpos contra Cfv no soro sanguineo, visto que a

producéo de anticorpos € local (Hoffer, 1981).
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2.6.6. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

O ensaio imunoenzimético (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay — ELISA) foi
desenvolvido nos anos de 1970 e muito difundido a partir do ano de 1985, como ensaio para
anticorpos anti-HIV. Esta técnica é utilizada para medir a concentracdo de uma substancia a
analisar, geralmente anticorpos ou antigénios, em solucdo (Andreotti et al., 2003; Lima, 2010).

O teste de ELISA depende da interacdo especifica entre um epitopo e o local de
ligagdo do anticorpo correspondente, consistindo na imobilizagdo de um dos componentes,
antigénio ou anticorpo, em fase sélida (componentes fixados), e na utilizagdo de um conjugado,
que também pode ser um antigénio ou uma imunoglobulina, ligado a uma enzima. A adicdo de
um substrato logo apos leva a formagdo de um produto colorido, essa alteracdo de cor é
avaliada pelo espectrofotémetro, que determina a relagdo entre a intensidade da cor e a
quantidade do anticorpo ou antigénio que se esta a analisar na amostra (Andreotti et al., 2003;
Lima, 2010).

Existem quatro formatos basicos de ELISA, direto, indireto, de captura e de
competicdo; permitindo um certo grau de flexibilidade que pode ser ajustada com base nos
anticorpos disponiveis, nos resultados pretendidos, ou na complexidade das amostras. Os
anticorpos utilizados em ELISA podem ser monoclonais (derivados de células produtoras de
anticorpos Unicos chamados hibridomas e capazes de se ligar especificamente a um Unico
epitopo) ou policlonais (um conjunto de anticorpos purificados a partir de soros de animais que
séo capazes de se ligar a multiplos epitopos) (Andreotti et al., 2003).

Para o diagnéstico de CGB, o teste de ELISA foi adaptado para a detecdo de
anticorpos da classe IgA no muco cérvico-vaginal de vacas com suspeita de infecdo por C.
fetus. A escolha deste tipo de anticorpos como alvo do teste de ELISA deve-se ao facto destes
persistirem por mais tempo e a sua concentragdo permanecer constante no trato genital
durante varios meses (Hewson et al., 1985; Hum et al., 1994). Este método de diagnéstico é
também util na detecao de IgA especificas em fémeas bovinas que abortaram como resultado
da infecd@o natural pelo Cfv (Hum et al., 1991). A pesquisa apenas de anticorpos da classe IgA,
permite que os animais vacinados ndo constituam falso-positivos no teste, visto que nestes
animais 0 muco cérvico-vaginal apenas contém anticorpos da classe IgG (Hum et al., 1991).

Entre as técnicas soroldgicas usadas para a detecdo da resposta imune, o ELISA é
aceite como uma das técnicas mais sensiveis, pelo que se trata de um teste muito conveniente
para utilizacdo em laboratorio. Segundo o estudo de Pellegrin (2001), a especificidade do teste
de Elisa para IgA foi de 94,4%, valor semelhante ao observado por Hum e colaboradores
(1994), de 98,5%. Segundo o estudo de Devenish e colaboradores (2005), a sensibilidade
deste teste é de 100%.

A utilizacdo do teste de ELISA para diagnéstico de CGB tem um grande inconveniente,
visto que a maioria das novilhas infetadas, apés descanso sexual, deixa de estar infetada por

Cfv dentro de seis meses, pelo que ocorre uma reducdo dos anticorpos. Assim, devido as
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caracteristicas subclinicas desta doenca, apenas no momento do diagnéstico da gestacao ou
no parto € que o proprietario toma conhecimento do problema, altura em que apenas um
numero limitado de fémeas estdo ainda infetadas, pelo que os anticorpos sdo dificeis de
detetar (Andrews & Frank, 1974). Outro aspeto negativo deste meio de diagnéstico é o facto de
ndo permitir distinguir a infecdo causada pelas duas subespécies de C. fetus (Wagenaar & van
Bergen, 2012).

O ELISA ¢ indicado como mais sensivel que o teste de muco-aglutinacdo para a
detecdo de imunoglobulinas da classe G anti-Campylobacter fetus em estadios recentes de
infecdo (Hewson, 1985). Este teste € de grande utilidade para avaliar a resposta imune apds a
vacinacdo (Pellegrin, 2001), através da pesquisa de IgG.

Brooks e outros (2004) utilizaram anticorpos monoclonais contra a camada LPS de C.
fetus, em ELISA direto, mas ndo obtiveram um bom limite de detecdo (10" a 10° UFC/mL),
tornando inviavel a utilizagéo da técnica com estes anticorpos monoclonais (Alves, 2010).

Por sua vez, este meio de diagnéstico é inadequado para utilizacdo no diagnéstico de
touros, devido a falta de suficientes titulos de anticorpos no esmegma (Winter, 1982, referido
por: McMillen et al., 2006).

2.7. Tratamento e profilaxia

O controlo da CGB numa exploracdo deve basear-se em trés pontos especificos,
nomeadamente em prevenir a transmissdo de Cfv, eliminar a infecdo da vacada e evitar a
introducéo do microrganismo novamente na exploragéo (Pellegrin, 2002).

Os fatores de risco considerados mais importantes para a infecdo pelo Cfv sdo a
utilizacdo de maneio reprodutivo com monta natural, uso de touros com idade superior a 4-5
anos no rebanho, presenca de touros sem controlo sanitario para a CGB (Stoessel, 1982) e
maneio reprodutivo que utiliza monta o ano inteiro (Ball et al., 1987). Com vista a suprimir estes
fatores de risco, devem ser adotadas medidas de profilaxia e controlo como o tratamento dos
animais infetados, o tratamento do sémen contaminado, a vacinacéo, a implementagdo de um
programa de |A, o estabelecimento de um periodo limitado de estagdo de monta, entre outros
(Miranda, 2005; Gomes, 2012).

Como ja foi referido, a recuperacdo esponténea da infecdo nos machos raramente
ocorre, provavelmente devido a pequenas variagfes antigénicas que a bactéria sofre no curso
da infecdo e por esta ndo ter um caracter invasivo nos machos, nédo induzindo uma grande
producé@o de anticorpos. Assim, o macho permanece como portador assintomatico, pelo que
devem ser tomadas medidas de forma a minimizar a disseminacdo da infegcdo no rebanho
(Stoessel, 1982).

A utilizacdo de antibidticos pode ser aconselhado principalmente para o tratamento de

touros infetados e, em menor escala, para vacas. Uma vez que este é um tratamento
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dispendioso, é principalmente utilizado em animais de maior valor zootécnico (Alves et al.,
2011). A estreptomicina e a penicilina sdo os farmacos mais utilizadas para o controlo de
infecdes por C. fetus (Garcia et al., 1983).

Entre os varios esquemas destinados ao tratamento da CGB, no estudo de Eaglesome
e Garcia (1992) o protocolo que apresentava melhores resultados envolvia o uso de
dihidroestreptomicina por via parenteral aplicado localmente. Assim, no primeiro, terceiro e
quinto dias de tratamento era administrado dihidroestreptomicina por via parenteral (22-
25 mg/kg); e no segundo e quarto dias de tratamento era aplicado uma solugdo com 5 g de
dihidroestreptomicina, no pénis e prepucio, seguido de uma massagem vigorosa do prepucio
(Eaglesome & Garcia, 1992). Um outro protocolo para tratamento tépico é a combinacdo dos
antibiéticos eritromicina (4 g) e neomicina (10 g) e de aproximadamente 30 mL de 6leo vegetal,
de forma a garantir um contacto prolongado desta mistura com o prepucio. Sugere-se que 0
prepucio seja lavado antes do tratamento e que o antibiético permane¢a em contacto com o
prepucio no minimo 15 minutos. Assim, o orificio prepucial € encerrado com uma das méos e a
outra mao massaja vigorosamente a zona (Norman et al., 2003). O animal é considerado como
livre de Cfv ap0s a realizacdo de trés testes negativos no lavado prepucial com intervalos de 15
dias de repouso sexual (Lage & Leite, 2000).

Embora o sucesso do protocolo de tratamento em que se utiliza uma combinacgdo de
penicilina e estreptomicina tenha sido relatado por Hum e colaboradores (1991), parece nao
haver nenhum estudo cientifico sobre a eficicia do tratamento local do prepucio em infe¢des
por Cfv em touros (Norman et al., 2003).

Atualmente, o tratamento de machos infetados € desaconselhado, visto que os
resultados séo insatisfatorios, pois dificilmente ha acdo antimicrobiana nos locais de
permanéncia do agente (criptas prepuciais), para além do elevado custo econémico do
tratamento (Gomes, 2012).

Relativamente as fémeas, desde a descoberta que estas recuperavam
espontaneamente da infecéo ao fim de cerca de cinco meses e visto que o nivel de imunidade
do animal permite a protecdo contra a reinfecao, a utilidade do tratamento de vacas infetadas €
questionavel (Schmidt, 2009). O repouso sexual das fémeas por 120 a 180 dias leva a
eliminagdo espontanea do Cfv do trato genital na maioria dos animais, o que resulta na sua
recuperacdo. No entanto, a fertilidade destes animais pode n&o retornar aos niveis normais e
alguns animais que tiverem salpingite bilateral apresentarédo esterilidade (Fernandes, 2009). A
recuperacdo pode ser melhorada através de infusdes intrauterinas de estreptomicina e de
penicilina (Drost & Thomas, 1996), contudo este é um tratamento dispendioso, principalmente
se aplicado a um grande numero de animais.

Com o aparecimento de resisténcias aos antibiéticos, novos protocolos de tratamento
tém sido testados. Este € um problema crescente, indicando assim a necessidade da adog¢éo
de medidas para reduzir esta resisténcia, assim como controlar mais eficazmente o uso de

antibidticos, pesquisar os mecanismos genéticos de resisténcia, estudar a suscetibilidade
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microbiana e desenvolver novos farmacos (Nascimento et al., 2000). A resisténcia microbiana
pode resultar da aquisicdo de genes com fatores de resisténcia. A escolha empirica do agente
de tratamento, antes do teste de suscetibilidade favorece este fendmeno (Travers & Barza,
2002). O uso indiscriminado de antimicrobianos, as subdosagens e a adicdo de promotores de
crescimento a dieta expfem 0s animais a pequenas concentracdes de antibiéticos durante
longos periodos de tempo, o que contribui para a selecdo e manutengdo de organismos
resistentes (McEwen & Fedorka-Cray, 2002). Num estudo de Vargas e colaboradores (2005),
todas as amostras de Cfv foram suscetiveis a amicacina, ampicilina, cefalotoina,
estreptomicina, gentamicina, penicilina e tetraciclina. Foi observada resisténcia de 42,86% a
lincomicina, 4,76% a enrofloxacina e de 100% ao acido nalidixico. Ainda 4,76% apresentaram
suscetibilidade intermédia & enrofloxacina, neomicina e polimixina B e 9,52% a lincomicina. Os
resultados demonstraram a sensibilidade das amostras analisadas aos antimicrobianos
normalmente utilizados para o tratamento clinico e do sémen.

A vacinacao de bovinos é o método mais pratico e rapido no controlo da CGB (Gomes,
2012). A imunizacdo sistémica com antigénios de Cfv induz uma resposta de anticorpos,
principalmente 1gG, a nivel sistémico e em secrec¢bes genitais (Wilkie et al., 1972; Corbeil et al.,
1981). Estes anticorpos séo dirigidos contra antigénios de superficie do organismo (Schurig et
al., 1975), visto que se identificaram proteinas capsulares de 35 kDa que reagiram com IgG de
animais vacinados (Eaglesome & Garcia, 1992). As IgG impedem a aderéncia microbiana,
ativam o complemento, opsonizam e imobilizam as bactérias (Cobo et al., 2011). Para uma
vacina ser eficaz contra o Cfv deve incorporar trés tipos de antigénios desta bactéria, os
antigénios flagelares termoldbeis “H”, os antigénios somaticos termoestaveis “O” e o antigénio
capsular "K". O papel protetor de anticorpos IgG na CGB baseia-se na demonstracdo de que
esta classe de anticorpos estd presente nas secregdes genitais de animais protegidos por
imunizacdo sistémica (Wilkie et al.,, 1972), que estes anticorpos sdo eficazes opsoninas
(Corbeil et al.,, 1974) e que apOs a opsonizagdo, o Cfv € eliminado mais eficazmente por
fagocitose de polimorfonucleares ou mononucleares (Corbeil et al., 1975).

Segundo Bouters e outros (1973), uma vacina experimental de Cff confere imunidade
contra Cfv, pois estas duas subespécies partilham antigénios comuns. No entanto, a adicao de
uma segunda estirpe de Cfv a vacina é bastante praticada e fortemente sugerida. Para que
haja uma boa protecdo, o peso seco da vacina deve ser de aproximadamente 40 mg de
proteina por dose (Wagenaar & van Bergen, 2012).

Os efeitos de utilizacdo de vacinas contra a CGB em touros sdo controversos na
literatura (Vasquez et al., 1983; Foscolo et al.,, 2005). Clark e outros (1968, referido por:
Gomes, 2012) utilizaram uma bacterina com adjuvante oleoso na vacinagédo de quatro touros
infetados com o Cfv. Estes animais foram duas vezes inoculados num intervalo de cinco
semanas. Quinze dias apdés a segunda imunizagdo, constatou-se que todos os animais
estavam livres da infecdo, pelo que a vacina tinha um efeito terapéutico. Segundo um estudo

de Foéscolo e outros (2005), a administracdo de duas doses de vacina nos touros, com um
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intervalo de 23 dias, eliminaram a infecdo por Cfv em mais de 55% dos touros, pelo que a
vacinacdo de touros deve ser realizada, mas nao como medida Unica do programa de controlo.
Por sua vez, em condicfes de intensa atividade sexual, pode haver transmissdo mecanica por
touros imunizados, infetando assim vacas suscetiveis (Fivaz et al., 1978).

Nos touros, de forma a ajudar a eliminacdo do agente patogénico, no momento do
reforco vacinal é recomendada a realizacdo de uma infusédo de antibidticos ou antissépticos no
prepucio (Hum et al., 1993).

Segundo o estudo de Schurig e colaboradores (1975), a imunizacdo sistémica de
novilhas com bacterinas de Cfv tem também um efeito terapéutico. Hoje em dia, a vacinacao
de vacas infetadas é considerada uma medida bastante eficaz na prevencdo da CGB, mesmo
em rebanhos que apresentem altas taxas de infecdo (BonDurant, 2005; Stoessel, 1982).

Inicialmente, o controlo de CGB no rebanho envolvia principalmente a vacinacdo dos
touros, mas, devido a falhas documentadas da vacinacdo em eliminar infecdes em alguns
touros (Hum et al., 1993), este tipo de programa de vacinac¢ao podia permitir a permanéncia de
animais portadores de Cfv no rebanho. Assim, atualmente, o programa de vacinagdo contra
CGB nas explora¢des envolve inicialmente vacinar todas as novilhas, vacas e touros mais
velhos, em conformidade com as instru¢cdes dos fabricantes das vacinas. No caso da
primovacinagdo, os animais devem receber duas doses, uma em torno de 60 e outra em torno
de 30 dias antes do inicio da cobertura). Nos anos seguintes, todos os touros e novilhas de
reposi¢do deverdo ser vacinados, de preferéncia cerca de um més antes da época de cobri¢ao,
de forma a garantir que a protecao esta no seu pico durante o periodo de alto risco (BonDurant,
2005; Stoessel, 1982).

Devido a dificuldade em estimular uma resposta imunitaria no prepucio dos touros
comparativamente ao trato reprodutor das fémeas, a dose de vacinacdo de refor¢o para os
touros é de 2,5 vezes a recomendada para vacas. Visto que a prevenc¢do da infecdo por CGB
em touros € preferivel ao tratamento, recomenda-se a vacinagdo de todos os novilhos antes
destes sairem da exploracdo ou antes da sua primeira estacdo reprodutiva (Norman et al.,
2003).

As bacterinas com adjuvante a base de 6leo tém demonstrado ser as mais eficazes e
com a propriedade de proporcionar uma protecdo mais prolongada, apdés uma Unica dose
(Givens, 2006). Contudo, a administragdo de uma bacterina com adjuvante oleoso produz uma
reacdo em forma de tumefagdo no local da inoculacdo, que pode variar de um a cinco
centimetros de diametro, com duracédo de até um ano. Esta reacdo deve-se a lenta absorgéo
imunologicamente desejavel do adjuvante oleoso (Leite, 1977). Assim, devido a este
inconveniente, sobretudo de aspeto estético, alguns produtores tém relutdncia em vacinar os
touros antes da sua venda devido a depreciacdo da carcaga. Pelo que se devem escolher
zonas menos nobres da carcaca para a vacinacao. Até que uma vacina seja desenvolvida que

nao cause uma reacédo local tdo severa, os nédulos devem ser considerados como um sinal
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positivo de que o touro esta protegido contra CGB para encorajar os produtores a vacinar 0s
touros antes da exposicdo (Norman et al., 2003).

Relativamente a imunidade conferida pela vacinacao de vacas, as opinides dividem-se
em relacdo a eficacia deste procedimento. Num estudo de Clark e outros (1977), a
administracdo subcutdnea de uma Unica dose de vacina contra Cfv com adjuvante a base de
Oleo foi considerada eficaz na protegdo contra perdas reprodutivas de novilhas infetadas com
esta bactéria. Num estudo de Cobo e outros (2003), em que foram testadas duas bacterinas
comerciais contendo Cfv, administradas por via subcutdnea em vacas naturalmente infetadas,
por cobricdo com touros infetados, ndo houve protecdo contra a infecdo de Cfv. Apesar da
vacinacdo, as vacas vacinadas e as de controlo demonstraram um pobre desempenho
reprodutivo, o que indica uma baixa prote¢do das vacinas comerciais utilizadas. Neste estudo,
constatou-se que a imunizag¢do sistémica, com duas vacinas comerciais com adjuvante de
hidréxido de aluminio, ndo origina nenhum aumento significativo dos titulos de anticorpos
sistémicos. Embora a imunidade local tenha sido estudada, Cobo e outros (2003) sugerem que
a resposta imunitéria estimulada pelas vacinas utilizadas néo fornece protecdo contra Cfv. Uma
possibilidade para a auséncia de imunidade é a utilizacdo de hidroxido de aluminio como
adjuvante, visto que geralmente este induz uma imunidade de curta duragdo, em comparagao
com as vacinas com adjuvante a base de 6leo (Corbeil & BonDurant, 2001). Outro ponto critico
importante € que em ambas as vacinas ndo havia informacdes sobre a origem das estirpes
utilizadas e sobre a massa celular de cada subespécie C. fetus. Além disso, ha que ter em
conta a diferenga antigénica entre as estirpes locais e as internacionais e a mudanca nas
caracteristicas de patogenicidade destas bactérias durante a infe¢do, que podem também ser
as causas responsaveis pela falta de eficacia das vacinas (Schurig et al., 1975).

Por outro lado, num estudo de Campero e colaboradores (2010) em que se avaliou 0
efeito de trés vacinas comerciais (duas com adjuvante de hidréxido de aluminio e a terceira
com adjuvante de 6leo), aplicadas sistemicamente, ndo foi observado um aumento relevante
de anticorpos sistémicos, pelo que houve dlvidas sobre a imunidade conferida por estas trés
vacinas. Assim sendo, mais estudos sdo necessarios para avaliar a eficacia da vacinagao.

Leite (1977) relata que a relag@o custo-beneficio do controlo da CGB através da
vacinagdo das vacas é muito promissora, sendo que o retorno econémico é aproximadamente
de 18 vezes o valor investido na vacinagdo, pois o ganho de apenas um bezerro desmamado
equivale ao custo aproximado da vacinacdo de cem animais.

Nos ultimos anos tém surgido vacinas polivalentes para a imunizagdo contra agentes
patogénicos do trato reprodutivo feminino. Uma area de estudo na producao de vacinas contra
agentes patogénicos do trato reprodutivo é a vacinacdo na mucosa genital (Alves et al., 2011).
Cobo e outros (2004) testaram uma vacina contendo Cfv e Tritrichomonas foetus (protozoario
responsavel pela tricomonose bovina, uma patologia do trato genital de bovinos com
sintomatologia semelhante & CGB), utilizando imunizagfes via sistémica e via vaginal. Os

resultados mostraram melhor desempenho da vacina aplicada localmente, quando comparado
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com vacinas disponiveis no mercado, que normalmente utilizam a via subcutdnea de
administracdo. A inoculacédo intravaginal da vacina € uma forma de incitar a producao de IgA
no local onde ocorre a infecéo, sendo IgA um anticorpo que perdura mais e € mais resistente
que a IgG em infecdes por agentes patogénicos do trato genital bovino (Corbeil, 1999).

Uma vez que os sinais clinicos da CGB passam muitas vezes desapercebidos, uma
outra medida de controlo desta doenga é a manutencao de registos atualizados da exploracao,
de forma a haver um maior controlo dos indices reprodutivos. Assim, em propriedades em que
0 registo ndo é bem feito e o controlo ndo é tdo minucioso, esta doenca pode causar sérias
perdas economicas e de uma forma silenciosa, sem que seja na maior parte dos casos
diagnosticada (Miranda, 2005).

O correto diagndstico da CGB é um fator-chave em programas de controlo e
erradicacdo. A regulamentacdo do comércio deve ser baseada em métodos cientificos
internacionalmente acordados para o isolamento e identificacdo de Cfv. A OIE proporciona
esses métodos no Manual Testes de Diagnostico e Vacinas para Animais Terrestres (OIE,
2012b) e no Cddigo terrestre (OIE, 2012a) descreve as medidas sanitarias a serem utilizadas
pelas autoridades veterinarias dos paises importadores e exportadores. Estas diretrizes
proporcionam uma maior conformidade no diagnéstico de CGB e um melhor controlo da
doenca.

Antes da entrada numa exploragédo ou num centro de IA, todos os touros devem ser
testados para CGB. Segundo o Cddigo Terreste da OIE (OIE, 2012a) os touros devem ser
mantidos numa instalagdo de isolamento pré-entrada pelo menos 28 dias e tém de ser testados
para brucelose, BVD, IBR, virus da lingua azul, num minimo de 21 dias depois de entrar na
instalacdo de isolamento pré-entrada, exceto para Cfv e Tritrichomonas foetus, cujos testes
podem ser iniciados apds 7 dias em isolamento pré-entrada. Todos os resultados devem ser
negativos, exceto no caso dos testes serologicos de anticorpos BVD. Quanto ao Cfv, os
animais com menos de seis meses ou mantidos desde essa idade num grupo de touros antes
do isolamento pré-entrada, devem ser testados uma vez e evidenciarem um resultado negativo.
Por sua vez, animais com seis meses ou mais que possam ter tido contacto com fémeas antes
do isolamento pré-inscricdo, devem ser testados trés vezes em intervalos semanais, com um
resultado negativo em cada teste.

A implementacdo de uma estagdo de monta é também um procedimento util no
controlo de CGB, sendo que se entende por estacdo de monta ou estacdo reprodutiva o
periodo do ano em que as vacas sdo submetidas a reproducao. Para o controlo desta doenca,
a estacdo de monta deve consistir num periodo de 60 a 90 dias. Visto que a maioria das
fémeas consegue eliminar a infecdo ao fim de 120 a 180 dias, a sujeicdo a repouso sexual
durante este intervalo de tempo, pode constituir uma medida adicional ao controlo da CGB
(Nunes, 2005). Porém, como muitas fémeas persistem infetadas por varios meses e algumas

mantém mesmo a infecdo por toda a gestacao, a implementacao de um regime de estacéo de
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monta ndo propicia a erradicagdo da CGB dos rebanhos, apesar de auxiliar no seu controlo
(Alves et al., 2011).

Outra pratica recomendada para o controlo da CGB é o refugo de touros mais velhos e
reposicdo com touros mais novos e livres da doenca. Apesar de esta medida ser dificil de
implementar dado o seu caracter econémico, o refugo e reposicéo de touros pode trazer outros
beneficios para o produtor, nomeadamente o ganho genético representado pela introducéo de
um animal melhorador, com melhor libido e elevada capacidade de cobri¢éo e a diminuicdo do
risco de transmissédo de outras doencas para além da CGB (Pellegrin, 2002). A partilha de
touros entre exploracfes deve ser evitada (Finlay et al., 1985).

A separacdo dos animais jovens para a formacdo de um rebanho livre desta doenca
constituido apenas por novilhas virgens e touros ndo infetados seria o ideal. Contudo é dificil
de se executar na prética, pois € necessario que ocorra segregac¢ao total dos animais livres da
infecéo, dos infetados. Na maioria dos sistemas de producdo, a manutencdo desta separacao
total ndo é possivel ou é economicamente invidvel, resultando na infecdo do rebanho
segregado apoés alguns meses da implantacéo do programa (Alves et al., 2011).

A implementacdo de um programa de IA com sémen de qualidade é uma medida
bastante eficaz, visto que elimina a mais importante via de transmissédo desta doenca, 0 coito
(BonDurant, 2005). O tratamento do sémen é recomendado, sendo que a CGB foi a razdo
original da adicdo de antibidticos a este (Shisong et al., 1990). O sémen destinado a
comercializagcdo deve ser processado de acordo com as recomendacdes do CdAdigo Terreste
da OIE, que prevé adicdo de gentamicina (250 pg), tilosina (50 pg), lincomicina-
espectinomicina (150-300 pg) ou penicilina (500 Ul), estreptomicina (500 pg) e lincomicina-
espectinomicina (150-300 pg) ou amicacina (75 ug) e divecacina (25 pg) por mililitro de sémen
congelado (OIE, 2012a). O trabalho de Vargas e colaboradores (2005) comprova que a
utilizacé@o destas associagfes de antibidticos no tratamento do sémen é eficiente no controlo de
Cfv. Assim, a IA poderia prevenir a disseminacdo da enfermidade pela adicdo dos farmacos
recomendadas no sémen.

Em paises em que a IA é uma pratica comum, ndo se tém registado mais casos de
CGB (Pellegrin, 2002). Porém, é dificil utilizar a 1A em grandes rebanhos de bovinos de carne
em que predomina o sistema de criacdo em extensivo, devido ao alto custo do procedimento e
de dificuldades tecnoldgicas e de recursos humanos das propriedades.

No caso de se aplicar a IA é importante que ndo se utilize touros de repasse, pois estes
podem constituir reservatérios da infecdo (Stynen et al., 2003; BonDurant, 2005). O touro de
repasse € o animal de eleicdo quando se pretende investigar a prevaléncia de CGB num
rebanho, visto que este se encontra invariavelmente contaminado, uma vez que cobre quase
todas as fémeas que regressam ao cio depois da segunda ou terceira inseminacado (Pellegrin,
2002).
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2.8. Impacto econdmico

A CGB é uma doenga que apresenta sinais pouco evidentes, pelo que passa muitas
vezes despercebida, principalmente em exploracdes com registos insuficientes. Geralmente,
esta doenca apenas é diagnosticada quando se deteta uma taxa de parto reduzida, pelo que
nesta altura as perdas séo ja extensas (Schmidt, 2009).

Em 1963, o Laboratério de Pesquisa da RAY Fundation (Montana, EUA) conduziu uma
pesquisa de Cfv num total de 41 000 bovinos, e conclui que 17% das fémeas ndo estavam
gestantes apés a estacado de monta, devido a infertilidade e ao aborto precoce. Neste caso o
prejuizo provocado pela CGB, num ano, foi estimado em 225 mil ddlares (Safford, 1969).

Akhtar e colaboradores (1993) concluiram que a infegdo com Cfv em vacadas de leite
influenciou negativamente a producdo de leite. Por sua vez, Hum (2007) refere que a CGB
provoca um impacto negativo significativo sobre os parametros reprodutivos em bovinos de
carne e em bovinos de leite, o que representa uma grande perda econdmica para 0s
produtores, especialmente no primeiro ano de infecdo. As margens de lucro na presenca desta
doenca na exploracdo podem ser reduzidas em 65% no primeiro ano de infecdo. Quando a
doenca se estabelece numa exploracdo, o impacto econémico j4 ndo é tao evidente, contudo
as margens de lucro sdo geralmente 36% abaixo das explora¢des ndo infetadas.

As perdas economicas decorrentes da presenca de CGB numa exploracdo devem-se
ao refugo e necessidade de reposicdo de animais inférteis (as fémeas repetidoras de cio, que
abortam constantemente e os touros contaminados), ao custo do sémen e IA, queda na
producéo de bezerros e, no caso de bovinos de leite, a grande reducdo na producéo de leite
pelo aumento do intervalo entre partos (Goodger & Skirrow, 1986). H4 ainda que considerar 0s
custos no diagnéstico laboratorial da CGB (Gomes, 2012). Nos paises onde ocorre, esta
doenca causa grande impacto econémico, uma vez que leva a uma média de 60% de taxa de
retorno ao cio e que apenas 35% das novilhas cobertas fiquem prenhas (McCool et al., 1988).

Em exploracdes de bovinos de carne, o impacto da CGB resulta principalmente do
aumento do intervalo entre partos, reflexo do grande numero de vacas que falham em
conceber ou concebem tardiamente no periodo de monta, e da producdo de bezerros mais
leves, que sdo desmamados mais tarde, e que compdem lotes pouco uniformes, o que
influencia negativamente a sua comercializacdo (Kasari & Gleason, 1996).

O impacto econémico, a curto prazo, pode ser reduzido quando se utiliza maior nimero
de touros ou um periodo mais longo de estacdo de monta porque as fémeas ao serem
infetadas tém oportunidade de desenvolver imunidade, conceber e, posteriormente levar a
gestacdo a termo (Ball et al., 1987), contudo isto leva a que a doenca permaneca mais tempo
na exploracdo sem ser diagnosticada.

Outro parametro zootécnico também alterado na presengca desta doenca numa

exploracdo, é o aumento da idade da vaca a primeira cria, como consequéncia das novilhas

46



N

serem mais suscetiveis a infecdo por este agente, o que ocasiona maiores perdas nesta

categoria animal (Stoessel, 1982).

a7



3. Objetivos do trabalho

3.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi a pesquisa de Campylobacter fetus em amostras
prepuciais. Estas foram recolhidas pelo método da raspagem prepucial, com raspador proprio,
de touros presentes na regido do Alentejo. Este trabalho procura determinar a prevaléncia de
infecdo genital por Campylobacter fetus na regido e assim ressaltar a crescente importancia
desta patologia ho &mbito da reproducéo de bovinos de carne, proporcionando aos veterinarios
um conhecimento do que existe na regido do Alentejo de forma a incentivar a sua pesquisa,

controlo e prevencgéo.

3.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo:
e A pesquisa de Campylobacter fetus por imunofluorescéncia direta;
e A pesquisa de Campylobacter fetus por isolamento bacterioldgico;
e Correlacionar os resultados da imunofluorescéncia direta e do isolamento

bacterioldgico.
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4. Material e métodos

4.1. Imunofluorescéncia direta (IFD)

4.1.1. Recolha de amostras

Neste trabalho foram recolhidas 118 amostras prepuciais de touros de 25 exploracdes
diferentes, ao longo de oito meses. Apenas foi realizada uma colheita por animal. Os touros
pertenciam a raca Limousine, na maioria, mas também as racgas Alentejana, Charolés, Angus e
Blonde D’Aquitaine. As recolhas variaram entre um e dez touros por exploragdo, com uma
média de 4,72 touros por exploracao.

Para este trabalho procurou-se selecionar apenas touros com mais de quatro anos, que
ja tinham sido utilizados como reprodutores. Antes da recolha da amostra, o touro permanecia
em repouso sexual durante pelo menos sete dias.

Em primeiro lugar, o touro foi contido, ficando a perna mais proxima e cabeca presas
com uma corda. Durante a recolha da amostra foram utilizadas luvas, de forma a evitar a
infecdo iatrogénica dos touros amostrados em seguida. Depois, foi realizada a tricotomia da
zona em torno da abertura do prepucio. Antes da raspagem foi estimulada a mic¢éo, de forma
a evitar a contaminagdo da amostra com urina. Em caso de contaminacdo da amostra com
urina, a amostra seria novamente recolhida (Laboratorio Azul, 2013). Seguidamente a zona foi
limpa com uma folha de papel absorvente, e em caso de estar demasiado conspurcada foi
limpa com agua, ndo se podendo utilizar qualquer tipo de antisséptico de forma a ndo alterar a
microflora presente. (Schmidt, 2009). Um raspador (Figura 7), previamente esterilizado, foi
inserido na abertura do prepucio e, cuidadosamente raspou-se a superficie ao longo do pénis e
face interna do prepucio, em dire¢do antero-posterior, em sentido do fundo de saco, cerca de
vinte vezes (Laboratorio Azul, 2013). Em seguida, o raspador foi retirado do prepudcio e
introduzido num tubo com 8,5 ml de PBS fenolado estéril, de forma a lavar o raspador e
recolher o esmegma (McMillen et al., 2006). A correta identificagdo dos tubos foi um fator

importante a ter em conta. Estes foram transportados a temperatura de refrigeragéo, 4 °C.
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Figura 7 Raspadores (Laboratorio Azul)

Apbds o uso, os raspadores foram cuidadosamente limpos e lavados com agua morna e
mergulhados durante a noite numa solucao de agua com hipoclorito de s6dio (30 mL/L). No dia
seguinte, os rapadores foram novamente lavados com agua, para remover por completo o

cloro, e guardados num recipiente adequado (Hum & Mclnnes, 1987).

4.1.2. Preparacdo do conjugado

O conjugado utilizado neste estudo foi adquirido no Laboratorio Azul (Argentina) e
preparado conforme as recomendacdes deste laboratorio. Assim, para a sua preparagao
mediram-se 25 pL de conjugado anti-Campylobacter fetus (soro hiperimune de coelho
anti-Campylobacter fetus fetus e C. fetus venerealis marcado com isotiocianato de fluoresceina
— CAMPY-AZUL®, Laboratorio Azul), e distribuiu-se este volume em microtubos esterilizados.
Até a sua utilizacéo, os tubos foram conservados a -20 °C, para evitar congelar e descongelar
0 conjugado repetidas vezes. Aquando da utilizacdo, foi realizada uma diluicdo de 1:30,
adicionando-se 725 pL de solucdo PBS pH 7,2 (1x) a um microtubo com conjugado. Uma vez
diluido o conjugado, este foi utilizado imediatamente ou conservado ao abrigo da luz, a 4°C, até
24 horas.

4.1.3. Técnica de imunofluorescéncia direta

A técnica de imunofluorescéncia direta realizada neste estudo baseou-se no trabalho
de Figueiredo e colaboradores (2002). Em primeiro lugar, os tubos com as amostras clinicas
foram centrifugados a 600 g, a 4°C, durante 10 minutos, tendo-se em atencdo que os tubos na
centrifuga (Rotina 420R, Hettich®) em posicdes opostas deveriam conter o mesmo volume. De
seguida o sobrenadante foi transferido para um novo tubo falcon de 15 mL, devidamente
identificado, e foi novamente centrifugado, desta vez a 13 000 g, a 4°C, durante 30 minutos. A
primeira centrifugacéo foi realizada com o objetivo de depositar as células epiteliais e outros

detritos ndo relevantes para o estudo, e a segunda centrifugacéo teve como funcdo concentrar
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a amostra num volume menor. Apés a segunda centrifugacao, o sobrenadante foi rejeitado. Ao
deposito adicionou-se 500 uL de PBS pH 7,2 e agitou-se o tubo no vértex.

Desta suspensao, retiraram-se 20 pL que foram colocados numa lamina, devidamente
identificada, de forma a ficar uma gota pequena. Este procedimento foi realizado em duplicado.
Para os controlos negativo e positivo, colocou-se, numa lamina, 20 uL de solucdo PBS pH 7,2
e 20 yL de suspensao de Campylobacter fetus (Cepa control positivo NCTC 10354 — SOP 7
300 104, Laboratorio Azul), respetivamente. Depois de o material nas laminas ser seco na
estufa a 37°C, foi fixado com acetona a -20°C, durante 30 minutos.

Foi entdo adicionado 23 uL de conjugado fluorescente anti-Campylobacter fetus numa
diluicdo de 1:30 anteriormente preparado, de forma a cobrir o material fixado. Seguidamente,
as laminas foram incubadas durante 30 minutos, a 37°C, em camara himida. As laminas foram
entdo lavadas trés vezes com solugdo PBS pH 7,2 (1x), durante 10 minutos, e uma vez com
agua corrente, sem incidir diretamente sobre o material fixado. Depois, as laminas foram
montadas com solugcdo tamponada de glicerol pH 9,2 (90% glicerol e 10% de PBS 1x)
(Wagenaar & van Bergen, 2012).

Por fim, as laminas foram examinadas ao microscopio de epifluorescéncia, para
identificacdo das formas microbianas fluorescentes com morfologia tipica de Campylobacter
fetus. Nos casos em que, ao microscopio, a observacdo das laminas estava comprometida pela
presenca de muitos detritos, o processo foi repetido desde a primeira centrifugacdo com o
restante da amostra.

Os touros foram classificados como positivos, negativos ou suspeitos. Para uma
amostra ser considerada positiva era apenas necessario a observagdo de uma sé bactéria com
morfologia tipica de Campylobacter fetus. As leituras discordantes encontradas nos duplicados
das amostras (uma positiva e outra negativa) foram consideradas positivas. Por sua vez,
quando apenas eram observadas formas microbianas fluorescentes com uma morfologia
duvidosa, os touros foram classificados como suspeitos. As exploragdes com pelo menos um

touro positivo, foram classificadas como positivas.

4.2. Isolamento bacteriolégico

4.2.1. Recolha de amostras

Para o isolamento bacteriano foram recolhidas 22 amostras prepuciais, de cinco
exploragbes diferentes, pelo mesmo método de raspagem descrito anteriormente. Porém, o
raspador depois de retirado do prepucio do animal foi introduzido num tubo com 8,5 ml de PBS
estéril, de forma a lavar o raspador e recolher o esmegma (McMillen et al., 2006).

Aguardaram-se vinte minutos, para que as células epiteliais sedimentassem, e foi retirado 1 ml
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da camada superior do liquido com uma pipeta descartavel estéril, que foi inoculado no meio
de enriquecimento de transporte de Weybridge, sem permitir a formacéo de bolhas de ar. As
amostras foram transportadas para o laboratério a uma temperatura de 18 a 37 °C, ao abrigo
da luz (Garcia et al., 1983).

4.2.2. Técnica do isolamento bacterioldgico

Logo que chegaram ao laboratério, as amostras foram incubadas a 37 ° C durante 72
horas. Ndo ha necessidade de se incubar 0 meio de enriquecimento de transporte sob
condi¢cdes microaerdfilas (Hum et al., 2009). ApGs 72 horas, retiraram-se 100 puL da amostra,
que foram inoculados com um semeador de vidro numa placa de agar de Skirrow modificado
(Hum & Mclnnes, 1987). Este procedimento foi realizado em duplicado para cada amostra.
Todas as placas foram incubadas em atmosfera de microaerofilia a 37 °C, durante sete dias
(Schmidt, 2009). A atmosfera de microaerofilia (5-10% de oxigénio, 5-10% de diéxido de
carbono e, de preferéncia, 5-9% de hidrogénio) foi criada numa jarra usando um kit gerador de
gas (GENbox microaer, 96125 Biomérieux®) ou através de uma vela. Para a criacdo de uma
atmosfera de microaerofilia com uma vela, esta foi colocada acesa dentro da jarra e a jarra foi
cuidadosamente fechada, de forma a que a combustdo consumisse 0 Oxigénio e gerasse a
atmosfera pretendida.

No terceiro e sétimo dia de incubacao as placas foram examinadas quanto a presenca
de colénias pequenas (1-3 mm de didametro), lisas, brilhantes, ligeiramente cinzento-cor de
rosa, redondas, convexas e brilhantes, com um bordo regular (Hum & Mclnnes, 1987,
Wagenaar & van Bergen, 2012). Quando identificada uma coldnia suspeita de ser C. fetus, esta
foi inoculada numa nova placa por esgotamento por estria, e incubada em atmosfera de
microaerdfilia a 37 °C, durante sete dias, sendo examinada ao terceiro e sétimo dia de

incubacéo.

4.2.3. Identificacéo e Testes fenotipicos

ApOs a identificagcdo de coldnias suspeitas de C. fetus, procedeu-se a sua identificagao.
Os testes preliminares utilizados para determinar se os isolados pertenciam ao género
Campylobacter foram a coloragéo de Gram, o crescimento em atmosfera microaerdfila a 37 °C,
e os testes da producé@o de catalase e oxidase (Schmidt, 2009). Assim, em primeiro lugar
realizou-se a coloracao de Gram para verificar a morfologia das bactérias, bem como se estas
eram gram-negativas. Depois verificou-se se as bactérias em questdo eram microaerofilicas,
testando o seu crescimento em atmosfera aerdbica. Os testes da oxidase e catalase foram

também realizados. Depois de se determinar que as bactérias pertenciam ao género
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Campylobacter, 0 seu crescimento foi testado a 25 e a 42 °C, pois apenas a espécie C. fetus
cresce a 25 °C e ndo a 42 °C. Caso se tratasse de C. fetus, seria necessario fazer a distingdo
entre as duas subespécies, realizando a prova do crescimento em meio com 1% de glicina. A

imunofluorescéncia foi também realizada nas bactérias isoladas suspeitas de serem C. fetus.

Coloracdo de Gram

Com uma ansa esterilizada, retirou-se uma coldnia isolada e colocou-se numa lamina
onde ja se tinha adicionado uma gota de agua destilada. A lamina foi seca ao ar e fixada pelo
calor. De seguida, corou-se a lamina com cristal violeta durante um minuto. Posteriormente,
escorreu-se o corante, lavou-se com o mordente, solucédo de lugol, e cobriu-se a lamina com o
mordente durante um minuto e meio. Depois de lavar a lamina com agua, diferenciou-se com
uma solucdo de &lcool-acetona, e voltou-se a lavar com 4gua. Seguidamente, contrastou-se
com safranina durante um minuto, lavou-se com agua e deixou-se secar a lamina. Neste caso,
deixa-se contrastar com fucsina durante mais tempo que o normal, visto que o C. fetus nao
cora bem com a safranina. Por fim, observou-se ao microscépio ético com a objetiva de
imerséo.

Como j& foi referido, a espécie C. fetus é gram-negativa, e a morfologia das células é
bastonada, com a forma de virgula ou em forma de “S” ou asa de gaivota e o seu comprimento

é de 0,5 a 10 um e o didmetro varia entre 0,2 e 0,5 pum.

Requisitos atmosféricos

Inoculou-se por esgotamento por estria uma colénia de C. fetus em duas placas de
meio de agar sangue, e incubou-se a 37 °C uma placa em atmosfera aerdbica e a outra placa
em atmosfera de microaerofilia, esta Ultima servindo como controlo. Esta prova permite
diferenciar as espécies microaerdfilas, como Campylobacter spp., de outras espécies.

Teste da oxidase

A presenca de citocromo C foi demonstrada usando um stick comercial para o teste da
oxidase (06-119-025, Scharlau®). Para isso, com a ponta do stick tocou-se numa col6nia bem
individualizada, e ap6s meio minuto o resultado positivo foi indicado pelo desenvolvimento de

uma cor purpura.
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Teste da catalase

Em primeiro lugar, recolheu-se uma colénia bem isolada, tendo o cuidado de néo
arrastar meio de cultura, e colocou-se a col6nia numa lamina. De seguida, adicionou-se uma
gota de peroxido de hidrogénio (3%) (Hydrogen peroxide — 107209 Merck®) em cima da
colénia. Se houvesse a libertacédo de bolhas de gas (O,) o resultado era positivo, caso contrario

se nao houvesse producédo de bolhas de gas, o resultado era negativo.

Crescimento a25 e a 42 °C

Inoculou-se por esgotamento por estria uma colénia de C. fetus em trés placas de meio
de agar sangue, e incubou-se em atmosfera de microaerofilia a 25, 42 e 37 °C, esta Ultima
servindo como controlo. Esta prova permite diferenciar o C. fetus das restantes espécies de
Campylobacter, visto que o crescimento a 25 e a 37 °C indica que se trata de C. fetus,
enquanto o crescimento a 37 e 42 °C indica que se trata de uma outra espécie de

Campylobacter.

Crescimento em meio de 1% de glicina

Numa placa de meio de 1% de glicina inoculou-se por esgotamento por estria uma
colonia de C. fetus. Como controlo, a bactéria foi também inoculada numa placa de agar
sangue. Ambas as placas foram incubadas em atmosfera de microaerofilia a 37 °C, durante 72
horas (Wagenaar & van Bergen, 2012). O crescimento no meio de 1% de glicina indica que se

trata de Cff, por sua vez o ndo crescimento neste meio indica que se trata de Cfv.

Imunofluorescéncia direta

A técnica de imunofluorescéncia direta foi também utilizada na identificacéo de C. fetus,
sendo semelhante a descrita anteriormente para a pesquisa em amostras prepuciais.

Neste caso, com uma ansa esterilizada, retirou-se uma colénia isolada e colocou-se
numa lamina onde ja se tinha adicionado uma gota de agua. O procedimento foi realizado em
duplicado. Depois de as laminas serem secas na estufa a 37°C, estas foram fixadas com
acetona a -20°C, durante 30 minutos. O restante procedimento foi igual ao descrito

anteriormente no ponto 4.1.4.
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4.3. Analise estatistica

Neste trabalho foi calculada a prevaléncia estimada e a prevaléncia real. A prevaléncia
estimada foi calculada a partir dos resultados da IFD. A prevaléncia real foi calculada ajustando
o resultado da prevaléncia estimada a sensibilidade e especificidade do teste utilizado, de
92,59% e 88,89% respetivamente (Figueiredo et al., 2002), e com um intervalo de confianca de
95%.

Na andlise estatistica da concordancia entre os resultados da IFD e do isolamento
bacteriologico foi utilizado o teste kappa. Este € um teste de concordancia inter e
intra-observadores, ou testes de diagndstico, que mede o grau de concordancia, corrigindo o
que seria esperado simplesmente pelo acaso. O valor kappa varia normalmente de 0 a 1,
apesar dos numeros negativos serem possiveis, em que um ndmero mais préximo de 1
significa uma maior confiabilidade e os valores proximos ou menores que zero sugerem que 0
acordo é atribuivel ao acaso. Assim, se o valor de kappa se situar entre 0 e 0,20 a
concordancia € ligeira, entre 0,21 e 0,40 a concordéancia é consideravel, entre 0,41 e 0,60 a
concordancia é moderada, entre 0,61 e 0,80 a concordancia é substancial e entre 0,81 e 1 a

concordancia é excelente (Landis & Koch, 1977).
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5. Resultados

5.1. Imunofluorescéncia direta

Os resultados encontram-se resumidos na Tabela 5. Das 118 amostras recolhidas,
apenas uma ndo pdde ser avaliada por imunofluorescéncia, pois encontrava-se muito
contaminada mesmo apos as centrifugagfes, pelo que havia muita sobreposicdo de material
nas laminas. Assim, 117 amostras foram avaliadas, o que significa um aproveitamento de

99,15% das amostras.

Tabela 5 Resultados da imunofluorescéncia direta realizada em amostras prepuciais

Exploracéo N° série da Resultado da ResultadoNda
amostra amostra exploragéo

1 -
2 -
3 Suspeito

25.09.2012 1 : - Suspeito
6 -
7 -
8 -
1 -
2 +

01.10.2012 2 3 - +
4 -
5 +
6 +

02.10.2012 3 ! - "
8 +
9 +
1 +
2 -
3 -

10.10.2012 4 4 - +
5 +
6 +
7 +

11.10.2012 5 8 + +
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N° série da Resultado da Resultado da

SZE Y amostra amostra exploragéo
10 -
11 -
12 +
13 -
14 -
1 +
2 +
3 +
4 -
5 +
17.10.2012 6 +
6 +
7 +
8 Suspeito
9 -
10 +
1 -
2 +
3 -
4 +
5 +
22.10.2012 7 +
6 -
7 +
8 +
9 -
10 +
11 -
24.10.2012 8 12 - -
13 -
14 -
25.10.2012 9 1o - -
16 -
17 -
1 -
10 2 + +
7.11.2012 4 Suspeito
3 +
11 5 n +
1 +
21.11.2012 12 2 + +
3 +
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N° série da Resultado da Resultado da

Exploracéo amostra amostra exploragéo
21.11.2012 13 4 : -
1 .
2 +
28.11.2012 14 3 * *
4 +
5 +
1 .
2 Suspeito
3 .
4 +
412.12 15 5 * "
6 +
7 B
8 +
9 +
30.1.13 10 - - .
17 2 + *
1 B
8.2.13 18 2 - ’
3 .
1 +
2 +
19 3 + *
4 ;
5 +
13.3.13
6 }
7 B,
20 8 Suspeito +
9 +
10 +
1 Suspeito
2 +
3 +
17.4.13 21 4 + *
5 +
6 +
1 B
2 }
105.13 22 3 § *
4 Suspeito
5 Suspeito
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N° série da Resultado da Resultado da

Exploracéo Pt ostra S bloracas
6 -
7 +
1 -
2 -
15.5.13 23 | .
3 Suspeito
4 +
1 +
22.5.13 24 .\
2 +
1 +
23.5.13 o5 ) N .
3 -
Prevaléncia 51,28% 80,00%
(animais) (exploragdes)

Dos 117 touros avaliados, 60 foram positivos, 7 suspeitos e 50 negativos. Assim, a
prevaléncia estimada de infe¢é@o por C. fetus determinada neste estudo foi de 51,28% de touros
positivos e 5,98% de touros suspeitos. A prevaléncia real de infecdo por C. fetus, tendo em
conta a sensibilidade e especificidade do teste de IFD (Figueiredo et al., 2002), calculada foi de
52,89% (43,9 a 61,7%, com um intervalo de confianga de 95%), sem contar com 0s animais
suspeitos, visto que o diagndstico destes nao foi confirmado.

Por sua vez, das 25 exploragdes incluidas neste trabalho 20 foram classificadas como
positivas para a infecdo por C. fetus, o que equivale a uma prevaléncia de 80,00%, e uma

exploracéo foi classificada como suspeita (4,00%).
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Exemplo de duas amostras prepuciais submetidas a IFD: A — exemplo de uma amostra em que
se observavam muitas bactérias pequenas marcadas com fluoresceina (400 x); B — exemplo de uma
amostra em que se observavam muitas bactérias com morfologia tipica de C. fetus (400 x).

Verificou-se que para além das bactérias pertencentes a espécie C. fetus, mais
material ficava marcado com fluoresceina, consistindo assim em fluorescéncia nao especifica.
Em seis amostras prepuciais, em ambos os duplicados, observaram-se ao microscopio muitas
bactérias marcadas com fluorescéncia, mas com morfologia distinta da do C. fetus, mais

propriamente bactérias muito pequenas e curtas, juntamente com algumas bactérias um pouco
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mais compridas. Na Figura 8 observa-se a diferenga entre a morfologia observada nestes seis
casos (A) e a morfologia tipica correspondente ao C. fetus (B). Segundo o Dr. Alfredo Martinez,
responsavel pela parte do diagndstico de CGB no Laboratorio Azul (Argentina), trata-se de C.
fetus, pelo que as amostras que evidenciavam esta morfologia, foram re-classificadas como

positivas.

5.2. Isolamento bacterioldgico

Entre os 118 touros dos quais se recolheram amostras prepuciais para diagnostico de
infecdo por C. fetus através de IFD, a 22 dos touros foi também recolhida, simultaneamente,
uma amostra prepucial para isolamento bacterioldgico. Como j& foi referido, a amostra de um
dos animais n&do foi possivel ser utlizada para diagnostico por IFD. Os resultados

encontram-se resumidos na Tabela 6.

Tabela 6 Resultados da imunofluorescéncia direta e do isolamento bacterioldgico realizados em amostras

prepuciais
N série Nryal Isolamento bacteriolégico
Exploracéo da Imunof:sj_orescenua .
amostra ireta Resultado Observacdes
Isolado
1 n.d. + Campylobacter
fetus fetus
2 + -
Isolado
3 + + Campylobacter
17.4.13 21 fetus fetus
4 + -
Isolado
5 + + Campylobacter
fetus fetus
6 + -
1 - -
2 - -
3 - -
Suspeito
4 * ) Pseudomonas spp.
10.5.13 22
5 Suspeito -
6 ) ) Suspeito
Pseudomonas spp.
7 + ) Suspeito
Pseudomonas spp.
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Y o
N° série Imunofluorescéncia Isolamento bacteriolégico

Exploracéo da

amostra Direta Resultado Observagbes
1 i ) Isolado
Pseudomonas spp.
9 i ) Isolado
Pseudomonas spp.
15.5.13 23
. Isolado
3 Suspeito - Pseudomonas spp.
Isolado
4 + ) Pseudomonas spp.
1 + -
22.5.13 24
2 + -
1 + ) Suspeito
Pseudomonas spp.
Suspeito
23.5.13 25 2 + } Pseudomonas spp.
3 ) ) Suspeito

Pseudomonas spp.

n.d. — ndo determinado

Em algumas amostras em que se realizou o isolamento bacterioldgico, verificou-se a

presenca de colénias macroscopicamente semelhantes as colénias de C. fetus. Todavia,

através da coloragdo de Gram, verificou-se que a morfologia destas células ndo era

correspondente & de Campylobacter spp., pelo que ndo se prosseguiu com os restantes testes

de identifica¢do bacterioldgica.

As bactérias isoladas dos animais 1,3 e 5 da exploracdo 21, nos esfregacos corados

revelaram-se gram-negativas bastonadas, com a forma de virgula ou em forma de “S”. Nao

houve crescimento em aerobiose e os testes de oxidase (Figura 9) e catalase foram positivos,

pelo que se considerou que as bactérias pertenceriam ao género Campylobacter. Por sua vez,

foi testado o crescimento a 25 e a 42 °C, e como os trés isolados cresceram a 25 °C e ndo a

42 °C foram identificados como C. fetus. Seguidamente foi testado o crescimento das trés

estirpes em meio de 1% de glicina, para a distin¢cdo entre Cff e Cfv. Como os trés exemplares

cresceram no meio em questdo, foram identificados como Cff (Figura 10).
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Q. -

J
Figura 9 Teste da oxidase - o primeiro stick corresponde ao controlo negativo, os restantes sticks
pertencem as trés estirpes isoladas.

Depois de isoladas as estirpes, estas foram também submetidas a IFD. Contudo os
resultados foram diferentes do que se esperava, sendo a visualizacéo das bactérias dificil, pois
estas encontravam-se pouco marcadas com fluoresceina.

Em dez das amostras (45,45%) verificou-se que havia um crescimento homogéneo de
cor verde que cobria por completo a placa de agar de Skirrow modificado, impedindo assim a
recuperacdo de outras bactérias que la pudessem estar presentes. Quatro destas amostras
foram analisadas (repicagem para os meios agar McConkey e Kligler e realizacdo do API 20E)
e identificadas como Pseudomonas spp.. Nas restantes placas, a bactéria contaminante tinha a
morfologia colonial semelhante, porém ndo foi confirmada a sua identificagcdo por testes

bioguimicos.

Figura 10 Placa com cultura identificada como Campylobacter fetus fetus

Assim, das 21 amostras analisadas por IFD, doze foram classificadas como positivas
(57,14%) e duas como suspeitas (9,54%). Por sua vez, das 22 amostras em que se realizou o
cultivo bacteriolégico, apenas foram isoladas trés estirpes, todas identificadas como
Campylobacter fetus subsp. fetus.

Como se pode ver pela Tabela 7, em doze das amostras identificadas pela IFD como
positivas, apenas em duas foi possivel confirmar o resultado por isolamento. Por outro lado, as

sete amostras identificadas pela IFD como negativas, tiveram também um resultado negativo
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no cultivo bacteriolégico. Assim, sem considerar os animais suspeitos pela IFD, pois o seu
diagndstico ndo foi confirmado, temos que o isolamento bacteriano apenas conseguiu
identificar corretamente nove dos dezanove animais, pelo que falhou na identificagdo de 52,6%
dos casos. Por andlise estatistica calculou-se o valor kappa, que foi de 0,128, o que

corresponde a uma concordancia ligeira entre os dois métodos de diagnéstico.

Tabela 7 Comparagéo dos resultados obtidos pelo isolamento bacterioldgico e imunofluorescéncia direta

Imunofluorescéncia direta

Positivos | Negativos | Suspeitos
Positivos 2 0 0 2
10 7 2 19
12 7 2 21

Isolamento
bacteriolégico

Negativos
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6. Discussao de resultados

Neste trabalho pretendeu-se determinar a prevaléncia de infecdo prepucial por
Campylobacter fetus em touros na regido do Alentejo. Assim, a 118 touros com mais de quatro
anos, ja utilizados como reprodutores, foram colhidas amostras de esmegma por raspagem,
com raspador proprio, que foram posteriormente submetidas a diagnéstico por IFD.

A correta colheita de amostras € um aspeto primordial para o rigoroso diagnéstico de
C. fetus, pois a sua fiabilidade esta diretamente relacionada com o método, frequéncia de
colheita e, principalmente, acondicionamento e transporte do material (Pellegrin, 2002;
Pellegrin et al., 2003b). Neste trabalho realizou-se a pesquisa da doenca nos touros, pois estes
sdo portadores assintomaticos do agente, os principais responsaveis pela disseminacdo da
doenga (Miranda, 2005) e encontram-se em menor nimero nas exploragfes (Alves, 2006), pelo
que é mais facil recuperar as bactérias a partir de amostras de touros do que de vacas
(Schmidt, 2009). O material biolégico ideal para a pesquisa de C. fetus, nos touros o0 é o
esmegma (Winter et al., 1967; Pellegrin, 2002; Pellegrin et al., 2003b).

O periodo de repouso sexual durante 5 a 15 dias antes da colheita é essencial, visto
que possibilita o0 aumento do nimero de microrganismos no prepucio, permitindo um aumento
da sensibilidade do teste de diagndstico. Por sua vez, a realizacao de duas a trés colheitas em
intervalos de 7 a 15 dias é também importante (Noakes et al., 2001; Pellegrin et al., 2003b).
Todavia, é perfeitamente compreensivel que o produtor ndo possa prescindir do seu reprodutor
por um periodo de 45 dias, mesmo que isto sacrifique a precisdo de diagnéstico do seu
rebanho. Assim, o mais frequente, é que se realize uma Unica colheita de material para o
diagnéstico de CGB (Pellegrin, 2002), correndo-se o risco de haver falsos negativos. Neste
trabalho, devido a razdes logisticas, ndo foi possivel repetir a colheita de amostras no mesmo
animal, visto que esta envolve a separacdo dos touros novamente das vacas, 0 que ndo
agrada aos produtores e, por outro lado, aguando da possivel repeticdo muitos dos touros ja
ndo se encontravam na exploragao.

A escolha deste método de colheita de esmegma deveu-se a praticabilidade e rapidez
do método de raspagem, bem como ao facto deste método originar amostras que permitem um
eficaz diagnéstico de infecdo por C. fetus. Segundo Tedesco e outros (1977), o método de
recolha de esmegma de eleicdo é a raspagem com raspador. Pois com esta metodologia, por
isolamento bacteriologico, foram detetados mais animais como positivos, havendo também
menos contaminacdo das amostras.

O meio de diagnéstico de infecdo por C. fetus escolhido para realizar este estudo foi a
IFD, pois este € um método aconselhado pela OIE para o diagndstico de CGB e é considerado
como uma técnica sensivel, de facil utilizacdo, econémica e praticavel na maioria dos

laboratérios (Leite, 1977; Fernandes, 2009). Por outro lado, as condi¢des de colheita e tempo
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de transporte nao precisam de ser tédo rigorosos como para o isolamento bacteriolégico, pois a
IFD possibilita a identificacdo de bactérias ndo viaveis (Ruckerbauer et al., 1974). Esta é uma
técnica bastante utilizada para a realizacdo de estudos de prevaléncia, principalmente na
América do Sul (McCool et al., 1988; Lage et al., 1997; Pellegrin et al., 2002; Stynen et al.,
2003; Miranda, 2005; Leal et al., 2012; Molina, 2012). A IFD tem sido extensamente usada para
avaliar a prevaléncia de CGB, mas visto que o método ndo permite a diferenciacédo entre Cfv e
Cff, deve-se falar em prevaléncia de infecao genital por C. fetus.

Como desvantagem, esta técnica é apenas especifica para a identificagdo da espécie
C. fetus, ndo sendo possivel a distincdo entre as duas subespécies devido as suas
similaridades antigénicas (Hoffer, 1981), porém pode distinguir de outras espécies de
Campylobacter (Hoffer, 1981; Noakes et al., 2001; Figueiredo et al., 2002). A espécie C. fetus é
constituida por dois serotipos, sendo que a subespécie Cff apresenta os dois sorotipos e a
subespécie Cfv apenas apresenta o sorotipo A. Segundo o estudo de Figueiredo e
colaboradores (2002), visto que o conjugado é preparado contra uma estirpe de Cfv, que
possui apenas o sorotipo A, ndo existe reacdo do conjugado fluorescente contra Cff serotipo B.
Portanto 0s nossos resultados positivos referem-se a touros infetados com Cfv efou Cff
serotipo A, resultando as infe¢Bes causadas por Cff serotipo B como negativos.

O protocolo utilizado para a realizagdo da IFD foi o descrito por Figueiredo e
colaboradores (2002), pois neste estudo verificou-se um bom limite de detecdo, de
10 UFC/mL, e boa sensibilidade e especificidade da técnica, de 92,59% e 88,89%
respetivamente. Nesta técnica, realizam-se duas centrifugacdes com o objetivo de eliminar os
detritos e concentrar as bactérias num menor volume, o que permite um limite de dete¢do
substancialmente mais baixo. A presenca de detritos dificulta a reacdo antigénio-anticorpo da
IFD e a leitura por parte do técnico, dai a importancia da sua eliminacdo (Figueiredo et al.,
2002).

No presente estudo, verificou-se que por vezes a realizacdo de apenas um ciclo de
centrifugacdes ndo era suficiente, sendo necessaria a repeticdo das centrifugacdes para se
conseguir estabelecer o diagnéstico. Todavia, numa amostra, a presenca de detritos era de tal
forma excessiva que mesmo apéds dois ciclos de centrifugacdo a sua observagdo nao foi
possivel. Assim, apesar da contaminacdo das amostras ndo ser normalmente um problema
associado a IFD verifica-se que a colheita cuidadosa das amostras é importante.

Em algumas amostras observou-se a presenca de bactérias marcadas com
fluoresceina que possuiam uma morfologia um pouco diferente da habitual da espécie C. fetus.
A duvida sobre a espécie destas, foi esclarecida pelo Dr. Alfredo Martinez, responséavel pela
parte do diagnéstico de CGB no Laboratorio Azul (Argentina), que confirmou que se tratava de
C. fetus. Assim, se salienta a necessidade de um técnico especializado para a realizacdo do
diagndstico de campilobacteriose por IFD.

Na observacdo de todas as amostras foi constatada a presenca de fluorescéncia nao

especifica na IFD, pois muitos detritos apareciam marcados com fluoresceina. Contudo,
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pensa-se que nao haveria a marcacao de outras bactérias para além de C. fetus, pois segundo
Mellick e outros (1965), Dufty (1967) e Figueiredo e colaboradores (2002), o conjugado
fluorescente ndo reage contra Escherichia coli, nem contra outras bactérias da flora prepucial.

Segundo o presente estudo, a prevaléncia real nos animais de campilobacteriose na
regido do Alentejo é de 52,89% (43,9 a 61,7%, com um intervalo de confianca de 95%), sem
abranger os animais que permaneceram suspeitos pois ndo foi possivel repetir o seu
diagnéstico. Relativamente as exploracdes, a prevaléncia de campilobacteriose é de 80,00%.
Na revisdo bibliografica ndo foi encontrado nenhum estudo em Portugal sobre a prevaléncia
desta doenca. Segundo a OIE, em Portugal a doengca ndo foi reportada no periodo entre
Janeiro de 2005 e Junho de 2013 (OIE, 2013). Porém isto ndo indica que nao exista a doenca
em Portugal, mas que ndo ha uma pesquisa ativa da doenca.

Noutros estudos em que se utilizou como método de diagnéstico a IFD, a prevaléncia
de campilobacteriose nos touros variou entre 1,50% (Molina, 2012) e 52,3% (Pellegrin et al.,
2002) e nas explorages entre 2,28% (Molina, 2012) e 89,5% (Pellegrin et al., 2002). Visto que
em Portugal, e mais propriamente na regido do Alentejo, ndo se realiza por rotina o diagndstico
e controlo da CGB, seria de esperar uma prevaléncia elevada desta doenca.

Quanto a prevaléncia de CGB estimada neste estudo, h4 que ter em conta que a IFD
pesquisa a infecéo por Cfv e Cff sorotipo A, pelo que a prevaléncia apresentada podera estar
inflacionada, pois néo inclui unicamente a infegéo por Cfv. Por outro lado, apenas se efetuou
uma colheita de material por animal, o que significa que se se tivesse realizado as trés
colheitas recomendadas a prevaléncia poderia ser maior. Assim, fica demonstrada a
importancia deste estudo, confirmando-se a presen¢ca de CGB na regido do Alentejo, e
salienta-se a importancia da realizacdo de mais estudos por forma a comprovar a prevaléncia
desta doencga na regiéo.

Na segunda parte deste estudo pretendeu-se comparar dois métodos de diagnéstico de
CGB, a IFD e o isolamento bacterioldgico.

O método de diagnéstico de CGB aceite como gold standard é o isolamento
bacterioldgico, pois permite a diferenciagdo entre Cfv e Cff. A dificuldade no isolamento de Cfv
€ bastante reconhecida. Este microrganismo é fragil, de crescimento lento e requer condicfes
microaerofilicas especificas para o crescimento e sobrevivéncia. A técnica de amostragem
utilizada na colheita de amostras prepuciais foi a raspagem da mucosa do prepucio e do pénis
com um raspador proprio que € um método eficaz e permite a recolha de amostras com uma
menor contaminagdo com outras técnicas (Tedesco et al., 1977).

Como C. fetus é um microrganismo muito sensivel e de dificil isolamento, ao invés das
amostras serem transportadas em PBS, recorreu-se a utilizagdo de um meio de transporte. A
utilizacdo de um meio de transporte diminui a possibilidade de resultados falso-negativos, pois
permite a sobrevivéncia da bactéria durante mais tempo (Schmidt, 2009). Para este estudo foi
escolhido o meio de transporte e enriquecimento de Weybridge devido a sua facilidade de

preparacao e ao seu bom desempenho. Num estudo de Hum e Mclnnes (1987), é referido que
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0 meio de Weybridge é preferivel ao meio de Clark para o isolamento de C. fetus. Segundo os
estudos de Hum e outros (1994) e Monke e colaboradores (2002), o meio de Weybridge é
preferivel em relacéo a outros meios de transporte, tais como o meio de Clark, o meio de Cary
Blair, 0 meio SBL modificado e a solu¢do salina a 0,85%. O Meio de Weybridge, para além de
assegurar a viabilidade de Cfv durante o transporte, restringe ainda o crescimento de
microrganismos comensais e contaminantes.

Para o cultivo das amostras foi escolhido o meio seletivo agar de Skirrow modificado.
Existem diversos meios seletivos para a recuperacao de C. fetus a partir de amostras, que
recorrem a diferentes combinagdes de antibidticos de forma a impedir o crescimento de outras
bactérias para além de C. fetus. Num estudo de Monke e colaboradores (2002) comparou-se a
recuperacdo de Cfv através de trés meios diferentes, agar de Skirrow modificado, meio
Greenbriar Plus e agar sangue. Conclui-se que Cfv crescia igualmente bem nos trés meios,
mas o agar de Skirrow modificado era 0 mais eficaz na redugéo do crescimento de bactérias
contaminantes presentes nas amostras. Segundo Hum e colaboradores (2009), o meio seletivo
mais utilizado no isolamento de C. fetus é o agar de Skirrow modificado.

Contudo, um dos antimicrobianos frequentemente incorporados nos meios seletivos
para Campylobacter é a polimixina B. Jones e colaboradores (1985, referido por: Schmidt,
2009) e Hum e outros (1994) relatam que foram encontradas estirpes de Cfv sensiveis a
polimixina B. Assim, ha a possibilidade de se ter falhado no isolamento de Cfv em alguns casos
devido a este problema, pelo que é importante a pesquisa de alternativas a polimixina B.

Um dos problemas registados no isolamento bacteriolégico foi o crescimento de
bactérias contaminantes, mesmo com a utilizacdo de meios seletivos. O crescimento de
bactérias contaminantes durante o isolamento de C. fetus a partir de amostras prepuciais € um
problema bastante comum, e o seu controlo muito importante, estando diretamente relacionado
com a capacidade de isolamento de C. fetus. Os géneros Pseudomonas spp. e Proteus spp.
sdo os que mais frequentemente sdo detetados nas culturas de material prepucial, devido a
sua ubiquidade, crescimento rapido em relagdo ao C. fetus e resisténcia a alguns antibiéticos
(Lander, 1990). Num estudo de Bettero e outros (2009) em 35,4% das amostras examinadas
foi isolado Pseudomonas aeruginosa, e em 12,5% Klebesiella spp. Também no trabalho de
Schmidt (2009) se registaram graves problemas com o crescimento de Pseudomonas.

No presente estudo, em dez das vinte e duas amostras (45,45%) observou-se um
crescimento homogéneo de cor verde que cobria por completo a placa de agar de Skirrow
modificado, impedindo assim a recuperagdo de outras bactérias que |4 pudessem estar
presentes. De modo a identificar qual a bactéria presente, quatro destas amostras foram
analisadas por repicagem para 0os meios agar McConkey e Kiligler e realizacdo do API 20E,
revelando tratarem-se de Pseudomonas spp. Como ja foi referido, a contaminacdo com
Pseudomonas impediu a recuperacéo de C. fetus mesmo com a utilizacdo de meios seletivos,
pelo que, em estudos seguintes, se sugere a aplicacdo de uma filtracdo antes da inoculagdo

em agar de Skirrow modificado, com o objetivo de reduzir a presenca de bactérias
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contaminantes. A filtragdo de amostras através de filtros de membrana de 0,65 um de
porosidade é frequentemente utilizada (Irons e outros 2004), mas o valor desta técnica é
guestionavel, pois os filtros poderao reter um nimero significativo de Campylobacter, para além
das bactérias comensais e contaminantes, originando resultados potencialmente
falso-negativos (Hum et al., 1994).

O método de eleigéo para a diferenciacédo entre subespécies é o crescimento num meio
com 1% de glicina. Segundo a OIE (Wagenaar & van Bergen, 2012), as estirpes que toleram o
crescimento num meio com 1% de glicina séo classificadas como Cff, enquanto as que néo
conseguem crescer neste meio sdo classificadas como Cfv. Visto que as trés estirpes isoladas
neste trabalho cresceram no meio de 1% de glicina, foram identificadas como Cff.

Todavia, a biovar Cfvi consegue crescer num meio com 1% de glicina, o que dificulta a
sua classificacdo. Assim, Salama e outros (1992) sugerem que o crescimento devera ser
testado em quatro concentracGes de glicina diferentes, 0,6, 1,0, 1,3 e 1,9%; em que as estripes
que sO crescerem a uma concentracdo inferior a 1% sdo Cfv, as que conseguem crescer até
1% de glicina sdo Cfvi e as que conseguem crescer nas concentragdes mais altas serdo Cff
(Salama et al., 1992). Porém este é um método que ndo vem referenciado em mais artigos,
nem no Manual da OIE (Wagenaar & van Bergen, 2012), pelo que serdo necessarios mais
estudos sobre este método de diferenciacdo. Num estudo recente, verificou-se que a utilizagédo
de agar Mueller-Hinton nos testes de sensibilidade a glicina era o principal fator para a
identificacdo errada das estirpes, devendo ser substituido por agar sangue (McGoldrick et al.,
2013).

Em relagdo a outras técnicas de diferenciacdo de Cff e Cfv, em alguns casos o0s
resultados s&o contraditorios, pelo que estes métodos devem ser considerados apenas
indicativos (Schulze et al., 2006). A falta de reprodutibilidade € uma complicacéo adicional nos
métodos de identificacdo de Cfv, devido a grande variagdo na execucdo dos testes fenotipicos,
de laborat6rio para laboratério (van Bergen et al., 2005a), o que aumenta o risco potencial de
erro de identificacao.

As estirpes isoladas foram também submetidas a IFD. Porém, a visualizacdo das
bactérias era dificil, encontrando-se estas pouco marcadas com fluoresceina. Segundo o Dr.
Alfredo Martinez (Laboratorio Azul, Argentina), este fendmeno deve-se as sucessivas
repicagens do agente, o que leva que este perca a capsula, impossibilitando a reacdo
antigénio-anticorpo e, consequentemente, resulte na falha da imunofluorescéncia.

Como jé foi referido, das 22 amostras recolhidas para isolamento bacteriolégico e IFD,
ndo foi possivel analisar por IFD uma amostra. Assim, apesar de se terem isolado trés estirpes,
apenas duas tinham correspondéncia com a andlise por IFD. Quando as técnicas de IFD e
isolamento bacteriolégico foram comparadas, foi observada uma maior sensibilidade na IFD em
relacdo ao isolamento bacteriolégico. O isolamento bacteriolégico apenas identificou como
positivas duas das doze amostras positivas no diagnéstico por IFD, apresentando as restantes

um resultado negativo. Por andlise estatistica foi determinado o valor de kappa, que foi de
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0,128, o que representa uma concordancia ligeira entre os métodos de diagndstico, o que
ocorreu porque o isolamento demonstrou uma sensibilidade reduzida para o diagnoéstico de C.
fetus.

Visto que nao é possivel realizar o diagndstico clinico da CGB, pois varias doencas do
trato genital de bovinos podem produzir sinais clinicos semelhantes (Lage & Leite, 2000) a
confirmacédo laboratorial € imprescindivel. O isolamento de C. fetus é considerado o gold
standard para o diagnéstico de CGB, mas 0 baixo nimero de microrganismos por amostra, a
sua fraca resisténcia e as inUmeras bactérias contaminantes podem prejudicar os resultados
deste meio de diagndstico. Por sua vez, a IFD é um método rapido e facil de realizar, a
presenca de contaminantes ndo é um problema relevante, mas nao permite a distincdo entre
as duas subespécies. Para além disso, as condi¢cdes de colheita e tempo de transporte ndo
precisam ser tdo rigidas quanto as exigidas para o isolamento (Figueiredo et al., 2002;
Pellegrin, 2002). O resultado da IFD pode ser emitido pelo laboratério em apenas doze horas
(Leite, 1977; Fernandes, 2009), enquanto o resultado do isolamento bacteriano apenas sera
proferido ao fim de pelo menos dez dias (Groff, 2010).

A técnica de IFD apresentada neste estudo ndo consegue discriminar entre Cff e Cfv,
no entanto, a elevada sensibilidade e o baixo custo desta técnica, em comparacdo com o
isolamento bacteriolégico, pode ser muito Util em estudos epidemioldgicos.
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7. Conclusao

Os resultados deste estudo evidenciaram a presenga da infecéo por C. fetus em touros
na regido do Alentejo, sendo a prevaléncia estimada de CGB nesta regido de 52,89% (43,9 a
61,7%, com um intervalo de confianca de 95%), sem contar com 0s animais suspeitos, visto
gue o diagndstico destes nédo foi confirmado. Quanto a prevaléncia nas exploragfes testadas,
esta foi bastante elevada, com um valor de 80,00%. Por sua vez, o isolamento bacteriologico
foi dificil de executar e a sua correlacdo com o diagndstico por IFD foi bastante baixa, sendo o
valor de kappa de 0,128. No isolamento bacteriologico a presenca de contaminantes foi um
problema evidente, conduzindo possivelmente a alguns resultados falso-negativos.

Assim, recomenda-se a inclusdo da pesquisa de CGB na rotina de diagndstico
laboratorial e na lista de provaveis doengcas que causem baixos indices reprodutivos em
exploracfes da regido.

Os resultados apresentados expfem a necessidade do desenvolvimento de pesquisas
nesta area para que sejam geradas informacfes atuais sobre as condi¢cdes das exploracdes
alentejanas frente a CGB e a sua possivel influéncia na produtividade e rentabilidade da
bovinicultura, para que possibilitem o desenvolvimento e a aplicacdo de medidas preventivas e
de controlo da CGB.

O papel do Médico Veterinario nesta doenca € fazer um correto diagnéstico, e adotar
medidas de profilaxia e controlo sanitario, de modo a aumentar os lucros da exploracdo da

pecuaria.
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Anexo

Solucdo-mée tampéo fosfato (phosphate buffer saline — PBS) (10x)

Para a preparacdo da solucdo-mde tampdo fosfato, pesaram-se as quantidades
referidas na Tabela I, para um volume total de 1 L.. Os reagentes pesados foram colocados
num copo de precipitacdo, adicionaram-se 800 mL de agua e agitou-se sobre um agitador
magnético. Uma vez dissolvidos os reagentes, completaram-se os 1000 mL com agua
destilada e esterilizou-se a solu¢do na autoclave a 121 °C, durante 15 minutos. Esta solugéo foi
conservada a 4 °C.

Tabela | Reagentes para a solu¢cdo-méae de PBS (10x)
Reagente Volume final = 1000 mL

Cloreto de sédio NaCl 81,70 g

NazHPO4.12H,0 26,50 g

Fosfato diss6dico Na;HPO4.2H,0 13,89 ¢

Na,HPO, 10,51 g

NaH,P0O4.2H,0 4,07 g

Fosfato monossédico NaH,PO4.H,0 3,609
NaH,PO4 3,12 g
Agua destilada H.0 1000 mi

Solugéo PBS pH 7,2 (1x)
Para a preparagdo de PBS pH 7,2 (1x), mediram-se 900 mL de agua destilada e

esterilizada e adicionaram-se 100 mL de solugdo-mae de PBS (10x). Apés medido o pH, que

foi de 7,2 (x0,1), guardou-se a 4 °C e ao abrigo da luz, num frasco de cor ambar.

Solucéo PBS fenolada (0,5%)

Para a elaboracdo da solucdo PBS fenolada, em primeiro lugar, preparou-se uma

solucao de fenol a 50%. Para a preparacao desta solucao, utilizando luvas, pesaram-se 5g de
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fenol (CsHsO) em cristais e adicionou-se 10 mL de agua destilada e esterilizada. Depois,
mediram-se 890 mL de agua destilada e esterilizada e adicionaram 100 mL de solucao-mae de
PBS (10x), e 10 mL de solucdo de fenol a 50%. Apés a medicdo do pH, que foi de 7,2 (x0,1),
distribui-se a solucdo por tubos falcon esterilizados de 15 mL, ficando 8,5 mL por tubo.

Colheita de sangue

A preparacdo de alguns meios de cultura requer a adigdo de sangue desfibrinado. Por
isso antes destes serem preparados, realizou-se uma colheita de sangue.

Para a colheita de sangue desfibrinado, é necessario adicionar 10% de anticoagulante
ao sangue. Por isso, em primeiro lugar, colocou-se 25 mL de anticoagulante num frasco
esterilizado de 250 mL.

Selecionou-se uma ovelha tendo em conta que deveria apresentar uma boa condi¢do
corporal e estar em bom estado de saude. O animal foi entdo contido e na zona da jugular
realizou-se a tricotomia e a assepsia com uma solugéo de iodopovidona e seguidamente com
alcool 70°. Enquanto se fazia o garrote da zona, o cateter foi introduzido na jugular e o sangue
foi recolhido para o frasco anteriormente preparado com anticoagulante. Ha que ter em conta
que as condi¢des de assepsia sdo muito importantes para a correta recolha de sangue.

De modo a verificar se o sangue recolhido ndo se encontrava contaminado, este foi
inoculado em agar sangue, e a placa foi incubada durante 24 horas a 37°C. O sangue estava
apto a ser utilizado, caso ndo se observa-se o0 crescimento de nenhuma colénia na placa

inoculada.

Meio de enriquecimento de transporte Weybridge

O meio escolhido para o transporte de C. fetus foi o meio de enriquecimento de
transporte Weybridge. Na composicéo original deste meio era utilizado cicloheximida (Lander,
1990), contudo devido & sua potencial toxicidade, este agente antifiingico foi substituido por
anfotericina B (Wagenaar & van Bergen, 2012).

Para a elaboracdo deste meio prepararam-se 500 mL de caldo Mueller-Hinton,
juntando 15,5 g de base do caldo Mueller-Hinton (Mueller-Hinton Broth - CM0405 Oxoid®) a
500 mL de agua destilada, ao qual se adicionou 2,5 g de carvao bacteriolégico. Esta
preparacdo foi depois esterilizada na autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Depois de
arrefecido o meio, adicionou-se assepticamente 35 mL de sangue desfibrinado, uma ampola de
suplemento de crescimento para Campylobacter (Campylobacter Growth Supplement - SR0232
Oxo0id®), uma ampola de suplemento seletivo para Campylobacter de Skirrow (Campylobacter
Selective Supplement - SR0069 Oxoid®), 25 mL de 5-fluorouracil (10 mg/mL) (343922,
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Calbiochem®) (Hum & Mclnnes, 1987) e 5mL de anfotericina B (200 pg/mL) (171375,
Calbiochem®) (Anexo).

Assepticamente, o meio de transporte preparado foi distribuido em tubos esterilizados
de 10 mL, ficando 8 mL por tubo. Aquando da distribuicdo, o meio foi regularmente agitado, de
modo a permitir uma distribuicdo uniforme do carvdo bacteriolégico. Os tubos foram

conservados a 4 °C até a sua utilizagdo (Hum & Mclnnes, 1987).

Agar de Skirrow modificado

Em primeiro lugar preparou-se o agar sangue, juntando 40 g de base de agar sangue
(Blood agar base: CM0271 — Oxoid®) a um litro de &gua, e deixou-se ferver para a sua
completa dissolucéo. Depois de esterilizado na autoclave a 121 °C durante 15 minutos, deixou-
se arrefecer até aos 55°C e adicionou-se 70 mL de sangue desfibrinado, uma ampola de
suplemento seletivo para Campylobacter de Skirrow (Campylobacter Selective Supplement -
SR0069 Oxo0id®) (Hum & Mclnnes, 1987), e 5 mL de anfotericina B (400 pg/mL) (171375,
Calbiochem®) (Anexo).

Com os devidos cuidados de assépsia, o meio foi distribuido em placas de Petri
esterilizadas. Depois de solidificado o meio, as placas foram incubadas a 37 °C, durante 24
horas, de modo a verificar se néo teria ocorrido contaminacdo do meio. Depois da prova de

esterilidade, as placas foram conservadas a 4 °C.

Agar sangue (AS)

Em primeiro lugar preparou-se 0 agar sangue, juntando 40 g de base de agar sangue
(Blood agar base: CM0271 — Oxoid®) a um litro de &gua, e deixou-se ferver para a sua
completa dissolucéo. Depois de esterilizado na autoclave a 121 °C durante 15 minutos, deixou-
se arrefecer até aos 55 °C e adicionou-se 50 mL de sangue desfibrinado. Com os devidos
cuidados de assépsia, o meio foi distribuido em placas de Petri esterilizadas. Depois de
solidificado o meio, as placas foram incubadas a 37 °C, durante 24 horas, de modo a verificar
se nao teria ocorrido contaminacdo do meio. Depois da prova de esterilidade, as placas foram

conservadas a 4 °C.

Meio de 1% de glicina

O meio de 1% de glicina tem como base o agar Mueller-Hinton suplementado com 10%

de sangue. Assim, em primeiro lugar, adicionou-se 19 g de agar Mueller-Hinton (Mueller-Hinton
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Agar - CM0337 Ox0id®) e 5 g de glicina (Glycine — 3570 Calbiochem®) a 500 mL de agua,
deixou-se ferver para a sua completa dissolucdo. Depois de esterilizado na autoclave a 121 °C
durante 15 minutos, deixou-se arrefecer até aos 55 °C e adicionou-se 100 mL de sangue
desfibrinado.

Com os devidos cuidados assépticos, o meio foi distribuido em placas de Petri
esterilizadas. Depois de solidificado o meio, as placas foram incubadas a 37 °C, durante 24
horas, de modo a verificar se ndo teria ocorrido contaminacdo do meio. Depois da prova de

esterilidade, as placas foram conservadas a 4 °C.

Meio de conservagdo FBP

Para conservar Campylobacter fetus, preparou-se o meio de conservacdo FBP. Em
primeiro lugar dissolveram-se 25 g de caldo nutriente (Nutrient Broth — 70122 Sigma®) num
litro de &gua destilada. A esta solucdo foi adicionado 1,2 g de agar, 1,0 g de extrato de
levedura, uma ampola de suplemento seletivo para Campylobacter de Skirrow (Campylobacter
Selective Supplement - SR0069 Oxoid®) e 150 mL de glicerol. O meio foi distribuido em
microtubos de 1,5 mL, completando este volume. Os tubos foram esterilizados na autoclave a
121 °C durante 15 minutos (Lander & Gill, 1985).

Até a sua utilizacao, os tubos foram conservados a 4 °C. Para a inoculacdo do meio,
com uma zaragatoa estéril recolheu-se toda a cultura de uma placa de AS pura da estirpe a ser
conservada e inoculou-se num microtubo, que foi depois congelado a -20 °C.

Depois de inoculado o meio de conservacdo FBP com C. fetus, as bactérias
permanecem viaveis durante algumas semanas a temperatura ambiente e durante alguns

meses a -20 °C.

Suplemento de crescimento para Campylobacter

Uma ampola de suplemento de crescimento para Campylobacter (2mL)
(Campylobacter Growth Supplement - SR0232 Oxoid®) é constituida por:
e 0,125 g de piruvato de sddio,
e 0,125 g de metabissulfito de sddio e
e 0,125 g de sulfato ferroso (sal hidratado).
Adicionou-se o conteddo de uma ampola a 500 ml de um meio nutriente estéril

arrefecida até 50-55 ° C, com 5-7% de lise desfibrinado cavalo ou de sangue de carneiro.
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Suplemento seletivo para Campylobacter de Skirrow

Uma ampola de suplemento seletivo para Campylobacter de Skirrow (Campylobacter
Selective Supplement - SR0069 Oxo0id®) é composta por:
e 5,0 mg de vancomicina,
e 2,5mg de trimetoprim e
e 1.250 Ul de polimixina B.
Reconstituiu-se a ampola de acordo com as instrucdes adicionar assepticamente o
contetido a 500 ml de um meio nutriente arrefecida até aproximadamente 50 ° C, com 10% de

sangue de cavalo desfibrinado ou ovelhas.

Preparacédo da solucéo de 5-Fluorouracil

Para preparar 25 mL de solugdo de 5-fluorouracil na concentracdo de 10 mg/mL,
pesou-se 250 mg deste composto e adicionou-se 25 mL de agua destilada esterilizada. Depois

de solubilizado, a solu¢éo foi esterilizada por filtragéo (filtro de 0,2 um).

Preparacéo da solucéo de anfotericina B

Para preparar 5 mL de solu¢cdo de anfotericina B na concentracdo de 200 pg/mL,
pesou-se 1 mg de anfotericina B e adicionou-se 5 mL de agua destilada esterilizada. Depois de
solubilizado, a solucéo foi esterilizada por filtrac&o (filtro de 0,2 um). De modo a preparar 5 mL
de solucéo de anfotericina B na concentracdo de 400 pug/mL, pesou-se 2 mg de anfotericina B e

adicionou-se 5 mL de agua destilada esterilizada. Esta foi esterilizada por filtrag&o (filtro de 0,2

pum).
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