COMPARACAO DE TRES TECNICAS DE COLETA DE AMOSTRA

DE MATERIAL PREPUCIAL PARA DIAGNOSTICO DA CAMPILOBACTERIOSE.’
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RESUMO - Utilizaram-se seis reprodutores bovinos infectados naturalmente com Campylobacter fetus,
para comparar trés métodos de coleta de material prepucial para exame bacteriolégico: o da pipetae
bulbo de pldstico Bartlett et al. (1947), com escarificagdo da regifo prepucial e aspiragdo do esmegma;
o da mecha (“swab™) Gibson et al, (1970), com adapta¢do de uma bucha de gaze e algoddo 4 extremi-
dade de uma pipeta de plistico para fricgdo da regido prepucial; e o da lavagem, com caldo tripticase,
do prepiicio com o aparelho G.M., descrito por Mello (1953). O exame bacterioldgico do material
coletado mostrou conclusivamente que a coleta do esmegma prepucial com pipeta e bulbo de pldstico
foi a técnica mais eficiente, considerando-se o maior nimero de amostras positivas para a identificagfo
e recuperagio do Campylobacter fetus e a menor interferéncia dos organismos contaminantes.

Termos para 1ndexagao Vibric fetus, vibriose, aborto vibridnico, mfecgao vibridnica, Campylobacter
fetus, esterilidade enzodtica.

COMPARISON OF THREE TECHNICS FOR COLLECTION OF PREPUTIAL SAMPLES
FOR THE DIAGNOSIS OF CAMPYLOBACTERIOSIS

ABSTRACT - Using six bulls naturally infected with Campylobacter fetus, three technics for collection
of preputial samples for bactericlogical examination were compared: the first technic consisted in
utilizing a plastic pipette and bulb of artificial insemination Bartlett et al. {1247}, to aspirate material;
the second, using a “swab” Gibson et al. (1970}, adaptated to a plastic pipette of artificial insemination
was used to scrub the preputial cavity mucosa; the third technic involves the washing of the preputial

~ cavity with the aid of a G.M. apparatus Mello {1953), with tripticase broth, Bacteriological examination

of the samples shows conclusively that aspirating was the technic of choice because it permits the

" identification of more Campylobacter fetus positive samples besides less mterfe rence from contaminating

orgamsms

Index terms: Vibrio fetus, \rlbrlosas, vibrionic abortion, vibrionic mfectuon Campylobacter fetus,

enzootic sterility,

- INTRODUGAO

E reconhecido, de longa data, que a campilo-
bacteriose é uma doenga verdadeiramente venérea
e que reprodutores infectados sdo o fator-chave do
seu diagnéstico e controle, segundo Dufty (1967),
Schutte (1969) e Carrol & Hoerlein (1972},

Assim, sempre que se pfetende alcangar um
diagnéstico definitivo, o Campylobacter fetus deve
ser isolado das amostras coletadas do saco prepucial
de reprodutores suspeitos de infecgio. Entretanto,
o isolamento desses organismos a partir das secre-
gSes prepuciais é dificultado pelo reduzido nimero
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de colénias de Campylobacter fetus existentes nas
amostras e pela alta taxa de contaminantes resis-
tentes, segundo Shepler et al. (1963), Dufty {1967)
e Winter et al. (1967).

Embora estudos epidemiolégicos realizados por
Schutte (1969) e Clark (1971) tenham evidenciado
a importincia do reprodutor na transmissio da
campilobacteriose venérea, tal fato sé passou a
ser considerado apés o desenvolvimento de meios
de cultura seletivos para o primeiro isolamento do
Campylobacter fetus dos fluidos prepuciais, posto
em pritica por Smibert {1974).

Florent {1953} e Plastridge et al, (1961) reco-
nhecem ser o macho o elemento preponderante
para o diagnéstico da doenga nos rebanhos. O su-
cesso do uso de'meios de cultura seletivos, embora
apresentando resultados varidveis, vem favorecendo
o acréscimo da média de isolamentos do gérmen
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em reprodutores infectados (Plumer et al. 1962,

Shepler et al. 1963, Winter et al. 1965, Dufty &:

McEntee 1969).

Ao mesmo tempo, diferentes técnicas tém sido
também desenvolvidas para a coleta de amostras,
como: a utilizagio da pipeta de pldstico de insemi-
nagio artificial, com. pequenas adaptacdes de
acoplamento segundo - Bartlett et al. (1947),
Hughes (1956), Plumer et al. (1962), Dufty (1967),
Dufty & McEntee (1969),Castro et al. (1963, 1967),
Clark et al. (1969), Fernandes et al, ( (1975) e Leite
(1977); a utilizagdo da lavagem prepucial segundo
Murnane et al. (1959) e Dufty & McEntee (1969),
ou, ainda, a utilizagio da raspagem prepucial
segundo Sutka & Katal (1969) e Gibson et al,
(1970).

Tedesco et al. (1977) realizaram um estudo
comparativo de trés técnicas de coleta de amostras
de material para diagndstico da doenga de reprodu-
tores bovinos.

O presente estudo visou a comparar a eficiéncia
de trés técnicas simples para a coleta de material
prepucial em reprodutores bovinos para diagnéstico
da campilobacteriose.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seis reprodutotes bovinos da raga
Holandesa, com cinco a seis anos de idade, sendo um da
variedade preto-e-branco e trés da variedade vermetho-e-
-branco, ¢ os demais, das ragas Devon e Guernsey. Os
animais estavam localizados nos municipios de Itaguai’ e
Santa Cruz, no Estado do Rio de Janeiro,

- Esses reprodutores foram infectados naturalmente,

mediante monta em fémeas contiminadas com Campylo-
bacter fetus e considerados positivos através de procedi-
mento segundo Ramos et al (1983). Uma vez compro-
vada a infecgfo, os machos foram isolados das fémeas,
servindo para o estudo comparativo de trés técnicas de
coleta de material prepucial, a saber; coleta de esmegma
(Técnica 1), coleta de muco por fricgdo (Técnica 2) e
coleta de lavado prepucial (Técnica 3). As amostras prepu-
ciais foram coletadas simultaneamente pelas trés técnicas,
decididas a0 acaso, durante seis meses, com intervalos de
30 dias para cada lote de dois animais, sorteados também
a0 acaso, de modo que ocomesse sempre um rodizio da
utilizagfo de cada técnica e do Jote de reprodutores.
Como a cada coleta de material prepucial envolvia a utili-
zagio das trés técnicas, obtiveram-se 18 amostras de
material prepucial de cada reprodutor. O dstio prepucial
era higienizado por Iavagem com 4gua corrente e sabdo
e secagem com toalha limpa, recebendo aplicagio de orto-
-fenil/fenol na forma de spray, .
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O esmegma prepucial eza coletado com pipeta de plds-
tico de inseminagdo artificial, acoplada 2 um bulbo de
pldstico (Fig. 1) segundo Bartlett (1947}, com a qual se
fazia a aspira¢do das secregOes apds escarificago da face
dorsal do pénis e rucosa adjacente (Fig. 2 e 3).

O muco prepucial era coletado com o auxflic de uma
mecha de algodio e gaze (“swab™) adaptada a uma pipeta
de plistico de inseminagio artificial previamente esterili-
zada (Fig. 1) segundo Gibson et al. (1970), com a qual se
fazia vigorosa fricgdo na cavidade prepucial (Fig. 4). As
amostras coletadas com pipetas de pldstico (esmegma pre-
pucial) foram transferidas para tubos com caldo tripticase,
e as mechas (muco prepucial), lavadas, durante 1 minuto,
com caldo tripticase, Os tubos eram conservados 3 tem-
peratura de 49C, até a chegada ao laboratério. O tempo
gasto na coleta das amostras foi de, aproximadamente, um
minuto.

A secre¢do prepucial era coletada pelo aparelho G.M,
(Mello 1953), devidamente esterilizade {Fig. 1), contendo
aproximadamente 60 ml de caldo tripticase, que era
injetado no saco prepucial. Apds fechar o Gstio prepucial

.com uma pin¢a de coprostase {Fig. 5 e 6), fazia-se vigo-

rosa massagem externz, desde a glande até o fundo do

. saco prepucial, para desalojar os gérmens das criptas da

mucosa prepucial; a seguir, o material era recothide no

-erlenmayer do G.M. ¢ conservado & temperatura: de 4°C,

até chegar ao laboratério, A coleta foi realizada em apro-
ximadamente cinco minutos. '

Os materiais ‘coletados eram remetidos 20 laboratério
dentro de cerca de duas horas. As amostras eram centrifu-
gadas por 20 minutos, a 100 G.

Do sobrenadante, tomava-se 0,1 ml, que era semeado
em seis placas-de-Pett] para cada técnice, as quais contj-
nham, sucessivamente, meio seletivo constituido de infuso
de cérebro/coragdo, agar a 1,5% com sangue de bovino
desfibrinado 10%, bacitracina 15 unidades por ml, sulfa-
to de polimixina 1 unidade por ml, novobiocina 5uz
por ml, e verde brilhante a 0,33%, 0,1 ml por ml. As
placas eram incubadas em atmosfera com 10% de CO, e
mantidas a 37°C por 96 horas, sendo examinadas apds
o quarto dia de incubagio, Coldnias suspeitas de cada
placa eram identificadas com base nos caracteres morfold-
gicos e tintoriais, utilizando-se os métodos de Gram,
Ziel-Nilsen modificado, cristal violeta ¢ a motilidade em
campo escuro e contraste de fase, e provas bioquimicas,
incluindo a produgdo de catalase, oxidase e negatividade
para produgio de H;S.

O grau de contaminagio das placas era relatado como
leve, médio e forte, segundo Dufty {1967), 0 que corres-
pondia respectivamente, a menos de um tergo da drea da
placa, entre um e dois tergos da drea da placa, e mais de
dois tergos da drea da placa, Os dados obtidos foram
examinados e analisados estatisticamente, empregando-se
o teste do qui-quadrado tanto em relagdo 3 comparagio
das técnicas como no que se referiu ao grau de contami-
nagio e d freqiiéncia de contaminantes em relagfo ao
nimero de placas utilizadas.
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T6C I

FIG. 3. {Técnica 1) aspirac8o das secregGes apds escarifi-
FIG 1. {Técnica 1} pipeta de pléstlco de msemmacﬁo ar- cacdo da face dorsal do pénis e mucosa prepucial
tlflcla! acoplada a um bulbo de plastico; (Técni- adjacente.
“ca 2} *swab’’ {algoddo mais gaze} adaptada a uma
pipeta de pldstico de inseminagdo artificial; (Téc-
nica 3} G.M. {Mello 1953).
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FIG. 2. (Técnica 1} aspiragdo das secrecSes apos escarifi-
cagHo da face dorsal do pénis e mucosa prepucial
adjacente.

FIG. 4, {Técenica 2) Fricgdo/esfregaco na cavidade prepu-
cial,
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FIG. 5. {Técnica 3) lavagem prepucial apés introdugdo da
sonda metilica do G.M. {Mello 1953) no saco
prepucial. '

O T PR

F1G. 6. {Técnica 3} lavagem prepucial apss introdugdo da
sonda metélica do G.M. {Mello 1953} no saco
prepucial.

RESULTADOS E DISCUSSAD
Nio houve dificuldades na coleta de amostras
de material do fundo do saco prepucial de repro-

dutores bovinos sabidamente infectados, em
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nenhuma das trés técnicas de coleta utilizadas.
Algumas poucas vezes a pipeta de plastico de inse-
minagdo artificial causou ligeira irritagZo ao nivel
da regido explorada, sem, entretanto, prejudicar a
amostra coletada,

O niimero de coletas positivas, nas quais o
Campylobacter fetus fol isolado em uma ou mais
das 18 se¢Ges de amostragem, é apresentado na
Tabela 1. Houve diferenga significativa (P < 0,01),
que evidenciou a superioridade da técnica 1
(esmegma prepucial) sobre as duas outras téenicas,
no tocante i média de isolamentos do Campylo-
bacter fetus; as técnicas 2 e 3 ndo se diferenciaram
quanto a esse aspecto.

O grau de contaminago e a freqiiéncia de placas
com contaminantes sio mostrados na Tabela 2.
A técnica 1 apresentou alta proporgio (126 em
216, 58,3%) de placas com grau leve de contami-
nagdo, diferindo significativamente das outras duas
(P < 0,01)., Também foi observada diferenga signi-
ficativa entre a técnica 2 (60 em 216, 27,7%) e a
técnica 3 (38 em 216, 17,6%) quanto a proporgao
do niimero de placas com grau leve de contami-
nagio. —

Com o emprego da técnica 1, o gérmen foi
isolado em 22 de 36 coletas de amostras de sels
reprodutores sabidamente infectados com Campy-
lobacter fetus, enquanto com o uso das outras
técnicas s6 se conseguiu o isolamento em 10 de
36 coletas. Estes dados sio semelhantes aos obtidos
por Dufty & McEntee (1969), que declaram que
a coleta de amostras prepuciais de reprodutores
bovinos para o diagnéstico bacteriolégico da cam-
pylobacteriose com a pipeta de pldstico de insemi-
nagio artificial é superior 3 coleta de amostras
através da lavagem do prepiicio. Estes resultados
corroboram, ainda, os de Clark et al. (1969),
Fernandes et al. (1975) e Leite (1977}, que, nor-
malmente, utiliZaram a técnica da pipeta de plds-
tico de inseminagio artificial, com pequenas
adaptagdes de acoplamento para a obtengio de
amostras de esmegma prepucial por aspiragdo,
visando ao isolamento do gérmen. Entretanto,
esses dados nio concordam com os de Tedesco
et al. (1977), que nio acharam diferenga significa-
tiva entre essas duas técnicas e afirmaram que a
técnica da raspagem da mucosa peniana e das
pregas prepuciais pelo instrumental de Sutka &

.
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Katai (1969) era superior a ambas as técnicas,
aspiragio e lavagem, usadas anteriormente.

Quanto ao grau de contaminagfo das placas,
a técnica 1 foi significativamente superior ds outras
duas técnicas, e a técnica 2, por sua vez, significati-
vamente superior i téenica 3 (Tabela 2). As placas
que apresentaram grau leve de contaminagdo foram
as que propiciaram maior nimero de isolamentos
do Campylobacter fetus. Assim, pela técnica 1,
foram obtidos 110 isolamentos em 126 placas
(87,3%); pela técnica 2, 45 isolamentos em 60 placas
(75,0%); e pela técnica 3, 30 isolamentos em
38 placas (78,9%) com grau leve de contaminagdo,
entre 216 placas trabalhadas para cada técnica.
Isto vem confirmar os resultados de Dufty &
McEntee (1969), que obtiveram pequena diferenca
quanto 3 eficiéncia no diagnéstico entre as técnicas
de aspiragio e de lavagem prepucial, visto que as

amostras se apresentava.m fortemente contamina- -

das, tornando quase impossivel um diagndstico
efetivo, Porém, quando era realizado um controle
adequado através de um meio de cultura seletivo,
as amostras coletadas pela técnica da aspiragdo
eram sempre mais eficientes do que as obtidas pela
técnica da lavagem prepucial. Por outro lado,
Tedesco et al. (1977) mostraram também que,
quando o niimero de colénias contaminantes era
reduzido, o nimero de coldnias identificiveis de
Campylobacter fetus era maior nas amostras obti-
das pela téenica de aspiragdo do que nas amostras
colhidas pela técnica da lavagem.

Também Dufty (1967) afirmou que indubita-
velmente a contaminagio bacteriana dificulta o
diagnéstico da campilobacteriose em reprodutores
bovinos, pois quando a contaminagio estd ausente
ou é minima, a eficiéncia do diagnéstico é elevada.
Quando a contaminagdo ocupa mais de 2/3 da
placa, o isolamento do Campylobacter fetus é sen-
sivelmente prejudicado (Tabela 2). '

Dufty & McEntee (1969) sugeriram duas con-
digBes para se obter sucesso no diagndstico bacte-
tiolégico baseado em amostras prepuciais de repro-
dutores bovinos suspeitos de campylobacteriose:
o método de coleta da amostra deve ser apropriado
para detectar, em touros ao acaso, pequeno nimero
de coldnias de Campylobacter fetus, e o meio de
cultura usado deve inibir o crescimento de orga-
nismos contaminantes sem atingir a viabilidade

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 21(3):303-309, mar. 1986.
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do Campylobacter fetus, Nessas condigdes, Winter
et al. (1965, 1967) mostraram que o fator mals

‘xmportante para o isolamento do germen do

prepticio de  reprodutores bovinos ¢ o meio de
cultura,

CONCLUSOES

1. A técnica da aspiragdo para obtengdo de
esmegma prepucial, utilizando pipeta pldstica de
inseminaggo artificial acoplada a um bulbo, foi a
que apresentou melhores resultados nesta investi-
gagdo.

2. Por nio apresentar qualquer desconforto ou
efeitos secunddrios para os animais, e por ser
simples e pritica, pode-se recomendar preferencial-
mente is técnicas de fricgfo ou de lavagem pre-
pucial, como eficiente método para a coleta de
amostra prepucial de reprodutores bovinos suspei- -
tos, quando se visar ao isolamento do Campylo-
bacter fetus.
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