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RESUMO 

 

A campilobacteriose é uma das principais doenças entéricas de origem alimentar do 

mundo. É capaz de ocorrer, não só no homem, mas também em primatas não humanos 

de cativeiro. Sendo, desta forma, importante no monitoramento sanitário destas colônias. 

Causada por bactérias do gênero Campylobacter, seu diagnóstico é realizado pela detec-

ção do micro-organismo nas fezes, pelo método padrão ouro: o cultivo microbiológico, 

incluindo o isolamento, prova de Gram e testes bioquímicos. Todo o processo leva de 5 a 

7 dias. Outra forma de diagnóstico são os kits de detecção antigênica por ensaio imuno-

enzimático que são de fácil realização e o resultado determinado em poucas horas. En-

tretanto, estes kits utilizam anticorpos produzidos em mamíferos e têm sua eficiência ques-

tionada por conta da acurácia reduzida. Sendo assim, esse estudo teve por principal ob-

jetivo, produzir Imunoglobulina Y (IgY) como anticorpo primário extraído de gemas de ovos 

de galinhas imunizadas com Campylobacter jejuni para sua aplicação em um teste imu-

noenzimático in house, para pesquisa de coproantigenos de Campylobacter sp. em amos-

tras de primatas não humanos do gênero Macaca. Sua realização seguiu a política dos 

3Rs, já que desenvolve uma técnica onde são utilizados um número menor de animais 

para produção de IgY, quando comparados aos testes tradicionais, além de promover 

produção maior com procedimentos menos invasivos. Para isso galinhas poedeiras foram 

imunizadas com antígeno bruto de C. jejuni, foram colhidos ovos para isolamento, carac-

terização de IgY, purificação e utilização como anticorpo primário no ELISA in house frente 

a amostras de fezes e lavado da ampola retal dos primatas avaliados. Após purificação, a 

IgY demonstrou perfil eletroforético compatível com o descrito para molécula, apresentou 

reconhecimento frente ao antígeno imunizante por meio de western-blot e ELISA e foi 

capaz de detectar bactérias do gênero Campylobacter spp. nas amostras fecais do gênero 

Macaca. O teste de ELISA construído utilizando a IgY como anticorpo primário, demons-

trou reconhecimento frente ao antígeno imunizante nas amostras analisadas. 

Palavras-chave: Imunoglobulina Y (IgY), Campylobacter jejuni, Macaca mulatta e Macaca 

fascicularis, Ensaio imunoenzimático (ELISA) 
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ABSTRACT 
 
 

  Campylobacteriosis is one of the world's leading enteral food-borne diseases. It can 

occur not only in man but also in non-human primate of captivity. Thus, it is important in 

the sanitary monitoring of these colonies. Caused by Campylobacter bacteria, its diagnosis 

is performed by the detection of the microorganism in the feces, by the gold standard 

method: microbiological culture, including isolation, Gram test and biochemical tests. The 

entire process takes 5 to 7 days. Another form of diagnosis is the antigen detection kits by 

enzyme immunoassay that are easy to perform, and the result determined in a few hours. 

However, these kits use antibodies produced in mammals and have their efficiency ques-

tioned because of the reduced accuracy. Therefore, the main objective of this study was 

to produce immunoglobulin Y (IgY) as the primary antibody extracted from egg yolks from 

chickens immunized with Campylobacter jejuni for its application in an in-house immuno-

enzymatic test for Campylobacter sp. in samples of non-human primates of the genus 

Macaca. Its accomplishment followed the policy of the 3Rs, since it develops a technique 

where a smaller number of animals are used for IgY production, when compared to the 

traditional tests, besides promoting greater production with less invasive procedures. For 

this, laying hens were immunized with crude       C. jejuni antigen, eggs were collected for 

isolation, IgY characterization, purification and use as primary antibody in the in-house 

ELISA against faecal samples and lavage of the rectal ampulla of the primates evaluated. 

After purification, IgY demonstrated an electrophoretic profile compatible with that de-

scribed for the molecule, showed recognition against the immunizing antigen by means of 

western blot and ELISA and was able to detect bacteria of the genus Campylobacter spp. 

in the fecal samples of the genus   Macaca. The ELISA test constructed using IgY as the 

primary antibody, demonstrated recognition against the immunizing antigen in the ana-

lyzed samples. 

 

 

Key words: Immunoglobulin Y (IgY), Campylobacter jejuni, Macaca mulatta and            

Macaca fascicularis, Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As bactérias do gênero Campylobacter estão entre as principais causas de doença 

diarreica em todo mundo. Nos países desenvolvidos e em desenvolvimento, causam mais 

casos de diarreia alimentar que a Salmonella (WHO, 2011). A campilobacteriose é consi-

derada uma zoonose, pois acomete o homem após ingestão de carnes de aves, bovinos 

e caprinos contaminadas. Nos animais, a infecção pode passar desapercebida devido a 

poucos sintomas (PIELSTICKER et al., 2012). Nos humanos, normalmente, é autolimitada 

e relativamente de curta duração, entretanto, em alguns casos, os sintomas podem ser 

graves, implicando em atenção à saúde e impacto econômico considerável (CDC, 2014), 

podendo inclusive deixar sequelas, neuropatias e desencadear doenças como a síndrome 

de Guillain-Barré (TOLJANDER et al., 2012). Nos países em desenvolvimento, as infec-

ções por Campylobacter em crianças com idade inferior a dois anos são especialmente 

frequentes, podendo resultar em óbito (WHO, 2011).  

A infecção em animais pode ser sintomática ou assintomática. Geralmente, é assinto-

mática em aves, principalmente nos frangos. O que gera grande preocupação, pois pode 

provocar surtos comprovados pela detecção das bactérias nas carcaças de frango de 

corte (ALVES et al., 2017). Nos mamíferos, principalmente em primatas, pode causar 

desde enterites leves até a morte por desidratação causada pela diarréia. Nos primatas 

não humanos (PNH) do gênero Macaca já foram relatados casos de aborto, mortes por 

encefalites e septicemia, com detecção bacteriana em vários órgãos durante a necropsia 

(BAILEY; COE, 1999; BAZE; BERNACKY, 2002; CLEMMONS et al., 2014). 

A campilobacteriose, também é uma preocupação nos PNH criados em cativeiro. Estes 

animais podem, muitas vezes pertencer a institutos de pesquisa onde são destinados a 

utilização como biomodelos. Entretanto, para a aplicação destes animais em estudos bio-

médicos de doenças e medicamentos, estes devem apresentar bom histórico sanitário, o 

que vai garantir a confiabilidade dos dados obtidos na experimentação (SAISSE  et al., 

2010). 
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Estudos anteriores indicaram várias espécies do gênero Macaca como suscetível 

ao Campylobacter spp. (CYSNE, 2007; LAURIA-FILGUEIRAS, 2000; LAURIA-

FILGUEIRAS; HOFER, 1998), tornando-se então, importante o monitoramento deste 

agente, já que sua presença pode ser um possível indicador de determinação do status 

sanitário da colônia (FELASA, 1999). Este controle é realizado no ICTB (Instituto de Ciên-

cia e Tecnologia em Biomodelos - Fiocruz), de acordo com o protocolo de controle sanitá-

rio do Serviço de Criação de Primatas Não Humanos (SCPrim), onde são coletadas amos-

tras biológicas em período pré-estabelecido segundo norma da FELASA, para realização 

de exames laboratoriais processadas no Serviço de Controle de Qualidade Animal 

(SCQA) durante o monitoramento das condições sanitárias dos animais deste instituto 

(SAISSE et al., 2010).  

Para realizar o acompanhamento do status sanitário PNH em relação a campilo-

bacteriose, o diagnóstico disponível é o mesmo aplicado ao homem. A detecção do micro-

organismo através de cultura de fezes em meios e condições específicas de micro-aerofi-

lia e incubação, seguidos de coloração de Gram e provas bioquímicas determinadas para 

a identificação do agente bacteriano (técnica padrão ouro). Tal metodologia leva de 5 a 7 

dias (LAURIA-FILGUEIRAS, 2000) para sua realização. O sucesso na cultura desses pa-

tógenos sensíveis requer as amostras de fezes o mais frescas possíveis e o transporte 

refrigerado em distâncias curtas, pois o micro-organismo possui sensibilidade ao oxigênio 

(BRASIL, 2011). 

 Outra possibilidade é a utilização de técnicas moleculares para a detecção de fra-

gmentos específicos do DNA bacteriano, mas que ainda exigem uma condição laboratorial 

nem sempre possível, devido ao alto custo de implantação, manutenção e ao espaço ade-

quado as necessidades da técnica (KALASHNIKOVA et al., 2006; VILARDO et al., 2006; 

ANDRADE et al., 2007).  

Comercialmente, estão disponíveis também testes de detecção sorológica, con-

tudo, além destes não terem indicação para uso em amostras de animais não humanos, 
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utilizam anticorpos cuja produção necessita de maior quantidade de animais e ocorre a 

partir de coletas de grande volume de sangue, o que causa sofrimento e injurias sistêmi-

caspassiveis de irreversibilidade (SCHADE et al., 1996). Portanto, tais testes podem ser 

refinados buscando atender as recomendações dos princípios dos 3Rs (FLECKNELL, 

2002). 

Ao avaliar os testes imunoenzimáticos disponíveis no mercado, Bessède e colabo-

radores (2011), assim como Oyarzabal e Battie (2012), puderam observar que o principal 

kit de diagnóstico utilizado em vários trabalhos não demonstrou a reprodutibilidade indi-

cada pelos fabricantes, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de um novo teste 

imunoenzimático para Campylobacter sp. com resultados mais confiáveis e que siga a 

recomendação do órgão de validação de métodos alternativos europeu (European Union 

Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing - EURL-ECVAM), atendendo tam-

bém ao princípio dos 3R para a produção de anticorpos (SCHADE et al., 1996).  

Em consonância com essas recomendações, já está estabelecido que a produção 

de anticorpos por galinhas poedeiras, constitui refinamento da técnica e reduz o uso de 

animais de laboratório. O refinamento, ocorre com a substituição da sangria (método do-

loroso), pela coleta de ovos, de onde serão retiradas as gemas para isolamento de anti-

corpos de interesse, sem causar nenhuma injuria animal. A redução se dá pela possibili-

dade de com a utilização de uma única galinha produzir inúmeros ovos (SCHADE et al., 

1996), cujas gemas são reconhecidas como uma excelente fonte de anticorpos. Outra 

vantagem frente a produção convencional é a possibilidade de produzir anticorpos mais 

específicos contra antígenos de mamíferos, em função da distância filogenética (KRIEF et 

al., 2002).  Esta metodologia não só reduz os problemas éticos de produção dos anticor-

pos, mas também apresenta vantagens econômicas, já que ocorre por um longo tempo e 

gera grande quantidade de IgY durante todo período de postura das aves, por aproxima-

damente 2 anos (PAULY et al., 2009). Aliada as vantagens econômicas, há também mui-

tas vantagens operacionais, como: a faixa etária ampla dos animais utilizados assim como 

o manejo em condições laboratoriais, bem simples e custo de manutenção inferior ao dos 
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mamíferos, principalmente os de grande porte, tornando essa alternativa bastante rele-

vante (POLSON et al., 1980).  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Métodos alternativos ao uso de animais de laboratório 

A defesa dos animais de laboratório é uma causa bem antiga. Em 1760, Fergusson 

já se mostrava preocupado com os “métodos bárbaros” utilizados em teste com animais. 

No século XIX, Jeremy Bentham lançou uma máxima a ser considerada: “A questão não 

é se os animais raciocinam, ou se eles podem falar, mas se eles sofrem.” Neste mesmo 

século, houve uma primeira tentativa de propor um código de ética para que a dor imposta 

aos animais na pesquisa fosse diminuída. Essa proposta, sugerida por Marshal Hall alem 

de indicar a substituição dos animais de grande porte por animais inferiores na escala 

zoológica, recomendava que fosse evitada as repetições desnecessárias para obtenção 

de resultados. A partir destas idéias, foi fundada em 1842 a Sociedade Britânica para 

prevenção da crueldade aos animais (British Society for the Prevention of Cruelty to Ani-

mals), mais tarde chamada de Royal Society for the Prevention of Cruelty to Animals 

(PRESGRAVE, 2002). 

Em 1959, William Russel & Rex Brunch publicaram um texto aprofundando e escla-

recendo muitos pontos da proposta de Hall, com os princípios dos 3Rs (“Replace, Reduce 

and Refinement” - Substituição, redução e refinamento). A substituição consiste na apli-

cação de metodologias experimentais que não usam animais sencientes no lugar daque-

las que os utilizam. Como por exemplo, a infecção em cultura celular ou em chips que 

simulem a fisiologia de um ou mais órgãos (“human on a chip”). Outro exemplo é o uso de 

modelos computacionais que ajudem a prever interações fisiológicas de novas substan-

cias. Já as definições de refinamento e redução estão interligadas, pois o refinamento 

consiste em melhorias metodológicas que proporcionem a redução do número de animais 

utilizados na experimentação animal e na diminuição da dor e sofrimento causados a estes 

animais. Isto irá reduzir também os interferentes causadores de variações nos resultado, 
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tornando os resultados dos experimentos estatisticamente significativos. Um exemplo é a 

utilização de anestesia que, além de minimizar o sofrimento, reduz a interferência nos 

resultados das pesquisas. Melhorias no manejo do animal também levam a redução de 

interferentes como, por exemplo, o estresse, atingindo o mesmo propósito de reduzir o 

número de animais utilizados, uma vez que reduz a necessidade de repetir o experimento. 

Outra redução possível, está na possibilidade, de pela melhoria das técnicas, congelar 

embriões de animais de laboratório, que passam a ser produzidos de acordo com a ne-

cessidade experimental sem excessos, contemplando a filosofia dos 3Rs (RUSSELL; 

BURCH, 1959).  

O princípio dos 3Rs foi um marco para mudanças na legislação inglesa, preconi-

zando o controle do uso de animais de experimentação (FLECKNELL, 2002). Desde então 

a sociedade européia despertou para a questão da valorização dos seres vivos de um 

modo geral, inclusive a vida do homem. Por esta razão nos anos 60 até o início dos anos 

70 se estabeleceu buscar por metodologias alternativas para substituir os identificadores 

de moléculas biológicas marcadas com moléculas radioativas, levando Engvall e Perl-

mann em 1971, a desenvolver o ensaio imunoabsorvente ligado a enzimas (ELISA ou EIA) 

(OYARZABAL; BATTIE, 2012).   

Segundo OYARZABAL; BATTIE (2012),  KÖHLER; C. MILSTEIN  desenvolveram 

a técnica de hibridoma que possibilitou a síntese de anticorpos monoclonais, em 1975, e 

com isso a facilitou a expansão do imunodiagnóstico e o desenvolvimento de imunoen-

saios para a identificação de micro-organismo. O passo seguinte foi o surgimento de uma 

variedade de ensaios imunológicos para detecção de diferentes agentes patogênicos de 

origem alimentar em amostras de alimentos e de fezes, incluindo alguns para detecção 

de Campylobacter sp. (OYARZABAL; BATTIE, 2012).  

Neste momento, surge o conceito de métodos alternativos de Smyth (1978)  “Todos 

os procedimentos que podem substituir completamente a necessidade de experiências 

com animais, reduzir o número de animais necessários, ou diminuir a intensidadede dor 

ou angústia sofrida pelos animais em atender as necessidades essenciais do homem e 

outros animais” (FLECKNELL, 2002). Atualmente, o conceito de métodos alternativos é 
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mais amplo, sendo considerados procedimentos que podem substituir o uso de animais 

em experimentos, reduzir o número de animais necessários, ou refinar a metodologia de 

forma a diminuir a dor ou o desconforto sofrido pelos animais (PRESGRAVE, 2002).As 

possibilidades de substituição dos animais pode ser de variadas formas como por exem-

plo: pelo uso de informações obtidas no passado, pelo uso de técnicas físico-químicas, 

uso de modelos matemáticos ou computacionais, pelo uso de organismos inferiores não 

classificados como animais protegidos, pelo uso de estágios iniciais do desenvolvimento 

de espécies animais protegidas, pelo uso de sistemas in vitro, vigilância pós-mercado e 

estudos epidemiológicos e pelo uso de voluntários humanos (PRESGRAVE, 2002). 

Dentro deste conceito, surge a tecnologia da produção e isolamento da imunoglo-

bulina Y (POLSON et al., 1985; POLSON et al., 1980), podendo esta prática ser conside-

rada como um método alternativo à produção de imunoglobulinas para os testes diagnós-

ticos. Tal metodologia substitui o animal utilizado, sendo uma técnica mais refinada, e que 

necessita de menos animais para a produção, minimizando dor ou estresse aos animais 

na produção de anticorpos. Por esta razão esse procedimento é recomendado pelos ór-

gãos de validação dos métodos alternativos como o ECVAM (na Europa (TAYLOR et 

al.,2014; SCHADE et al., 1996) e o CCAC (Canadian Concil on Animal Care) na América 

do norte (CCAC, 2002).  

 

2.2. Imunoglobulina Y (IgY) e as vantagens de sua metodologia de produção 

 

As IgYs são imunoglobulinas séricas encontradas de aves, répteis e anfíbios. São 

transferidas do soro para a gema do ovo, onde se concentra para conferir imunidade pas-

siva aos seus embriões (BARDOS, 2011). As gemas dos ovos das aves, principalmente 

das galinhas constituem uma fonte rica em anticorpos. Após a imunização das galinhas, 

os ovos após a postura, conterão grande quantidade de IgY contra o antígeno imunizante 

(LARSSON et al., 1993).  

As imunonoglobulinas são, em geral, compostas de cadeia leve e cadeia pesada. 
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Ambas possuem regiões constantes (Cy) e variáveis (V). A IgY é semelhante a imunoglo-

bulina G (IgG) composta por duas cadeias leves (~25kDa cada) e duas cadeias pesadas 

(~70kDa cada). A IgG, como demonstra a Figura 1, possui duas cadeia pesadas cada uma 

com três domínios constantes e uma dominio variável. Além disso, possui duas cadeias 

leves, cada uma com um dominio constante e outro dominio variável. Possui também uma 

região central (Região Flexivel) com duas ligações de bissulfeto que confere extrema fle-

xibilidade a essa região. A IgY tem a região central rígida (sem flexibilidade) e as duas 

cadeias pesadas com quatro domínios constantes no caso das aves. Para os répteis e 

anfíbios, possuem só dois domínios constantes (Figura 1) (MINE, 2008; BARDOS, 2011). 

 

Fonte: BARDOS, 2011 

Figura 1 : Comparação estrutural de imunoglobulinas IgG (de mamíferos) e IgY (de aves, répteis e anfíbios). 

 

A IgY de aves não tem sua atividade afetada em decorrência do congelamento e 

descongelamento demonstrando boa estabilidade (HEGEMANN; PARDAL; MATSON, 
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2017). Um ovo após a postura pode ser estocado a 4°C por 6 meses sem que a IgY sofra 

perda de atividade biológica, e, a -20ºC pode permanecer por 12 meses. A estabilidade 

da IgY também se apresenta em ampla faixa de pH. Para pH ácido, só inicia a perda da 

atividade quando o valor é inferior a 3, e com relação a faixa de pH básico, a atividade se 

reduz apenas em valores superiores a 12 (SANTOS, 2012). 

Muitas podem ser as vantagens na utilização da IgY (Figura 2), já que possuem 

baixo custo de produção e poucos animais são necessários para sua obteção em escala 

de miligramas, permitindo o uso de estruturas laboratoriais mais simples e menores. Além 

disso, após o estimulo pela vacinação com o antigeno, a imunoglobulina é liberada na 

gema dos ovos, o que permite a obtenção e purificação dos anticorpos sem necessidade 

de utilizar métodos que causam dor e sofrimento ao animal, fato que ocorre na produção 

de anticorpos em outros animais de laboratório (SCHADE et al., 1996). Ou seja, a meto-

dologia de produção da IgY atende aos princípios da política dos 3Rs. 

Um outro fator que estimula o uso da IgY na pesquisa cientifica é a distância filoge-

nética das aves para os mamíferos, minimizando as reações cruzadas nos testes soroló-

gicos, já que não se liga a receptores Fc (de função constante) em mamíferos, não reage 

com o sistema complemento, não se liga ao fator reumatóide e não reage com proteina G 

de estreptococos e proteina A de estafilococos (SANTOS, 2012). 
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Fonte: Adaptado de ZORRIEHZAH et al., 2016. 

Figura 2: Vantagens da produção e utilização da IgY  

A partir da determinação da União Européia de proibir que animais de criação e 

granja recebam antibióticos e pela validação da ECVAM (SCHADE et al., 1996) da meto-

dologia de produção de IgY como método alternativo e a possibilidade do seu uso na 

imunização passiva como substituição ao uso dos antibióticos, vem estimulando a sua 

utilização colocando como metodologia promissora de produção de anticorpos. Outra uti-

lização, que surgiu nos últimos anos,  foi na medicina veterinária, no controle e tratamento 

de diarreias bacterianas (CHALGHOUMI et al., 2009; DIRAVIYAM et al., 2014; 

ZORRIEHZAH et al., 2016; THU et al., 2017). Hermans e colaboradores (2014) afirmam 

que a imunização passiva reduz a colonização e transmissão de Campylobacter jejuni em 

frangos de granja. 

A legislação da união europeia, proíbe o uso de animais para fins científicos total-

mente em situações como o teste de cosmético e intitui o suporte ao uso de métodos 

alternativos pela ECVAM (DIRECTIVA 2010/63/UE DO PARLAMENTO EUROPEU E DO 

CONSELHO DA UNIÃO EUROPEIA, 2010 pag.176). Já legislação brasileira (lei 11794 de 

2008 (BRASIL, 2008)) ainda não institui proibições, mas restringe o uso de animais de 
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laboratório e recomenda a avaliação dos projetos científicos pelo comitê de ética de uso 

de animais (CEUA) da instituição de pesquisa onde o mesmo será executado. Este comitê 

deverá ser credenciado pelo CONCEA (Conselho nacional de controle de experimentação 

animal - Órgão que estabelece normativas reguladoras para uso de animais de laboratório 

em pesquisa).  

 

2.3. Genêro Campylobacter 

 

2.3.1. Características  

 

As bactérias do gênero Campylobacter são morfo-tintorialmente bastonetes Gram 

negativos, encurvados, em forma espiralada ou de "S", que não esporulam e medem 0,2 

a 0,5 μm de diâmetro de largura e 0,5 a 5,0 μm de comprimento; podem se apresentar 

com formas cocóides nos cultivos antigos e geralmente são móveis graças a um flagelo 

localizado em uma ou nas duas extremidades da célula (BERGEY; HOLT, 2000; LAURIA-

FILGUEIRAS, 2000). São quimiorganotróficos, têm metabolismo respiratório; são incapa-

zes de utilizar açúcares (nem oxidação nem fermentação); apresentam na sua bioquímica 

de identificação a prova citocromo oxidase positiva; produção da enzima catalase variável; 

não hidrolisam a gelatina nem a uréia (com exceção às linhagens atípicas do Campylo-

bacter lari e linhagens do Campylobacter sputorum biovar Paraureolyticus) e são despro-

vidos de lipase (ESTEVES et al., 2011).  

Este gênero foi proposto em 1963 por Sebald e Véron para uma bactéria conhecida 

pelo nome de “Vibrio fetus”. Na década de 70, incluíram no gênero Campylobacter novas 

espécies e, em função de suas características fenotípicas, elas foram repartidas em 3 

grupos: os que produzem a enzima catalase e não produzem H2S (Campylobacter fetus 

subsp. fetus e Campylobacter fetus subsp. venerealis); os que produzem a enzima cata-

lase e produzem H2S (C. coli e C. jejuni) e os que não possuíam a enzima catalase 

(Campylobacter sputorum subsp. bubulus e Campylobacter sputorum subsp. sputorum) 

(VERON; CHATELAIN, 1973). Atualmente, esse gênero conta com trinta e duas espécies 
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e 13 subespécies. O reconhecimento nos últimos anos de algumas espécies como pató-

genos humanos, reforçou também a sua importância na medicina veterinária, já que al-

guns são reconhecidamente agentes de importantes zoonoses (doenças transmitidas na-

turalmente de animais vertebrados ao homem e vice-versa) como C. jejuni, C. coli e C. 

fetus subsp. fetus. Estudos em modelos animais têm ajudado a elucidar alguns dos me-

canismos patogênicos desses agentes, especialmente quanto aos fatores de virulência 

(ON et al., 1998).  

As bactérias Campylobacter jejuni e Campylobacter coli são as principais espécies 

patogênicas para primatas. A infecção por C. jejuni, geralmente é mais agressiva do que 

é causada pela C. coli. Como as demais bactérias Gram negativas, o Campylobacter pos-

sui várias proteínas capazes de estimular o sistema imune principalmente a “Outer mem-

brane proteins” (OMPs-que são lipoproteínas presentes em grande quantidade) e a Fla-

gelina (principal proteína de flagelo). No C. jejuni predomina a flagelina A e no C coli pre-

domina a flagelina B. A detecção destas pela PCR permite a identificação da espécie 

(LOGAN; HARRIS; TRUST, 1987).  

Segundo Fernando e colaboradores (2008) é possível verificar na sequência de 

aminoácidos correspondentes a peptídeos das proteínas solúveis de Campylobacter jejuni 

(fragmentos da flagelina A, principalmente os fragmentos P8 (aas:176-205), P16 (aas:376-

405), P21 (aas:501-530) e P22 (aas:526-555)) que demonstram ser ótimos imunógenos, 

funcionando como moléculas estimuladoras de células que produzem anticorpos.  Tais 

fatos corroboram para a utilização do antígeno bruto de proteínas solúveis como estimu-

lador para a produção de anticorpos.  

 

2.3.2. Campylobacteriose e a sua ocorrência em PNH 

A campilobacteriose foi descrita como doença no século XIX, entretanto, só foi re-

conhecida como zoonose e estudada em detalhe a partir da década de 1970. A doença 

tem distribuição mundial e pode causar, desde diarréias autolimitadas até graves entero-

colites (ACHA; SZYFRES, 2005). Em humanos, já foi identificado como causador da sín-



 
 

35 
 

 

drome de Guillain-Barré e também como causador de septicemias fatais, sendo conside-

rada pela OMS e pelo CDC como uma das principais doenças diarreicas do mundo (CDC, 

2014; WHO, 2011). 

Em alguns animais há o desenvolvimento da doença, geralmente com sintomas 

diarreicos, todavia outros pode portar o micro-organismo de forma assintomática 

(PIELSTICKER et al., 2012). A doença foi detectada e descrita pela primeira vez em ani-

mais de laboratório em 1982 por Fox e colaboradores (1982). O mecanismo de virulência 

primária utilizada pelo Campylobacter sp. para produzir colite ainda é obscuro. No entanto, 

já é reconhecida a participação de enterotoxinas e citocinas no processo de “invasão” 

bacteriana no organismo (WASSENAAR, 1997).  A partir do final da década de 1980 e 

início da década de 1990 surgiram os primeiros relatos de infecção de animais do gênero 

Macaca com Campylobacter jejuni (RUSSELL et al., 1989). E foi descrita no mundo e no 

Brasil a susceptibilidade das espécies do gênero Macaca, de criatórios científicos, desti-

nadas ao uso como biomodelos em diferentes localidades, à bactéria Campylobacter jejuni 

(LAURIA-FILGUEIRAS, 2000; CYSNE, 2007; CLEMMONS et al., 2014). 

 Paul-Murphy (1993) fez a primeira correlação de casos de enterocolites geradas 

por infecções bacterianas em Macaca mulatta. Estudos seguintes demonstraram que as 

enterocolites recorrentes causadas por Campylobacter spp. foram confirmadas como a 

principal causa de morbidade em colônias de PNH mantidos em cativeiro (SESTAK et al., 

2003). Estas colônias de cativeiro, na sua maioria se concentram em centros pesquisa e 

são criações de PNH para uso como biomodelos.  

 Em função dos relatos da doença em animais de cativeiro, foi reforçada a neces-

sidade da pesquisa destes agentes e acompanhamento do “status” sanitário dos animais 

mantidos em instalações de criação, através de avaliações clínicas e microbiológicas pe-

riódicas (ANDRADE, 2002), de forma a viabilizar a experimentação cientifica com estes 

animais, já que tais infecções também podem interferir no desenvolvimento das pesqui-

sas, gerando resultados duvidosos.  

Com as análises periódicas do “status” sanitário é possível verificar se os animais 

infectados da colônia são fonte potencial de contaminação para os animais saudáveis e 
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seus tratadores, que fazem o manejo e tem contato direto (SASSEVILLE; DITERS, 2008). 

DASSANAYAKE e colaboradores (2005) observaram em seus registros que animais da 

espécie Macaca mulatta, podem desenvolver a forma grave da doença, inclusive com 

septicemia. Os filhotes desmamados com menos de seis meses, são mais susceptíveis a 

desenvolver a campilobacteriose de forma grave e geralmente evoluem a óbito (BAZE; 

BERNACKY, 2002; KALASHNIKOVA et al., 2006).  

 

2.4. Métodos de detecção do agente bacteriano  

 

A detecção de Campylobacter sp. em amostras de alimentos e fezes pode ser rea-

lizada por diversas metodologias: o microcultivo (método padrão ouro), ensaios imunoen-

zimáticos (kits comerciais) e por técnicas de biologia molecular (detecção de sequencias 

conservadas de Campylobacter spp). 

Os métodos moleculares, apesar de eficientes (MEDEIROS et al., 2014), ainda são 

bastante custosos, e necessitam de um laboratório adaptado para essa metodologia.  

Ghosh e colaboradores (2014), apesar de indicarem as técnicas moleculares para detec-

ção de Campylobacter, apontam para o ensaio imunoenzimático como uma alternativa de 

técnica com excelente precisão, ressaltando sua aplicabilidade em laboratórios com pou-

cos recursos. Nos seus estudos de detecção, a PCR apresentou a maior sensibilidade 

(96,69%), mas seu valor preditivo positivo (85,40%) foi o mais baixo. O ELISA foi capaz 

de detectar o antígeno de Campylobacter em 114 amostras de fezes e, portanto, apresen-

tou alta sensibilidade (94,21%). Em contrapartida, a coloração de Gram juntamente com 

a cultura (Técnica Padrão Ouro) teve 100% de valor preditivo positivo (a probabilidade do 

individuo estar realmente com a infecção quando o resultado do teste é positivo). 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghosh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24695473
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2.4.1. Cultura (Técnica Padrão Ouro) 

 

A detecção de Campylobacter sp. em amostras alimentares e fezes, pelo método 

clássico, preconizado pelo Ministério da Saúde (BRASIL, 2011), consiste na cultura destas 

bactérias a partir do material para análise, em meio ágar seletivo, à 42ºC e atmosfera com 

oxigênio reduzido pela passivação do cobre, seguida de posterior confirmação pelo mé-

todo de Gram e provas bioquímicas (ESTEVES et al., 2011). Neste processo há inúmeras 

limitações, principalmente a necessidade de 4 a 5 dias para o crescimento e identificação, 

todavia é o método onde se observa melhor especificidade e valor preditivo positivo 

(GHOSH et al., 2014). 

 

2.4.2. Testes imunoenzimáticos (ELISAs) para detecção de antígenos de       

Campylobacter sp. disponíveis comercialmente 

 

A literatura demonstra que várias proteínas de Campylobacter possuem ação imuno-

gênica o que favorece a produção de ensaios para o diagnóstico de agentes causadores 

da doença ( FERNANDO et al., 2008; BESSÈDE et al., 2011; RADOMSKA et al., 2016). 

Os imunoensaios podem tornar mais célere a detecção da infecção, devido a redução do 

tempo de execução do teste em relação à cultura, além de diminuir o custo e simplificar a 

técnica quando comparado aos métodos moleculares. Com base nesse fato, já existem 

inúmeros kits comerciais, que utilizam anticorpos de captura, porém esses kits, além de 

utilizarem técnicas que necessitam de um maior número de animais para a produção de 

anticorpos, e usar métodos invasivos para obtenção, possuem problemas de acurácia por 

apresentar resultados falsos positivos e negativos conforme demonstra a tabela abaixo 

(Tabela 1) (OYARZABAL; BATTIE, 2012).   

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ghosh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24695473
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Tabela 1:Desempenho de kits comerciais selecionados para detecção direta de C. jejuni 
e C. coli em amostras de fezes. 

 

 

 

Nome do teste  Tamanho da 
amostra  

Sensibilidade Especificidade Valor Predi-
tivo Positivo 

Valor Preditivo 
Negativo 

(% Positivo)  (95% CI)  (95% CI)  

ProSpecT™  
Campylobacter 

Microplate (Re-
mel, Lenexa, KS)    

1049 100 (97-100) 99(98-100) 
- - 

164 96 99 9 98 

30% (87-99)   (95-100)    

78 80 100 100 89 

38% (62-91) (93-100) 

631 89 99 80 99 

3% (67-97) (98-100) 

1205 89 98 78 99 

8.40% (82-94) (97-99) 

182 95 94 96 91 

34% (88-98 (84-98) 
485 99 96 90 99.7 

ImmunoCard  
(Meridian   

Bioscience, Inc.,   
Cincinnati, OH)    

420 98 95.9 - - 

 
 

(90-100) (93-98) 

485 98 94 89.4 99.7 

242 90     70 

(9.5%       

Premier CAMPY  
EIA (Meridian    

Bioscience)     

2073 97 96 
- - 

    (89-99)       
485 99.2 96 90 99.7 

6%         

242 90-95  ≈80   

9.50%         

RIDASCREEN ® 
(R Biopharm, 

Darmstadt,  Ger-
many) 

259 100 99.6 93 100 

1050 69 87 36 97 

9.30% 

242 90   ≈89   

9.50%   

Fonte: Traduzido de OYARZABAL; BATTIE, 2012  
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Os testes comerciais, que utilizam IgG, que são aprovados e liberados pela US Food 

and Drug Administration (FDA) tem custo elevado inviabilizando muitas vezes a sua apli-

cação. Um exemplo é o teste da ProSpecT (Prospect Campylobacter Microplate Assay) 

que apesar de ser considerado um dos melhores com 96% sensibilidade e 99% de espe-

cificidade, tem um custo de U$1500,00 para 48 testes (Alexon-trend-latex oxoid® dryspot). 

Embora este teste, segundo Dediste e colaboradores (2003), tenha sido recomendado 

para amostras de fezes, apresentando maior acurácia que os ensaios de biologia molecu-

lar (BESSÈDE et al., 2011; DEDISTE et al., 2003), vários trabalhos utilizando o kit não 

corroboraram com os resultados indicados pelo fabricante (OYARZABAL; BATTIE, 2012). 

Além disso, antes de detectar o antígeno, a amostra deve passar por um meio de enrique-

cimento ou processo de filtração, o que eleva o tempo de detecção a patamares próximos 

aos da cultura clássica (BESSÈDE et al., 2011). 

Portanto, a produção de imunoglobulina Y para desenvolvimento de kit   imunodiag-

nóstico de detecção de Campylobacter sp. pode, além de seguir o princípio dos 3Rs, ser 

vantajosa em relação ao tempo e ao custo quando comparada a metodologias como cul-

tura e às técnicas moleculares, melhorando também  a acurácia em razão de algumas 

vantagens imunológicas que incluem: a IgY não se ligar a receptores Fc de mamíferos, 

não ativar o sistema complemento, não se ligar ao fator reumatoide, não reagir com pro-

teína G de estreptococos e nem com a proteína A de estafilococos, além de apresentar 

distância filogenética das imunoglobulinas produzidas em mamíferos, já que é produzida 

em galinhas, desta forma levando à redução das reações cruzadas entre antígeno-anti-

corpo (SCHADE et al., 1996 , 2005). 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

Este trabalho se justifica pela necessidade de um método de diagnóstico rápido e 

simples que possibilite acompanhar o status sanitário de uma colônia de PNH mantido em 

um criatório cientifico. Além da possibilidade de aplicar uma metodologia que utilize anti-

corpos produzidos através de um método refinado: a produção dos anticorpos a partir da 
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extração das gemas de ovos de aves imunizadas, que se enquadra no princípio dos 3Rs 

de William Russel & Rex Brunch (1959) (FLECKNELL, 2002).  

A utilização de IgY pode gerar um ensaio de maior acurácia, quando comparado 

aos imunoensaios que utilizam imunoglobulinas de mamíferos para o diagnóstico das 

campilobacterioses. Outras vantagens são, a redução do tempo para o diagnóstico final 

desta doença em PNH, quando comparado ao padrão ouro que é o cultivo (LAURIA-

FILGUEIRAS, 2000), e o menor custo, quando comparado com as técnicas moleculares 

(MEDEIROS, 2014). 

 
4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo Geral 

 

 Produzir a IgY anti - Campylobacter jejuni e avaliar a capacidade de reconhecer 

coproantígenos em amostras fecais de Macaca mulatta e Macaca fascicularis utilizando 

ELISA “in house”.  

 

4.2. Objetivos Específicos 

 

● Construir um painel de amostras fecais e LAR provenientes de PNH do SCprim-

ICTB/Fiocruz. 

● Avaliar a ocorrência da microbiota intestinal e patógenos presentes nas amostras fe-

cais e LAR  

● Cultivar uma cepa padrão de C. jejuni (ATCC 33291) para extração de antígenos imu-

nizantes. 

● Imunizar a galinha poedeira com o antígeno imunizante de Campylobacter jejuni para 
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obtenção de IgY específica anti-Campylobacter. 

● Isolar, purificar e caracterizar físico-quimica e biologicamente IgY. 

● Desenvolver um teste imunoenzimático indireto para verificar a capacidade de reco-

nhecimento da IgY especifica para C. jejuni empregando o painel de amostras fecais e 

LAR de PNH 

   

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1. Locais de realização das diferentes fases do estudo 

 

 As amostras de fezes e de lavado da ampola retal (LAR) foram coletadas no Serviço 

de Criação de Primatas não humanos-SCPrim do ICTB/Fiocruz, posteriormente a carac-

terização microbiológica foi realizada no Laboratório de Microbiologia do Departamento 

de Ciências Biológicas - ENSP/Fiocruz, sendo que a detecção específica de Campylo-

bacter spp. foi realizada no Laboratório de Zoonoses Bacterianas – IOC/Fiocruz. O pro-

cesso de produção do antígeno vacinal foi realizado no Laboratório de Tecnologia Re-

combinante – Biomanguinhos/Fiocruz e a sua purificação foi realizada com apoio do La-

boratório de Tecnologia Diagnóstica – Biomanguinhos/Fiocruz. As dosagens proteicas 

por espectrofotometria foram realizadas no Departamento de Saneamento e Saúde Am-

biental ENSP/Fiocruz. A produção de IgY, o desenvolvimento do teste e sua aplicação 

nas amostras foi realizado no Laboratório de Imunodiagnóstico do Departamento de Ci-

ências Biológicas - ENSP/Fiocruz.  

 

5.2. Delineamento do estudo 

A partir da produção de IgY proveniente de gemas de ovos de aves imunizadas 

com extrato bruto proteico de Campylobacter jejuni, foi realizada a avaliação dos parâme-

tros da sua produção e da sua especificidade frente ao antígeno imunizante. Verificou-se 
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a capacidade de reconhecimento do antígeno nas amostras do painel composto de fezes 

frescas e LAR (caracterizadas por análises bacteriológicas da microbiota intestinal de PNH 

do ICTB/Fiocruz) através da técnica de ELISA indireto. Este estudo foi avaliado e apro-

vado pelo comitê de ética da Fiocruz e recebeu a licença LW16/17. 

 

5.3. Obtenção das Amostras 

5.3.1. Aspectos éticos 

 

As amostras de fezes, LAR e swab retal de PNH adultos (a partir de 2 ano de vida), 

foram coletadas pela equipe do setor de criação durante o manejo médico anual realizado 

no período de Abril a Julho de 2016 (Comissão de ética no uso animal - CEUA -Fiocruz - 

licença LW 5/16). 

 

5.3.2. Amostras de material fecal (swab retal, LAR e fezes frescas) de primatas não 

humanos (PNH) 

 

Cinquenta e um animais da espécie Macaca mulatta (rhesus) e vinte e nove animais 

da espécie Macaca fascicularis (cynomolgus) foram utilizados como doadores de LAR e 

swab retais e 10 animais da espécie Macaca mulatta e 7 animais da espécie Macaca 

fascicularis foram utilizados como doadores de fezes frescas (todos animais adultos com 

mais de 2 anos de vida). 

O LAR foi necessário, já que durante a captura dos animais, no manejo médico, 

ocorre um esvaziamento fisiológico da ampola retal, sendo difícil a coleta de fezes frescas 

em quantidade suficiente para a montagem de um painel de amostras para avaliação da 

acurácia do teste ELISA IgY anti-Campylobacter spp. deste estudo. A coleta dos swabs 

retais foi necessária para a realização do cultivo microbiológico para pesquisa de 

Campylobacter spp. e detecção de bactérias entéricas desses animais. Houve a oportuni-
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dade da coleta de fezes frescas, já que alguns destes animais foram confinados individu-

almente por conta do monitoramento sanitário anual.  

Com os animais anestesiados, foi coletado material fecal por meio da utilização de 

swab estéril que, após introdução na ampola retal, foi acondicionado em meio de trans-

porte Cary & Blair. O LAR foi realizado com auxílio de sonda nº 8 para cynomolgus e nº 

10 para rhesus. Foi utilizada seringa estéril de 20 mL acoplada a sonda para introdução 

de 15 mL de solução fisiológica 0.9% estéril na ampola retal, e logo após foi coletado, por 

sucção, o máximo volume possível. As fezes frescas foram obtidas da bandeja localizada 

abaixo de cada gaiola individual. O material foi acondicionado em tubo cônico estéril de 

15 mL de forma a recolher o material do topo do bolo fecal, sem contato com a bandeja. 

Em seguida este tubo foi acondicionado a -20ºC. O quantitativo de amostras coletadas foi: 

80 swabs retais; 80 LAR; 17 fezes frescas colhidas individualmente.  

O LAR de cada animal foi então levado ao laboratório, dividido em duas partes e, 

posteriormente, cada uma das partes foi centrifugada a 3000 xg por 30 minutos a 4ºC. Os 

sobrenadantes foram descartados e uma das partes foi ressuspensa em 2 mL de PBS 

(0,018 M, pH 7,2) e a outra em 2mL de formalina 0,5%. A partir deste material, foram 

preparadas alíquotas de 1mL, as porções ressuspensas em salina foram congeladas e as 

ressuspensas em formol acondicionadas e estocadas à 4ºC. 

 

 

5.3.3. Amostras de fezes humanas para controle negativo 

 

Para a determinação dos parâmetros de negatividade, foram utilizadas três amos-

tras de fezes humanas cedidas pelo Laboratório de Parasitologia Ambiental do 

DCB/ENSP. Esta medida foi necessária, pois devido as características de criação dos 

animais, que vivem em confinamento em regime de harém (grupos sociais formados por 

vários animais no mesmo recinto), tornou-se inviável identificar entre as amostras coleta-

das aquelas que apresentavam resultado verdadeiramente negativo. Ressalta-se que as 

referidas amostras humanas seriam descartadas. Neste estudo, foram utilizadas sem fins 

de diagnóstico clínico ao doador e eram codificadas pelo laboratório cedente, não sendo 
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possível sua identificação. Para fins de utilização como controle negativo houve a neces-

sidade da confirmação da negatividade dessas amostras por meio da realização do cultivo 

bacteriológico para Campylobacter spp. de acordo com item 5.4.1.1.  

 

5.4. MÉTODOS 

5.4.1. Painel de amostras e sua caracterização microbiológica 

5.4.1.1. Detecção de Campylobacter spp. 

Os swabs que haviam sido acondicionados em meio mínimo Cary & Blair para 

transporte, foram posteriormente semeados em meio de cultura seletivo à base de ágar 

Columbia (anexo 1), acrescido com 0,4g% de carvão ativado, 0,5mL% de solução redu-

tora de oxigênio (FBP-0,5mL% de sulfato ferroso, bissulfito de sódio e piruvato de sódio) 

e 0,5mL% solução de antibiótico (cefalotina 81mg+ lactato de trimetoprim 25mg + vanco-

micina 50 mg + actidione 10mg + colistina 11mg + água destilada 25mL). As placas con-

tendo os meios semeados por esgotamento, foram incubadas a 42ºC por 48 horas (tem-

peratura ideal para isolamento de Campylobacter termofílico), em atmosfera ideal de mi-

croaerofilia, gerada pelo método da passivação de cobre (ANDRADE et al., 2007).   

Após a incubação, o diagnóstico inicial foi realizado com base na morfologia colo-

nial (transparentes com brilho d'água) e características morfo-tintoriais em microscopia de 

campo claro, a partir do método de Gram, seguindo a descrição de Lauria-Filgueiras e 

Hofer (1998). A identificação presuntiva das amostras foi obtida pela observação de bas-

tonetes curvos ou em forma de “S”, Gram negativos ou presença de células cocóides, 

características de amostras em estágio degenerativo.   

 Quando as amostras apresentaram colônias típicas e morfologia esperada, foram 

realizados, para diagnóstico confirmatório, uma série de testes bioquímicos clássicos (Fi-

gura 3) para confirmação do gênero bacteriano e identificação ao nível de espécie 

(ANDRADE et al., 2007; BRASIL, 2011). Antes da avaliação bioquímica, uma alíquota da 

amostra foi armazenada em tubo contendo água peptonada pH 7,0-7,2, com 20% de gli-

cerol e estocada a -70oC seguindo as recomendações de Esteves (2011).  
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C. jejuni subsp. 
jejuni 

+  + - - - + - - + - + + S R 

C. jejuni subsp. 
doviei 

v - - - - V - - - - + - S S 

C. coli +  + - - - - - - + - + + S R 

C. fetus subsp. 
fetus 

+  + - - - - - + - - + + V S 

C. fetus subsp. 
veneralis 

+  + - - - - - + - - - + R S 

C. lari +  + - V - - - - + - + + R R 

C. upsaliensis +  + - - - - - - + - V + S S* 

C. 
hyointestinalis 

+  + - - + - - + + - + + R S 

C. sputorum 
biovar 

sputorum 
-  + + - + - - - + - + + S S 

C. sputorum 
biovar bubulus 

-  + + - + - - - + + + - R S 

C. sputorum 
biovar fecalis 

+  + + - + - - - + - + + R S 

C. helveticus -  + ND ND - - - - + V V ND S S 

C. mucosalis -  + + - + - - - + - + + R S 

C. concisus -  + + - + - - - + - + + R R 

C. curvus -  + + - - - - - + - + ND S ND 

C. rectus -  + + - + - - - +* - + ND S ND 

C. showae +  + ND - + - - - + - V ND R S 

Arcobacter 
cryaerophilus 

grupo 1A 
+  V - - - - + + - - - - V R 

A. cryaerophilus 
grupo 1B 

+  V ND - - - + + - - - + S V 

A. nitrofigilis + + - - - - + + - + - - S S 

A. butzleri +* + - - - - + + V V + + S R 

A.skirrowii + +  - - - + + V V V - S S 

   Figura 3: Quadro do perfil bioquímico das espécies do gênero Campylobacter  
     * (reação fraca) S (sensível) + (positivo) v (reação variável) R (resistente) - (negativo) ND (Não determinado) * * TSI (Ágar três 
açúcares e ferro) Fonte: (BRASIL, 2011)  
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5.4.1.2. Detecção de Enterobacteriaceae nas amostras dos PNH 

 

Os swabs conservados em meio Cary & Blair foram também transportados ao La-

boratório de Microbiologia (LabMicro) no Departamento de Ciências Biológicas – 

ENSP/Fiocruz, para a avaliação da microbiota bacteriana intestinal, através de inoculação 

em meios de enriquecimento, meios seletivos indicadores (Ágar EMB, Ágar MacConkey, 

Agar SS (Salmonella-Shigella)) e meio cromogênico (Chromagar) para pesquisa de bac-

térias entéricas.  

Após isolamento, as colônias bacterianas foram visualizadas, foi realizada a colo-

ração de Gram e posteriormente estes micro-organismos foram identificados através de 

provas bioquímicas seguindo as recomendações de Costa e Hofer (1972) e Nogueira e 

Souza-Miguel (2010) (Tabela 2).  

Nos casos duvidosos o esclarecimento da identificação da espécie bacteriana foi 

feito de forma automatizada pelo aparelho VITEK® (marca Biomerieux).  
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Tabela 2:  Tabela de percentuais para diferenciação bioquímica das principais enterobacterias pesquisadas 
 

 
Fonte: Nogueira e Souza-Miguel, 2010. 
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5.5. Preparação do antígeno imunizante e a inoculação das aves para produção 

de IgY: 

 

5.5.1. Parâmetros de produção do extrato bruto proteico 

 

Para determinar as condições para obtenção do antígeno imunizante foi neces-

sário estimar a quantidade de massa bacteriana, por isso, inicialmente, duas placas 

foram semeadas com C. jejuni (ATCC 33291) seguindo o descrito no item 5.4.1.1. As 

colônias obtidas foram inativadas com solução salina enriquecida com 0,5% de formol 

e incubadas a 4ºC “overnight”. A suspensão obtida foi submetida a dez lavagens segui-

das de centrifugação a 1000 x g, a 4 ºC por 30 minutos com suspensão final em PBS 

1X pH 7.2. O material foi novamente centrifugado a 1000 x g a 4 ºC por 30 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o sedimento final foi ressuspenso em solução tampão 

Tris-Hcl (50 mM) pH 7.5. 

Para determinar a melhor forma do processo de rompimento da parede celular, 

foram testados dois diferentes protocolos de sonicação, os dois primeiros utilizando 

material diluído em tampão Tris-Hcl (50 mM) pH 7.5 (UEKI,1988). O primeiro utilizou a 

sonicação com ultrassom por imersão em banho de água (Cole Parmer Modelo: 8853), 

utilizando 3 pulsos de 30 segundos de 60 Hertz com dois minutos de intervalo entre 

eles. O segundo utilizou o sonicador de ponta e o material em banho de gelo (Misonix 

ultrasonic liquid processors, modelo XL2000 marca MISONIX®), empregando 3 pulsos 

de 2 watts de 15 segundos, com intervalo de 40 segundos). Após procedimentos de 

rompimento, pellets e sobrenadantes foram centrifugados a 1000 xg por 30 minutos, 

avaliados por SDS-PAGE (anexos 4 e 5) em seguida foi determinada a concentração 

de proteínas utilizando o kit de quantificação de proteínas totais por BCA (Thermofis-

her®) utilizando as determinações do fabricante. 
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5.5.2. Produção do antígeno imunizante de Campylobacter jejuni  

 

De acordo com os resultados de parâmetros iniciais de obtenção de extrato bruto 

proteico, foram semeadas 10 placas, seguindo a metodologia descrita no item 5.5.1. A 

massa bacteriana foi submetida a sonicação utilizando sonicador de ponta (Misonix ul-

trasonic liquid processors, modelo XL 2000 marca MISONIX®) com 3 pulsos de 2 watts 

de 15 segundos com intervalo de 40 segundos). Após a lise, o material foi centrifugado 

a 1000 xg por 30 minutos a 4°C, avaliado por SDS-PAGE e novamente centrifugado 

(3000 xg por 15 minutos a 4°C graus). O sobrenadante foi descartado e o pellet ressus-

penso em tampão de lise (100mM de KCl,10mM tris pH6.8 e 5 mM EDTA) (GREEN; 

SAMBROOK, 2012). Um novo processo de sonicação foi realizado utilizando sonicador 

de ponta (Misonix ultrasonic liquid processors, modelo XL2000 marca MISONIX®) com 

5 pulsos de 2 watts de 15 segundos com intervalo de 40 segundos em banho de gelo 

em função do material bacteriano mais concentrado. O material foi submetido a ultra-

centrifugação por 100 000 g por 60 minutos a 4ºC (Ultracentrifuga Thermoscientific Sor-

vall WX Series modelo WX ultra 80 com rotor 50 TI) e repetida alternado com a sus-

pensão em tampão através da lavagem com PBS para realizar a lavagem do material. 

Ao fim das três lavagens por ultracentrifugação, o sobrenadante foi descartado e o pre-

cipitado de proteínas suspenso em tampão detergente (0,1M de Nacl+2% de triton X-

100), por 1 hora a 37°C em banho maria. Após esta incubação, as três lavagens foram 

repetidas utilizando a ultracentrifugação. A suspensão final foi novamente avaliada por 

SDS-PAGE e quantificada pelo kit de BCA (Termoficher®) utilizando as instruções do 

fabricante. A conservação foi realizada a -20°C até a imunização.  
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5.5.3. Produção e caracterização das Imunoglobulinas Y  

 

5.5.3.1. Imunização das galinhas poedeiras: 

 

 Este procedimento foi revisado e aprovado pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais- CEUA-Fiocruz. Número da licença: LW-16/17 (Anexo 5). Foi utilizada uma 

galinha poedeira da raça Isa Brown, com idade entre 18-20 semanas. A ave foi seleci-

onada quanto ao peso médio de 1,8 Kg e mantida individualmente recebendo ração 

específica para postura e água potável ad libitum. No primeiro inoculo o extrato bruto 

proteico de C. jejuni foi emulsionado em 250 µL de adjuvante completo de Freund 

(Sigma Aldrich®). Já nas duas inoculações seguintes, foi utilizado o mesmo antígeno 

emulsionado em adjuvante incompleto de Freund (Sigma Aldrich®) (SANTOS,2012). 

As três inoculações (Figura 4) ocorreram com intervalos de 1 semana, por via intramus-

cular na musculatura peitoral (Musculus pectoralis) com um volume final de 0,5mL, dis-

tribuídos em vários pontos. Após um intervalo de 20 dias do último inoculo, os ovos 

começaram a ser colhidos diariamente por 4 meses e estocados de 4 a 8ºC até o mo-

mento da extração. Durante a inoculação e todo o período de produção dos ovos, a ave 

foi avaliadas clinicamente pelo veterinário responsável pelo projeto. 

 

1ª Dose (semana1) 2ª Dose (semana 2) 3ª Dose (semana 3) 

200µg de extrato bruto 

proteico+ 250 µL de adju-

vante Completo de Freund 

200µg de extrato bruto proteico + 250 µL 

de adjuvante Incompleto de Freund 

 

Figura 4: Esquema de inoculações da ave 
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5.5.3.2. Extração de IgY  

O isolamento foi realizado utilizando precipitação por Polietilenoglicol 6000 (PEG 

- Sigma Aldrich®) (POLSON et al.,1980; POLSON et al.,1985). A gema foi diluída 1:5 

em PBS (0,018M, pH 7,6), essa solução foi precipitada com 3,5% de PEG, seguido de 

homogeneização, incubação por 20 minutos e centrifugação a temperatura ambiente 

(TA) a 5000 x g. O sobrenadante foi submetido a mais duas precipitações com 12% de 

PEG. Ao precipitado foram adicionados 2,5 mL de PBS a 0ºC, e um volume igual de 

álcool etílico absoluto a 50%, seguido de centrifugação a 10 000 xg por 25 minutos a 

5ºC negativos. O precipitado foi dissolvido em 2,0 mL de PBS e submetido a congela-

mento até a utilização (Polson et al., 1985). 

 

5.5.3.3. Purificação da IgY utilizando a coluna “Hi-Trap IgY purification”  

 

Após a extração, foi preparado um pool com as IgY(coletadas nos 

dias:5,8,19,28,34,35,47,51, 59, 60,63 após a ultima inoculação. A suspensão foi sub-

metida a um processo de purificação utilizando adsorção tiofílica em coluna Hi-Trap IgY 

purification (GE, Healthcare). Seguindo o protocolo do fabricante (anexo 6), a coluna foi 

conectada a um cromatógrafo de HPLC (AKTA protein purification system-Amershan) 

para demonstração da representação gráfica do perfil (eletroferograma) de purificação 

final de cada passagem de amostra na coluna, através da leitura individual de cada 

fração (2 mL). Foram realizadas 3 passagens de IgY extraída para purificação. Para 

cada passagem as amostras e a coluna foram submetidas a um processo de prepara-

ção conforme as instruções do fabricante. Um total de 100 mg de IgY extraída foi apli-

cada. A solução de ligação (20 mM fosfato de sódio e 0,5M de K2SO4, pH 7,5) foi utili-

zada, para a retirada do material não ligado. A IgY purificada foi obtida utilizando solu-

ção de eluição (20 mM fosfato de sódio, pH 7,5). Para a retirada de material não ligado 

foi utilizada solução de limpeza (20 mM fosfato de sódio, pH 7,5; 30% de isopropanol). 

A IgY purificada foi separada através das maiores leituras de absorbância a 280 nm.  



 
 

52 
 

 

 

5.6. Caracterização, perfil de produção e análise da especificidade frente ao an-

tígeno imunizante 

5.6.1. Caracterização da IgY anti- C. jejuni por SDS-PAGE 

 

Foram selecionadas para avaliação as suspensões dos seguintes dias após a última 

inoculação: dia 28, dia 33, dia 37, dia 44 e dia 47. Estas foram descongeladas e diluídas 

1:4 em tampão de amostra, desnaturadas por choque térmico e aplicadas no gel de 

policrilamida 12% com gel de empilhamento a 4% para realizar a corrida eletroforética 

por SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970). Após a corrida eletroforética, o gel obtido foi corado 

pelo comassie R-250 de acordo como protocolo desenvolvido no LATER-

Biomanguinhos (Anexo 4).  

 

5.6.2. Determinação da concentração de IgY anti C. jejuni após a extração e puri-

ficação 

 

A concentração de IgY após extração e purificação foi mensurada por espectro-

fotometria a 280 nm e calculada de acordo com Lambert-Beerlaw utilizando o coefici-

ente de extinção de 1,33 para IgY (LESLIE; CLEM, 1969).  

 

5.6.3. Verificação da especificidade da IgY anti C. jejuni por Western blot 

 

 As bactérias da família Enterobacteriaceae inicialmente isoladas dos swabs re-

tais e já identificadas previamente quanto ao gênero/espécie, foram semeadas em meio 

líquido BHI por 24 horas a 37°C a fim de produzir massa bacteriana. As amostras, após 

crescimento, foram centrifugadas a 22.000 xg por 2 minutos na TA para retirada do 
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meio de cultura e foram diluídas em salina estéril. Os micro-organismos isolados utili-

zados para a realização do teste foram: Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Es-

cherichia coli, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Yersinia enterocolitica, e Enterobacter 

sp. Neste experimento, não foi obtido o crescimento para as cepas isoladas de: Ci-

trobacter sp. e Klebsiella pneumoniae por isso não foi possível a inclusão. Foi realizado 

o SDS-PAGE segundo LAEMMLI (1970). A eletrotransferência foi realizada a 100 V, 

durante 120 minutos (TOWBIN et al., 1979). As membranas foram incubadas em solu-

ção de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 5% de Leite desnatado Molico - Nestlé®) 

“overnight” 4oC em agitação lenta. Realizou-se lavagens em TA por 5 minutos, três 

vezes com solução de lavagem em PBS-T (PBS pH 7,2 com 0,05% de Tween-20). As 

membranas foram incubadas com IgY anti-Campylobacter jejuni purificada em solução 

de bloqueio na diluição de 1:250 por 2 horas a 37ºC em agitação lenta. As membranas 

foram lavadas e submetidas à incubação com conjugado anti-IgY (Sigma Aldrich®) a 

1:8000 por 1 hora a 37ºC em agitação lenta em solução de bloqueio. Para revelação foi 

utilizada solução de revelação (tampão Citrato-Fosfato (Sigma Aldrich®), peroxido de 

hidrogênio 30-32% supra (Vetec®) e 3’3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate 

(Sigma Aldrich®) até o aparecimento das bandas. A reação foi paralisada com água 

destilada.  

 

5.6.4. Verificação do reconhecimento da especificidade da IgY anti - C. jejuni       

extraída por ELISA 

Para análise da especificidade da IgY extraída frente a C. jejuni, placas de ELISA 

(Maxi Sorb, Nunc) de fundo chato, foram sensibilizadas com 50 µL de C. jejuni em di-

ferentes concentrações (de 1:25 a 1: 2,19 x 1013.) em tampão carbonato bicarbonato 

(20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M pH 9,6 – Sigma Aldrich®), incubadas 

de 4 a 8oC “overnight”. Após três lavagens num volume de 250 µL com solução de 

lavagem (PBS 0,05% de Tween 20), foram adicionadas 50 µL das diferentes concen-

trações de IgY extraída (1:10 a 2,19 x 10 11) e IgY purificada (1:1000 a 1:2 048 000) em 

solução de diluição (PBS 0,05% de Tween 20 contendo substâncias bloqueadoras). As 
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substâncias bloqueadoras testadas foram leite desnatado Molico- Nestlé® nas concen-

trações de 1%, 2%, 5% e 10 % e BSA (soro albumina bovina) nas concentrações de 

1%, 5% e 10%. Após, foi realizada incubação (1h a 37oC) e lavagens conforme descrito 

anteriormente. Foram adicionados 50 µL anti-IgY conjugada a peroxidase (Sigma Al-

drich®) utilizada nas diluições de 1:1000, 1:8000, 1:30 000 respectivamente em solução 

de diluição, seguidas de incubação por 1h à 37oC. Após nova lavagem, a revelação foi 

realizada, protegida da luz, com 50 µL de solução reveladora TMB (tetrametilbenzidina- 

Sigma Aldrich®) por um período de vinte a trinta minutos observando os controles ad-

quirir coloração. A reação foi paralisada com 50 µL de ácido sulfúrico 1M (VOLLER; D. 

E. BIDWELL; BARTLETT, 1976). Para a análise, foi utilizado leitor de microplacas (Test 

Line–Biotech Instruments, USA), com filtro de referência de 450nm (recomendação do 

fabricante da solução de revelação).  

 

5.7. Verificação da capacidade do reconhecimento dos antígenos de C. jejuni 

pela IgY nas amostras de fezes e de LAR por ELISA indireto 

 

Neste trabalho, foi desenvolvido um teste de ELISA do tipo indireto “in house” 

que segue a metodologia esquematizada na Figura 5 para fazer as avaliações das 

amostras. O teste teve início com a fixação do antígeno na placa, a etapa seguinte 

consistiu na aplicação do anticorpo primário que reconheceu o antígeno. A segunda 

etapa consistiu no reconhecimento do anticorpo primário por um anticorpo secundário 

conjugado a uma enzima (peroxidase). Com a adição de um cromógeno e substrato da 

enzima houve a produção de moléculas coloridas, que permitiu a medição da intensi-

dade da reação. A reação foi interrompida com aplicação de ácido para a leitura visual 

e /ou quantitativa. 
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Fonte :traduzido do site :https://www.leinco.com/indirect_ELISA . Acessado em 14/06/2017 
Figura 5: Esquema de ELISA indireto 
 

 

5.7.1. Avaliação dos parâmetros para utilização do ELISA com a IgY - anti-

Campylobacter spp. “in house”  

Antes da utilização do método ELISA indireto com a IgY produzida, foi necessá-

rio o ajuste da concentração das amostras de LAR (positivas e negativas de acordo 

com o cultivo microbiológico), fezes humanas (negativas de acordo com o cultivo mi-

crobiológico), IgY purificada anti - C jejuni, do conjugado anti-IgY comercial, e de 

Campylobacter jejuni (ATCC 33291) lisada (considerada controle positivo - que foi ob-

tida por meio do cultivo conforme item 5.4.1.1 e lisada por meio de diluição em água 

estéril e congelamento a-20°C). As fezes humanas foram previamente diluídas a 0,25 

g/mL em solução salina estéril (0,9%) (ELSEMORE et al., 2017). Após essa diluição, 

amostras de LAR, C. jejuni lisada e fezes humanas foram diluídas a 1:10, 1:20 e 1:40 

em tampão carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M 

pH 9,6) e adicionadas num volume de 50 µL em placas de ELISA (Maxi Sorb, Nunc) 

com incubação de 4 a 8oC “overnight”. Após a incubação as placas foram lavadas 5 

https://www.leinco.com/indirect_ELISA%20HYPERLINK%20%22https:/www.leinco.com/indirect_elisa%22
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vezes com 250 µL de PBS-T, seguida da aplicação de 50 µL da IgY purificada anti-C. 

jejuni diluída nas seguintes concentrações: 1:250, 1:500 e 1:1000 em solução de blo-

queio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de Leite desnatado Molico- Nestlé®) com incu-

bação por 1 hora a 37°C em câmara úmida. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens 

com PBS-T e adicionado 50 µL de conjugado anti-IgY (Sigma Aldrich®) diluído 1:8000 

em solução de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de Leite desnatado Molico- 

Nestlé®), com incubação a 37°C/1 h em câmara úmida, seguido de 3 lavagens com 

PBS-T. A revelação foi realizada utilizando 50 µL de TMB (tetrametilbenzidina- Sigma 

Aldrich®) de vinte a trinta minutos em TA. A reação foi paralisada com 50 µL de ácido 

sulfúrico 1M (VOLLER et al., 1976). Para a análise, foi utilizado leitor de microplacas 

(Test Line–Biotech Instruments, USA), com filtro de referência de 450nm (protocolo de 

leitura estabelecido pelo fabricante do TMB - recomendação do fabricante da solução 

de revelação). 

 

5.7.2. Aplicação das amostras do painel no teste de ELISA contendo a IgY anti-

Campylobacter spp.  purificada (in house) 

 

Placas de ELISA (Maxi Sorb, Nunc) foram sensibilizadas com 50 µL do material 

do painel de amostras de LAR (1:10) e fezes (0,025 mg/mL) de PNH, como controles 

positivos foram utilizadas, amostras de LAR positivas para C. jejuni no cultivo (1:10) e 

cepa de C.jejuni lisada (1:20 e 1:40); como controles negativos, fezes humanas (0,025 

g/mL), diluídas em tampão carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 0,06M e 80% de 

NaHCO3 0,06M pH 9,6) e incubadas de 4 a 8oC “overnight”. Após a incubação as placas 

foram lavadas 5 vezes com 250 µL de PBS-T, seguida da aplicação de 50 µL da IgY 

purificada anti-C.jejuni diluída 1:1000 em solução de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-

20 e 1% de Leite desnatado Molico- Nestlé®), com incubação por 1 hora a 37°C em 

câmara úmida. Após foram realizadas 3 lavagens com PBS-T e adicionado 50 µL do 

conjugado anti-IgY (Sigma Aldrich®) em solução de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-

20 e 1% de leite desnatado Molico- Nestlé®) diluído 1:8000, com incubação por 1 horas 
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37°C em câmara úmida, seguido de 3 lavagens com PBS-T. A revelação foi realizada 

utilizando 50 µL de TMB (tetrametilbenzidina- Sigma Aldrich®) em incubação de vinte 

minutos em TA ao abrigo da luz. A reação foi paralisada com 50 µL de ácido sulfúrico 

1M (VOLLER et al., 1976). Para a análise, foi utilizado leitor de microplacas (Test Line–

Biotech Instruments, USA), com filtro de referência de 450nm (protocolo de leitura es-

tabelecido pelo fabricante do TMB).  

 

5.7.3. Teste de dopagem das amostras de LAR 

 

Antes de sensibilizar com as amostras de LAR (positivas na cultura e negativas 

no ELISA), foram diluídas 1:5 em tampão carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 

0,06M e 80% de NaHCO3 0,06M pH 9,6). A suspensão de bactérias lisadas foram dilu-

ídas 1:50 em tampão carbonato bicarbonato (20% de Na2CO3 0,06M e 80% de NaHCO3 

0,06M pH 9,6). Essa diluição foi aplicada em duplicata (50 µL) na placa de ELISA (Maxi 

Sorb, Nunc). Em seguida, as amostras de LAR sofreram dopagem, cada poço recebeu 

50 µL da diluição da bactéria lisada. Para os poços de controle positivo foi aplicada, 

além dos 50 µL da diluição da bactéria lisada, mais 50 µL de pbs estéril. A placa foi 

incubadas de 4 a 8oC “overnight”. Após a incubação a placa foi lavada 5 vezes com 250 

µL de PBS-T, seguida da aplicação de 50 µL da IgY purificada anti-C. jejuni diluída 

1:1000 em solução de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de leite desnatado 

Molico- Nestlé®), com incubação por 1 hora a 37°C em câmara úmida. Após foi reali-

zada 3 lavagens com PBS-T e adicionado 50 µL do conjugado anti-IgY (Sigma Aldrich®) 

em solução de bloqueio (PBS 0,05% de Tween-20 e 1% de leite desnatado Molico- 

Nestlé®) diluído 1:8000, com incubação por 1 horas 37°C em câmara úmida, seguido 

de 3 lavagens com PBS-T. A revelação foi realizada utilizando 50 µL de TMB (tetrame-

tilbenzidina- Sigma Aldrich®) em incubação de vinte minutos em TA ao abrigo da luz. 

A reação foi paralisada com 50 µL de ácido sulfúrico 1M (Voller et al., 1976). Para a 

análise, foi utilizado leitor de microplacas (Test Line–Biotech Instruments, USA), com 

filtro de referência de 450nm (protocolo de leitura estabelecido pelo fabricante do TMB).  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

6.1. Painel de amostras e sua caracterização 

 

Como já dito anteriormente, a criação deste painel visou detectar as bactérias 

pertencentes a microbiota intestinal dos PNH para auxiliar na avaliação da detecção 

exclusiva de Campylobacter do teste imunoenzimático construído durante o desenvol-

vimento deste estudo, todavia, várias informações pertinentes podem ser discutidas a 

partir dos achados deste material.    

As amostras de swabs retais coletados da espécie Macaca fasciculares apre-

sentaram em todos os espécimes, presença de membros da família Enterobacteriaceae 

(bastonetes Gram negativos que realizam redução de nitrato a nitrito, fermentação de 

glicose e não possuem a enzima citocromo-oxidase). Esta família, inclui uma série de 

bastonetes Gram negativos, cuja maioria habita o intestino dos seres humanos e dos 

animais, seja como membros da microbiota normal ou como agentes de infecção 

(TRABULSI et al. 1999). 

Segundo Costa e Hofer (1972) e de Nogueira e Souza-Miguel (2010), a diferen-

ciação dos gêneros e espécies pode ser realizada fenotipicamente por meio de uma 

série de provas bioquímicas usadas na prática laboratorial, como já descrito na Meto-

dologia (Tabela 2). As metodologias semi-automáticas e totalmente automatizadas, 

também seguem as mesmas regras, porém adicionam mais provas para facilitar a iden-

tificação. Segundo Trabulsi e colaboradores (1999) nos últimos anos a biologia mole-

cular tem avançado para auxiliar nesta identificação, todavia segundo Abrantes e No-

gueira (2017), os métodos fenotípicos, apesar de não serem a metodologia mais mo-

derna e nem definitiva, como as análises moleculares, podem contribuir de forma muito 

positiva e econômica no âmbito laboratorial.  

As provas bioquímicas realizadas neste estudo, a partir dos swabs coletados de 

Macaca fasciculares, permitiram identificar as seguintes espécies da família Enterobac-

teriaceae: Escherichia coli (100%), Klebsiella pneumoniae (79,31%), Citrobacter sp. 

(10,34%), Proteus sp. (13,79%), Enterobacter sp. (17,24%) e Yersinia enterocolitica 

(3,45%) (Tabela 3). 
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Tabela 3. Enterobacteriaceae isoladas de amostras do material fecal de                 

Macaca fascicularis em criatório científico. 

Bactérias identificadas N.°de amostras positivas 
 (Total de animais = 29) 

Percentual de isola-
mento (%) 

Escherichia coli 29 100,00% 

Klebsiella pneumoniae 23 79,31% 

Citrobacter sp. 3 10,34% 

Proteus sp. 4 13,79% 
Enterobacter sp. 5 17,24% 

Yersinia enterocolitica 1 3,45% 

 

Os gêneros Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter (que fazem parte 

do grupo chamado de bacilos coliformes) e Proteus se enquadaram,  segundo Guentzel 

(1996), no que já foi definido anteriormente como característica da família Enterobac-

teriaceae, já que apesar de serem considerados micro-organismos oportunistas e po-

derem ser responsáveis por uma ampla gama de infecções, são também membros da 

microbiota intestinal normal de humanos e outros animais e podem ser isolados de uma 

variedade de fontes ambientais. A espécie Escherichia coli (E. coli), por exemplo, é o 

organismo mais comumente isolado nos laboratórios clínicos. Essa informação corro-

bora com os achados de Cruz e colaboradores (2016) que pesquisaram a microbiota 

intestinal de uma colônia de Cynomolgos de cativeiro e encontraram em todos os es-

pécimens analisados esse micro-organismo presente.  

Quando avaliamos os achados de Yersinia sp. e sua relevância neste estudo, 

não podemos deixar de observar os trabalhos de McClure e colaboradores (1986), pois 

segundo estes autores, apesar deste micro-organismo ser considerado relativamente 

frequente em primatas não humanos da espécie Macaca fascicularis, esse fato não 

afasta a sua importância e sua possível participação em eventos gastro-intestinais nes-

tes animais, principalmente quando o isolamento é da espécie Yersinia enterocolitica, 

já que em primatas não humanos, essa bactéria já foi identificada causando diarréias 

com ou sem sangue, enterocolites ulcerativas e linfadenites mesentéricas sendo consi-

derada, então, potencialmente patogênica. Segundo Lopes e colaboradores (2010), a 

espécie Yersinia enterocolitica é uma das principais bactérias patogênicas do gênero 
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associada a agravos intestinais em primatas.  

Estudos epidemiológicos têm sido realizados a fim de se investigar e determinar 

a ocorrência de enterobactérias em grupos de animais selvagens mantidos em cativeiro 

visto à possibilidade de comprometimento da saúde desses animais (GOMES et al., 

2011; FERREIRA et al., 2012), todavia há outros micro-organismos bacterianos de 

grande importância em criatórios, que podem resultar em doenças com altos índices de 

morbidade e mortalidade e que também possuem relevância para a realização do con-

trole sanitário, como por exemplo o gênero Campylobacter (Lopes e colaboradores 

(2010). Esse micro-organismo têm apresentado um alto índice de isolamento em pri-

matas não humanos (McCLURE et al., 1986). Chegando a ser considerado por Lopes 

e colaboradores (2010) como endêmico em algumas colônias de primatas. Esses dados 

corroboram com os nossos achados, já que em relação ao cultivo de Campylobacter 

spp. foi demonstrado que 22 (76%) dos animais apresentaram cultivo positivo no ma-

terial fecal para o gênero, sendo que em 48,28% das amostras foi encontrada    

Campylobacter coli, 13,79% apresentaram Campylobacter jejuni e em 13,79 % não foi 

possível definir a espécie isolada pela metodologia aplicada (Tabela 4). Gonçalves de 

colaboradores (2010) relatam que Macaca fascicuraris tem o habito diurno, e a prefe-

rência alimentar por pequenos insetos, o que leva aos animais a se alimentar dos inse-

tos caídos no chão e se reinfestar, esse fato, pode ser uma justificativa para a persis-

tência de percentuais de animais portadores de Campylobacter sp. superior a 70%, 

mesmo com a implementação de medidas de prevenção e higiene descritas por An-

drade e colaboradores (2007), como autoclavação da ração, dos instrumentos de lazer 

e higienização das frutas com hipoclorito. 

Tabela 4- Isolamento Campylobacter spp. nas fezes de Macaca fascicularis em 

criatório científico. 

Bactérias identificadas N.°de amostras positivas 
 (Total de animais = 29) 

Percentual de iso-
lamento 

(%) 

Campylobacter coli 14 48,28% 

Campylobacter jejuni 4 13,79% 

Campylobacter sp. 4 13,79% 

Na colônia de Macaca mulatta, de forma semelhante ao que foi visto em Macaca 
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fascicularis, as amostras de swabs retais coletados apresentaram em todos os animais 

presença de espécies bacterianas da família Enterobacteriaceae. Apesar de haverem 

mais indivíduos avaliados nesta colônia, o percentual de isolamento foi menor para es-

ses primatas que no grupo anterior. As seguintes espécies foram encontradas: Esche-

richia coli (100%), Klebsiella pneumoniae (50 %), Citrobacter sp. (30,77%), Proteus sp. 

(11,54%), Enterobacter sp. (11,54%) (Tabela 5).  

 

Tabela 5 – Enterobacteriaceae isoladas de amostras do material fecal                     

Macaca mulatta de criatório cientifico. 

Bactérias identifica-
das 

N°de amostras positivas 
 (Total de animais = 52) 

Percentual de isola-
mento % 

Escherichia coli 52 100,00% 

Klebsiella pneumoniae 26 50,00% 

Citrobacter sp. 16 30,77% 

Proteus sp. 6 11,54% 

Enterobacter sp. 2 3,85% 

 

 

Na colônia de M.mulatta, 73% do material fecal dos indivíduos avaliados, apre-

sentou somente bactérias pertencentes à microbiota normal. Seguindo a premissa de 

que conhecer a microbiota bacteriana de animais de cativeiro é de extrema importância 

para definir sua condição sanitária (CRUZ et al., 2016), pôde-se sugerir que os animais 

pertencentes à colônia analisada neste estudo, possuem uma boa qualidade microbio-

lógica, para utilização em experimentação como biomodelos. 

Estudos anteriores indicaram várias espécies do gênero Macaca como suscetí-

veis ao Campylobacter sp. (CYSNE, 2007; LAURIA-FILGUEIRAS, 2000; LAURIA-

FILGUEIRAS; HOFER, 1998), tornando-se então, importante o monitoramento deste 

agente, já que sua presença pode ser um possível indicador de determinação do status 

sanitário da colônia (FELASA, 1999).  

De forma positiva, com a realização da técnica clássica de cultivo, não foi possí-

vel demonstrar nas amostras de M.mulatta a presença de Campylobacter spp. em 38 

(73 %) das amostras dos animais, já que não foi detectado nenhum tipo de crescimento 
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nos meios seletivos. Neste grupo de primatas, somente 14 (27 %) animais apresenta-

ram cultivo positivo para o gênero, destes, em 13,46% das amostras foi encontrada     

C. coli, 11,54% apresentaram C. jejuni e em 1,92% não foi possível definir a espécie 

(Tabela 6). 

 

Tabela 6 – Isolamento Campylobacter spp. em fezes de Macaca mulatta em cria-

tório cientifico. 

 

 

 

 

 

 

   

O maior percentual de isolamento da espécie Campylobacter coli neste trabalho, 

corrobora com os resultados encontrados por Andrade e colaboradores (2007), que 

analisaram por sete anos e publicaram a exatamente 10 anos, um estudo nessa mesma 

colônia. Apesar da mudança esperada pela rotatividade de indivíduos, e modificações 

sanitárias implementadas, verifica-se a manutenção deste gênero e preponderância da 

espécie C. coli mostrando que, a redução da carga bacteriana e o controle deste micro-

organismo não ocorreu. Andrade e colaboradores, no estudo de 2007, citam ainda, a 

implementação de medidas de controle sanitário e uma reforma na infraestrutura do 

setor com objetivo de isolamento dos animais de cada espécie de PNH da criação do 

ICTB. Estas medidas não só reduziram a contaminação pela bactéria, mas também 

mantiveram os baixos percentuais ao longo dos anos seguintes do estudo longitudinal. 

Valores semelhantes foram encontrados nos animais avaliados no presente estudo. 

Gonçalves e colaboradores (2010) relatam hábito diurno, o sedentarismo e preferência 

alimentar por frutas dos animais da espécie Macaca mulatta, o que reduz o contato com 

outras fontes de contaminação por Campylobacter spp.  

 De modo geral, a caracterização microbiológica das amostras do painel, com 

Bactérias  
 identificadas 

N° de amostras positivas 
(Total de animais = 52) 

Percentual de 
isolamento % 

 

C. coli 7 13,46% 

C.jejuni 6 11,54% 

Campylobacter sp. 1 1,92% 
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referência a família Enterobacteriaceae reflete, segundo Guentzel (1996), grande se-

melhança com o que ocorre na microbiota intestinal humana. Dentro desta família, em 

apenas uma amostra, foi isolada e identificada uma bactéria potencialmente patogênica 

(Yersinia enterocolitica). O que demonstra que a maioria dos animais avaliados possuia 

um bom status sanitário.  

Quanto ao Campylobacter spp., os percentuais encontrados reproduzem o que 

foi descrito anteriormente na literatura (LAURIA-FILGUEIRAS; HOFER, 1998; LAURIA-

FILGUEIRAS, 2000;ANDRADE et al., 2007; CYSNE, 2007) para animais de cativeiro, 

refletindo novamente a susceptibilidade elevada de Macaca fasciculares (aproximada-

mente 76% das amostras avaliadas) e moderada de Macaca mulatta (apenas cerca de 

27% das amostras foram positivas). Destacamos que, assim como observado no tra-

balho de Andrade e colaboradores (2007), nos indivíduos onde ocorreu isolamento de 

Campylobacter, não foi detectado nenhum sintoma clínico grave, sugerindo alguma 

forma de adaptação dos animais a esse micro-organismo.  

Todavia, esta possível simbiose com os primatas estudados, não minimiza o fato 

de que Campylobacter spp. continua presente nestas colônias, possibilitando infecções 

cruzadas e possível interferência nos procedimentos experimentais. O que reforça mais 

ainda a necessidade de produção de um teste que possibilite uma rápida triagem dos 

indivíduos portadores. 

 

 

6.2. O antígeno imunizante produzido e a inoculação das aves para produção 

de IgY 

 

6.2.1. Parâmetros de produção do extrato bruto proteico 

 

A figura 6, demonstra a análise complementar fisico-quimica do precipitado de         

C. jejuni no SDS-PAGE após a realização do primeiro processo de rompimento. Foi 

detectada a presença de grande quantidade de material proteico (colunas 3 e 5) nas 
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duas concentrações aplicadas. Entretanto, mesmo na coluna 7, com o material mais 

diluído foi possível ainda detectar a presença de material proteico residual. Na coluna 

9, onde foi aplicado o sobrenadante, não foi possível observar presença de nenhum 

material proteico. Pode-se concluir que este processo de sonicação não foi eficaz no 

rompimento da parede bacteriana para obtenção de proteínas solúveis no sobrena-

dante. O segundo processo de sonicação (Figura 7) demonstra a presença de material 

proteico livre no sobrenadante após rompimento (colunas 3, 5 e 7). A pouca quantidade 

de material proteico visualizado se justifica pela pouca quantidade de material bacteri-

ano utilizado como partida (somente duas placas de cultivo), sendo observado na do-

sagem de proteínas totais do sobrenadante pelo kit de quantificação de proteínas totais 

pelo BCA, 0,2132 mg/mL. Diante desses resultados, foi concluído que o segundo pro-

cesso apresentou a melhor eficiência para o rompimento da parede bacteriana, e que 

diante da concentração encontrada, em comparação ao que seria necessário para imu-

nização e experimentos subsequentes, seria necessário um novo inóculo de partida 

com material de 20 placas semeadas de C. jejuni. 

 

 
Figura 6: Análise de SDS-PAGE em condições de redução do precipitado de C. jejuni após primeiro 
processo de sonicação para obtenção do extrato bruto proteico. A esquerda, esquema das frações do 
padrão de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder); coluna 1-Padrão de peso molecular, coluna 2-
vazio, coluna 3-preciptado diluído 1:10, coluna 4-vazio, coluna 5-precipitado diluído 1:100, coluna 6-va-
zio, coluna 7-vazio e coluna 8-sobrenadante puro 
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Figura 7: Análise de SDS-PAGE em condições de redução do precipitado de C. jejuni após segundo 
processo de sonicação para obtenção do extrato bruto proteico. A esquerda, esquema das frações do 
padrão de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder); coluna 1-Padrão de peso molecular, coluna 2-
vazio, coluna 3-sobrenadante 1x, coluna 4-vazio, coluna 5- sobrenadante 2x, coluna 6-vazio, coluna 7- 
sobrenadante 3x. 

A massa do cultivo de 10 placas de C.jejuni foi submetida ao segundo processo 

de sonicação, selecionado anteriormente como o mais eficaz. No SDS-PAGE (Figura 

8), na coluna  1 o precipitado apresentou uma quantidade aumentada, em relação ao 

gel da figura 7, de material proteico. Nas colunas 2 e 3 o sobrenadante demonstrou 

presença de material proteico ainda em pouca quantidade em relação a massa 

bacteriana trabalho (20 placas de cultivo). 

 

Figura 8: Análise de SDS-PAGE em condições de redução do precipitado e sobrenadante do extrato 
bruto proteico de C. jejuni após sonicação com material de 20 placas. A direita, esquema das frações 
do padrão de peso molecular (Benchmarck Pre-stained Protein Ladder); coluna 1-preciptado puro, co-
luna 2- sobrenadante 1x, coluna 3- sobrenadante 2x, coluna 4- Padrão de peso molecular. 
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Buscando melhorar o rendimento para obtenção de proteínas solúveis no 

sobrenadante e romper a parede bacteriana com maior eficiência, foi utilizado tampão 

de lise (GREEN; SAMBROOK, 2012). Devido ao aumento da massa bacteriana (10 

placas de cultivo) foi aumentado também a quantidade de pulsos de 3 para 5 para o 

rompimento completo da parede bacteriana. Na avalição deste processo (Figura 9), 

foram visualizadas nas colunas 2, 3 e 4 no sobrenadante, a presença de material pro-

teico adequado. O precipitado foi analisado (resultados não mostrados), onde foi pos-

sível observar quantidade de material proteico residual, demonstrando que este pro-

cesso foi eficaz no rompimento da parede bacteriana.E visando melhorar a obtenção 

das proteínas solúveis foi realizada as lavagens com tampão pbs em ultracentifugação 

retirando o máximo de tampão de lise, e permitindo a concentração das proteínas so-

lúveis no sobrenadante. A quantificação de proteína totais sobrenadante foi de 

1,1066mg/mL. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Análise de SDS-PAGE em condições de redução do precipitado de C. jejuni após segundo 

processo de sonicação utilizando tampão de lise com diferentes concentrações do sobrenadante. Le-

genda: A esquerda, esquema das frações do padrão de peso molecular (Benchmarck Protein Ladder), 

Coluna 1- Padrão de peso molecular, coluna 2- sobrenadante 1x, coluna 3- sobrenadante 2x, coluna 4- 

sobrenadante 3x.  

 

Com o intuito de obter um imunógeno com menor número de contaminantes, foi 

realizado um tratamento com solução de detergente (LOGAN; HARRIS; TRUST, 1987), 

seguido das lavagens em ultracentrifugação para retirada das lipoproteínas que são 
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menos imunogênicas e dos materiais que poderiam ser tóxicos a ave. Na figura 10, a 

análise por SDS-PAGE demonstrou na coluna 4 que esse tratamento se mostrou eficaz 

para purificação do material a ser utilizado para imunização. Na quantificação de pro-

teínas, o material tratado revelou a concentração de 0,6153 mg/mL. 

                                                             

                                           

Figura 10: Análise de SDS-PAGE em condições de redução do precipitado de C. jejuni após tratamento 

com detergente. Legenda: A esquerda, esquema das frações do padrão de peso molecular (Benchmarck 

Protein Ladder), coluna 1- Padrão de peso molecular, coluna 2- sobrenadante não tratado com solução 

detergente, coluna 3 - vazio, coluna 4- sobrenadante tratado com solução detergente.  

 

6.2.2. Período de inoculação e Produção das Imunoglobulinas Y  

 

6.2.2.1. Acompanhamento Clínico da galinha poedeira 

Durante todo o processo experimental foi observado que a ave utilizada perma-

neceu clinicamente sadia. No processo de imunização, e nos dias subsequentes, não 

houve alterações, não foram detectadas dor na palpação ou desconfortos e a galinha 

alimentou-se normalmente. Após a imunização, a galinha permaneceu saudável, com 

comportamento habitual da espécie, com postura adequada e estável, com média de 1 

ovo por dia durante todo período de coleta. Entretanto, em função do calor no ambiente, 

durante o verão a galinha foi solta, visando evitar a morte e o sofrimento do animal, o 
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que foi possível por ser um galinheiro particular, visto que, a Fiocruz não possui um 

biotério de aves. 

6.3. Caracreização das IgYs 

6.3.1. Concentração de IgY anti-C. jejuni obtida após a extração e sua caracteri-

zação por SDS-PAGE: 

 

As concentrações de IgY, após a extração da IgY anti-C. jejuni das gemas dos 

ovos, variaram de 51,05 mg/mL (dia 11) a 0,86 mg/mL (dia 107), com média de 15,52 

mg/mL. Como em cada gema o volume final de IgY extraída foi de 2,0 mL, a média de 

produção foi de 31,04 mg de IgY por gema. A figura 11 apresenta o perfil de produção 

de IgY ao longo dos 4 meses após a imunização. Foi possível notar que nos dois pri-

meiros meses após a imunização houve um perfil adequado e constante de produção 

que diminuiu após o terceiro mês, com uma queda ainda maior no quarto mês, em que 

as coletas foram encerradas. Atribui-se essa queda as elevadas temperaturas ambien-

tais, embora mantivesse quadro clínico saudável com postura natural, também foi ob-

servado uma redução no volume da gema. Outra possibilidade seria a necessidade de 

um booster do imunógeno para ampliar novamente as concentrações da IgYs extraídas. 

 

 

Figura 11: Perfil de produção de IgY após a imunização completa medida por espectrofotometria a 
280nm. As barras representam o desvio padrão. Legenda: Colunas mês 1: 18,49 mg/mL; mês 2: 17,73 
mg/mL; mês 3: 11,36 mg/mL e mês 4: 7.67 mg/mL . 
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No SDS-PAGE de algumas amostras de IgY extraídas (Figura 12, colunas de 1 

ao 3 e coluna 5) foi possível verificar a presença da cadeia leve (~ 27kDa) e a cadeia 

pesada (~70kDa) Esses pesos moleculares são descritos por inúmeros trabalhos 

(POLSON,1980; SCHADE,2005; MINE, 2008; DIRAVIYAM et al., 2014; ZORRIEHZAH 

et al., 2016). Foi possível detectar ainda, a semelhança do perfil proteico das amostras 

aplicadas. Acima da cadeia pesada foram visualizados fragmentos (220 a 70 kDa), as-

sim como entre cadeia leve e pesada também foram visualizados fragmentos interme-

diários (50 e 30 kDa), o que justificou um processo de purificação pela cromatografia 

por adsorção tiofílica em coluna Hi-Trap® IgY Purification.  

            

                                

Figura 12: Análise de SDS-PAGE em condições de redução das IgY extraídas utilizando PEG. 
Legenda: A esquerda, esquema das frações do padrão de peso molecular (Benchmarck Protein La-
dder), Coluna 1.IgY Dia de coleta 28; Coluna 2. IgY Dia de coleta 33; Coluna 3. IgY Dia de coleta 36; 
Coluna 4. Padrão de peso Molecular e Coluna 5. IgY Dia de coleta 44. 

 

6.3.2. Especificidade da IgY extraída anti C.jejuni por Western blot 

No Western blot (Figura 13), a coluna 1 demonstra que a IgY extraída foi capaz 

de reconhecer de maneira específica o antígeno imunizante. Foram visualizadas ban-

das proteicas de 78 até 7,6 kDa. O que demonstra a forte sensibilidade e especificidade 

da IgY produzida frente a C. jejuni. A figura 14, demonstrou que a IgY produzida não 
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reconheceu espécies bacterianas da família Enterobacteriaceae presentes na microbi-

ota intestinal dos PNH (colunas 1 até 6), o que demonstrou a excelente especificidade 

do imunorreagente. Entretanto, foi possível notar o reconhecimento da IgY produzida 

pelas proteínas da C.coli (coluna 7) o que mostra que houve capacidade de reconhecer 

também outra espécie diferente da utilizada no antígeno imunizante pertencente ao 

mesmo gênero bacteriano. 

                                           

Figura 13: Análise por Western blot da reatividade IgY extraída anti-C.jejuni frente a Campylobacter 
jejuni. Legenda: A esquerda esquema de frações do padrão de peso molecular (kalendoscope-Bio-
Rad),coluna 1 - C.jejuni cepa ATCC33291; coluna 2 - Padrão de peso molecular.  

 

                            

Figura 14: Análise por Western blot da reatividade IgY extraída anti-C. jejuni frente a bactérias da micro-
biota intestinal de PNH e bactérias do gênero Campylobacter. Legenda: coluna s: 1. E. coli 1;                         
2. E. coli 2; 3. Proteus vugaris; 4. Proteus mirabilis; 5. Yersinia enterocolitica; 6. Enterobacter sp.; 7. 
Campylobacter coli 
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6.3.3. Especificidade da IgY extraída frente ao antígeno imunizante pelo ELISA 

A IgY extraída foi testada nas diluições de 1:10 a 2,19 x 1011, frente as concen-

trações de antígeno imunizante de C. jejuni nas diluições 1:25 a 1: 2,19 x 1013, utilizando 

tanto caseína a 1%, 2%, 5% e 10% (leite desnatado Molico-Nestlé®) quanto BSA a 5% 

e 10% frente as diluições do conjugado anti-IgY (1:1000; 1:8000 e 1:30.000), utilizando 

os dois reveladores. Os resultados demontraram que IgY extraída reconhecia o antí-

geno imunizante devido à elevada leitura por densidade óptica em todos os testes rea-

lizados impossibilitando a diferenciação do título real. Entretanto, não foi possível obter 

resultados repetidos dos testes realizados sugerindo que houvessem impurezas no ma-

terial, optando-se pela realização da purificação deste imunorreagente utilizando a co-

luna Hi-Trap® IgY purification, acoplada ao HPLC, para a utilização da testagem com 

as amostras de PNH. 

6.4. Resultados do processo de purificação da IgY e caracterização da IgY pu-

rificadas 

6.4.1. Resultados do processo de purificação utilizando “Hi-Trap IgY purification” 

Para que todo material fosse purificado foram realizadas três corridas de purifi-

cação na colula acoplada ao HPLC. No processo de purificação foram gerados croma-

togramas (Figuras 15 a 17), um para cada uma das três corridas. O perfil das três cor-

ridas foi muito semelhante demonstrando a boa reprodutibilidade do método utilizando 

a coluna Hi-Trap® IgY Purification acoplada em sistema de HPLC. Nos eletroferogra-

mas das três corridas pôde ser observado três picos: o primeiro pico correspondeu sa-

ída das impurezas do material aplicado e uma pequena parte de IgY não ligada, o se-

gundo pico correspondeu a saída da IgY purificada. Já o terceiro pico, correspondeu a 

compostos lipídicos, liberados na última etapa com aplicação do tampão que contém 

álcool e que haviam se ligado a coluna de forma inespecífica. 

A IgY foi coletada na primeira e na segunda passagem do tubo 3 ao tubo 6, na 

terceira passagem a coleta foi realizada entre os tubos 3 e 5 (Tabela 6). Na primeira 

passagem houve um rendimento de 4,28 mg/mL de IgY purificada, na segunda 3,43 
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mg/mL e na terceira passagem 2,45 mg/mL.

 

Figura 15: Perfil cromatográfico da IgY utilizando adsorção tiofílica acoplado ao sistema de HPLC da 

primeira passagem de IgY extraída.  

 

Figura 16:  Perfil cromatográfico da IgY utilizando adsorção tiofílica acoplado ao sistema de HPLC da 
segunda passagem de IgY extraída.  
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Figura 17: Perfil cromatográfico da IgY utilizando adsorção tiofílica acoplado ao sistema de HPLC da 
terceira passagem de IgY extraída.  

 
Tabela 7: Leituras em densidade ótica (DO) a 280 nm e concentração de IgY puri-
ficada (mg/mL) após as passagens na coluna Hi-Trap® IgY Purification acoplada 
ao HPLC. 

AMOSTRA LEITURA CONC.(mg/m) 

3C1 0,015 1,1278 

4C1 0,166 12,4812 

5C1 0,041 3,0827 

6C1 0,006 0,4511 

7C1 0 0,0000 

8C1 -0,005 -0,3759 

3C2 0,005 0,3759 

4C2 0,13 9,7744 

5C2 0,042 3,1579 

6C2 0,006 0,4511 

7C2 0 0,0000 

8C2 -0,006 -0,4511 

3C3 0,005 0,3759 

4C3 0,071 5,3383 

5C3 0,022 1,6541 

6C3 -0,003 -0,2256 

7C3 -0,004 -0,3008 

8C3 -0,01 -0,7519 

Coleta de IgY purificada 

Coleta de IgY purificada 

Coleta de IgY purificada 
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6.4.2.  Resultado da caracterização físico-quimica por SDS-PAGE da IgY purifi-

cada por Hi-Trap® IgY Purification 

 

O SDS-PAGE da IgY purificada em condições de redução é mostrado na figura 

16. A coluna 1 mostra a IgY purificada, com um perfil semelhante ao apresentado an-

teriormente, a cadeia pesada da IgY apresentando (~70kDa), enquanto a cadeia leve 

(~ 27kDa). A diminuição de bandas acessórias pôde ser visualizada. Entretanto, foi ve-

rificada a presença de fragmentos entre 40 e 20 kDa ainda não eliminadas mesmo após 

o processo de purificação. Esses fragmentos foram descritos em 2006, por Klimentzou  

e colaboradores sendo chamadas de pequenas impurezas correspondentes ao peso 

molecular cerca de 35 kDa (provavelmente o fragmento C-terminal do precursor da vi-

telogenina II). 

                                            

Figura 18: Análise de SDS-PAGE em condições de redução da IgY purificada utilizando PEG. Legenda: 

A esquerda, esquema das frações do padrão de peso molecular (BenchMarck protein ladder), coluna 1: 

IgY purificada, coluna  2: Padrão de Peso Molecular.  
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6.4.3. Verificação da especificidade da IgY purificada anti-C.jejuni por Western 

blot 

No Western blot (Figura 19), a coluna 9 demonstra que a IgY purificada foi capaz 

de reconhecer de maneira específica o antígeno imunizante. Foram visualizadas ban-

das proteicas de 75 até 15 kDa. O que demonstra a forte sensibilidade e especificidade 

da IgY purificada frente a C. jejuni (coluna 9). A figura 12, demonstrou que a IgY purifi-

cada não reconheceu espécies bacterianas da família Enterobacteriaceae presente na 

microbiota intestinal de PNH (colunas 1, 2, 3, 4, 6, 7 e 10) o que mostra a excelente 

especificidade do imunorreagente. Entretanto, foi possível notar o reconhecimento da 

IgY produzida a C. coli (coluna 8). Diante disto pudemos observar que a IgY produzida 

não foi capaz de reconhecer somente a espécie utilizada como antígeno imunizante (C. 

jejuni), mas foi capaz de reconhecer outra espécie (C. coli) pertencente ao gênero bac-

teriano. Foi notado ainda, que a IgY purificada foi capaz de reconhecer mais frações 

proteicas do gênero Campylobacter quando comparado ao reconhecimento da IgY ex-

traída (Figura 19) demonstrando que o processo de purificação foi capaz de retirar os 

interferentes que diminuíam o reconhecimento das proteínas do gênero Campylobacter 

e dos antígenos usados para a imunização. As duas espécies de Campylobacter são 

muito semelhantes com pequenas diferenças que vão da quantidade de expressão das 

proteínas que contém no flagelo (para a C. coli-principal flagelina B e para C. jejuni –a 

principal é flagelina A) e nas provas bioquímicas de identificação onde as da espécie 

Cjejuni são positivas para a hidrolise do hipurato e a C. coli não. 
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Figura 19: Análise por Western blot da reatividade IgY extraída anti-C. jejuni frente a bactérias da micro-
biota intestinal de PNH e bactérias do gênero Campylobacter. Legenda: A esquerda, esquema das fra-
ções de peso molecular (kalendoscope Bio-rad); coluna 1. E. coli 1; coluna 2. E. coli 2; coluna 3. Proteus 
vugaris; coluna 4. Proteus mirabilis; coluna 5. Padrão de peso molecular; coluna 6. Yersinia enterocoli-
tica; coluna 7. Enterobacter sp.; coluna 8. Campylobacter coli; coluna 9. Campylobacter jejuni coluna 10 
.vazia 
 

6.5. Especificidade e afinidade dos antígenos de C. jejuni pela IgY nas amostras 

de fezes e de lavado da ampola retal por ELISA indireto. 

 

6.5.1. Avaliação dos parâmetros para utilização do ELISA com a IgY anti-

Campylobacter spp. in house.  

 

Foram utilizados, inicialmente, os seguintes parâmetros: duas amostras de LAR 

positivas e duas negativas, na cultura, puras e diluídas 1:10 no tampão de fixação na 

placa, utilizando bloqueio com 1% de leite, IgY diluída a 1:250, 1:500 e 1:1000 e com 

diluição de 1:8000 de conjugado (parâmetro a utilizada na realização do Western blot) 

e solução de TMB como revelador. Com estes parâmetros foi possível observar que as 

amostras utilizadas puras apresentavam leituras inferiores em relação as diluídas em 

tampão, definindo ser necessária a sua utilização. As diluições de IgY (1:250 e 1:500) 

utilizadas não foram capazes diferenciar amostras negativas e positivas, já que apre-

sentaram leituras em densidade ótica muito semelhantes (DO das amostras positivas 

75kDa 

20 kDa 
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0.106 e 0.145 e negativas 0,083 e 0.153). A partir de então a diluição 1:1000 de IgY foi 

definida para ser utilizada, pois foi a que melhor diferenciou as amostras positivas e 

negativas (DO positiva 0,231 e negativa.155), tanto puras quanto as diluídas.  

Com objetivo de aprimorar o teste, ampliando a diferença de leitura entre amos-

tras positivas e negativas, o ensaio foi repetido com novas diluições das 1:10, 1:20, 

1:40 e ampliado o número de amostras de LAR positivas e negativas na cultura, A di-

ferença entre as leituras das amostras positivas e negativas foi pequena, com as leitu-

ras baixas( menores que 0.140 para as negativas e que 0.200 para as positivas), por 

este motivo, este ensaio foi repetido nas mesmas condições, com a inclusão de amos-

tras de fezes humanas como controles negativos. As amostras de fezes humanas apre-

sentaram leituras de DO baixas (entre 0.058 e 0.063), bem próximas das leituras do 

branco, e as amostras de lavado na diluição 1:10 apresentaram leituras maiores (entre 

0.122 e 0.153) que os controles negativos humanos diferenciando de forma adequada 

estes dois grupos. Este teste foi reproduzido com resultados semelhantes num ensaio 

posterior (dados não apresentados). 

 

Com o intuito de obtenção de controles confiáveis que comprovem o funciona-

mento do teste, foi introduzido como controle positivo, associado aos parâmetros ante-

riores. Como controle positivo foi adicionado o cultivo de C. jejuni lisado 1:10, 1:20 e 

1:40. As diluições de 1:20 e 1:40 foram diluições que obtiveram as maiores leituras, se 

diferenciando dos controles negativos, demonstrando ainda, a capacidade da IgY puri-

ficada produzida reconhecer o micro-organismo em cultivo utilizado neste ensaio. A 

repetição obteve os resultados semelhantes. Finalizando a fixação dos seguintes parâ-

metros para realizar o teste com as amostras do painel de PNH: como controle negativo 

(fezes humanas 0,025 mg/mL), como controle positivo (lisado de C. jejuni nas diluições 

de 1:20 e 1:40 e duas amostras de LAR positivas no cultivo diluídas 1:10), IgY como 

anticorpo primário 1:1000, e IgY anti-peroxidase 1:8000, com 20 minutos de revelação 

com TMB. 

 

 



 
 

78 
 

 

6.5.2. Aplicação das amostras do painel no ELISA contendo a IgY anti-Campylo-

bacter spp. purificadas  (in house) 

 

Ao aplicar o teste nas 29 amostras (50% da colônia) de LAR de cynomolgus no 

teste, o resultado obtido em relação ao ponto de corte (média+2 desvios padrão-95% 

das amostraas) foi de 22 amostras positivas e 7 amostras negativas. Já ao aplicar o 

teste nas 7 amostras de fezes, o resultado obtido em relação ao ponto de corte (mé-

dia+2 desvios padrão) foi de 5 amostras positivas e 2 amostras negativas. 

Ao aplicar o teste nas 51 amostras (10% da colônia) de LAR de Rhesus, o resul-

tado obtido em relação ao ponto de corte (média+2 desvios padrão) foi de 25 amostras 

positivas e 26 amostras negativas. Já ao aplicar o teste nas 10 amostras de fezes, o 

resultado obtido em relação ao ponto de corte (média+2 desvios padrão) foi de 7 amos-

tras positivas e 3 amostras negativas. 

 Considerando o resultado reunindo as 80 amostras de LAR das duas espécies 

do gênero Macaca, o resultado obtido em relação ao ponto de corte (média+2 desvios 

padrão) foi de 48 amostras positivas e 32 amostras negativas. Já ao aplicar o teste nas 

17 amostras de fezes, o resultado obtido em relação ao ponto de corte (média+2 des-

vios padrão) foi de 14 amostras positivas e 3 amostras negativas. Estes parâmetros de 

resposta não podem ser comparados a outros testes imunoenzimáticos, pois não foi 

encontrado na literatura testes que utilizem este tipo de amostra clínica (Figuras 20-22). 

 

Placa 1 de LAR 

amostra leitura 1 leitura 2 média Resultado microbiologia Resultado Elisa 

Cyno1 0,128 0,113 0,1205 Campylobacter sp. Positivo 

Cyno2 0,122 0,129 0,1255 Campylobacter jejuni Positivo 

Cyno3 0,149 0,135 0,142 Campylobacter jejuni Positivo 

Cyno4 0,144 0,134 0,139 Campylobacter jejuni Positivo 

Cyno5 0,149 0,135 0,142 Campylobacter coli Positivo 

Cyno6 0,191 0,142 0,1665 sem crescimento Positivo 

Cyno7 0,163 0,137 0,15 sem crescimento Positivo 

Cyno8 0,237 0,268 0,2525 Campylobacter coli Positivo 
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Placa 1 de LAR (cont.) 

amostra leitura 1 leitura 2 média resultado microbiologia resultado ELISA 

Cyno9 0,166 0,116 0,141 negativo Positivo 

Cyno10 0,074 0,075 0,0745 Campylobacter coli negativo 

Cyno11 0,164 0,147 0,1555 Campylobacter sp. Positivo 

Cyno12 0,255 0,119 0,187 negativo Positivo 

Cyno13 0,093 0,069 0,081 Campylobacter coli negativo 

Cyno14 0,121 0,088 0,1045 negativo Positivo 

Cyno15 0,202 0,155 0,1785 negativo Positivo 

Cyno16 0,161 0,109 0,135 negativo Positivo 

Cyno17 0,11 0,079 0,0945 Campylobacter coli negativo 

Cyno18 0,117 0,08 0,0985 Campylobacter coli negativo 

Cyno19 0,119 0,091 0,105 Campylobacter coli Positivo 

Cyno20 0,223 0,19 0,2065 Campylobacter coli Positivo 

Cyno21 0,16 0,112 0,136 Campylobacter coli Positivo 

Cyno22 0,128 0,151 0,1395 Campylobacter coli Positivo 

Cyno23 0,164 0,169 0,1665 Campylobacter coli Positivo 

Cyno24 0,248 0,268 0,258 Campylobacter jejuni Positivo 

Cyno25 0,203 0,275 0,239 Campylobacter coli Positivo 

Cyno26 0,133 0,125 0,129 Campylobacter coli Positivo 

Cyno27 0,089 0,074 0,0815 Campylobacter coli negativo 

Cyno28 0,112 0,079 0,0955 Campylobacter coli negativo 

Cyno29 0,107 0,088 0,0975 Campylobacter coli negativo 

Rhesus 41 0,164 0,144 0,154 sem crescimento Positivo 

Rhesus 42 0,269 0,138 0,2035 negativo Positivo 

Rhesus 43 0,199 0,182 0,1905 sem crescimento Positivo 

Rhesus 44 0,096 0,116 0,106 Campylobacter coli Positivo 

Rhesus 45 0,081 0,075 0,078 sem crescimento negativo 

Rhesus 46 0,0144 0,147 0,0807 sem crescimento negativo 

Rhesus 47 0,16 0,119 0,1395 sem crescimento Positivo 

Rhesus 48 0,152 0,069 0,1105 sem crescimento Positivo 

Rhesus 49 0,127 0,088 0,1075 sem crescimento Positivo 

Rhesus 50 0,13 0,155 0,1425 sem crescimento Positivo 

Rhesus 51 0,183 0,109 0,146 sem crescimento Positivo 
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controles 
negativos 

leitura 1 leitura 2 média resultado microbiologia resultado ELISA 

f1 0,079 0,078 0,0785 negativo negativo 

f2 0,061 0,073 0,067 negativo negativo 

f3 0,078 0,094 0,086 negativo negativo 

ponto de corte 0,098       

Figura 20: Quadro de resultado das amostras de Lar na placa 1 no ELISA 

Placa 2 de LAR 

amostra leitura 1 leitura 2 média 
resultado  

microbiologia 
resultado ELISA 

Rhesus 1 0,057 0,09 0,0735 Campylobacter jejuni negativo 

Rhesus 2 0,058 0,067 0,0625   negativo 

Rhesus 3 0,062 0,059 0,0605 Campylobacter coli negativo 

Rhesus 4 0,168 0,154 0,161   positivo 

Rhesus 5 0,155 0,164 0,1595   positivo 

Rhesus 6 0,325 0,325 0,325   positivo 

Rhesus 7 0,247 0,199 0,223 Campylobacter coli positivo 

Rhesus 8 0,084 0,081 0,0825 sem crescimento negativo 

Rhesus 9 0,064 0,062 0,063 negativo negativo 

Rhesus 10 0,125 0,16 0,1425 sem crescimento positivo 

Rhesus 11 0,141 0,148 0,1445 negativo positivo 

Rhesus 12 0,072 0,072 0,072 Campylobacter coli negativo 

Rhesus 13 0,093 0,105 0,099 Campylobacter jejuni negativo 

Rhesus 14 0,077 0,079 0,078 negativo negativo 

Rhesus 15 0,124 0,114 0,119 Campylobacter jejuni negativo 

Rhesus 16 0,184 0,19 0,187 Campylobacter coli positivo 

Rhesus 17 0,21 0,178 0,194 negativo positivo 

Rhesus 18 0,149 0,155 0,152 Campylobacter jejuni positivo 

Rhesus 19 0,254 0,208 0,231 negativo positivo 

Rhesus 20 0,205 0,303 0,254 negativo positivo 

Rhesus 21 0,175 0,161 0,168 Campylobacter jejuni positivo 

Rhesus 22 0,148 0,143 0,1455 sem crescimento positivo 

Rhesus 23 0,097 0,119 0,108 negativo negativo 

Rhesus 24 0,114 0,094 0,104 negativo negativo 

Rhesus 25 0,067 0,071 0,069 negativo negativo 

Rhesus 26 0,074 0,107 0,0905 negativo negativo 

Rhesus 27 0,064 0,068 0,066 negativo negativo 

Rhesus 28 0,089 0,139 0,114 negativo negativo 

Rhesus 29 0,056 0,064 0,06 negativo negativo 

Rhesus 30 0,071 0,084 0,0775 negativo negativo 
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Placa 2 de LAR (cont.) 

amostra leitura 1 leitura 2 média Resultado microbiologia Resultado ELISA 

Rhesus 31 0,052 0,05 0,051 negativo negativo 

Rhesus 32 0,076 0,063 0,0695 negativo negativo 

Rhesus 33 0,074 0,114 0,094 negativo negativo 

Rhesus 34 0,051 0,052 0,0515 negativo negativo 

Rhesus 35 0,172 0,167 0,1695 negativo negativo 

Rhesus 36 0,262 0,263 0,2625 negativo negativo 

Rhesus 37 0,097 0,179 0,138 negativo negativo 

Rhesus 38 0,179 0,209 0,194 negativo negativo 

Rhesus 39 0,061 0,076 0,0685 sem crescimento negativo 

Rhesus 40 0,061 0,115 0,088 sem crescimento negativo 

 

Controles 
negativos 

leitura 1 leitura 2 média Resultado 
microbiologia 

Resultado 
ELISA 

f1 0,079 0,074 0,0765 negativo negativo 

f2 0,121 0,099 0,11 negativo negativo 

f3 0,061 0,06 0,0605 negativo negativo 

Figura 21:Quadro de resultado das amostras de Lar na placa 2 no ELISA 
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Placa de fezes 

amostra leitura 1 leitura 2 média 
Resultado  

microbiologia 
Resultado 

ELISA 

Cyno 4 0,161 0,142 0,1515 positivo positivo 

Cyno 5 0,343 0,316 0,3295 positivo positivo 

Cyno 6 0,254 0,225 0,2395 negativo positivo 

Cyno 7 0,179 0,149 0,164 negativo positivo 

Cyno 8 0,102 0,066 0,084 positivo positivo 

Cyno 9 0,07 0,067 0,0685 negativo negativo 

Cyno 10 0,111 0,086 0,0985 positivo positivo 

Rhesus 2 0,082 0,112 0,097 negativo positivo 

Rhesus 3 0,064 0,119 0,0915 positivo positivo 

Rhesus 4 0,177 0,203 0,19 negativo positivo 

Rhesus 5 0,077 0,108 0,0925 negativo positivo 

Rhesus 6 0,063 0,109 0,086 negativo positivo 

Rhesus 7 0,049 0,044 0,0465 positivo negativo 

Rhesus 8 0,081 0,144 0,1125 negativo positivo 

Rhesus 9 0,058 0,103 0,0805 negativo positivo 

Rhesus 39 0,083 0,133 0,108 negativo positivo 

Rhesus 40 0,041 0,13 0,0855 positivo positivo 

Figura 22: Quadro de resultado das amostras de fezes no ELISA 

 

 

6.5.3. Relação entre os resultados de microcultivo e do ELISA das amostras do 

painel  

Ao comparar os resultados obtidos, em todas as amostras de LAR do painel nas 

duas metodologias, os seguintes valores foram encontrados: co-positividade de 59% 

(20/34); co-negatividade de 39% (18/46). Já se a comparação for por espécies, as 

amostras de LAR da espécie M. fascicularis (cynomolgus) obtiveram a co-positividade 

de 68% (15/22) e a co-negatividade de 0% (0/7) e as amostras de LAR de M. mulata 

(rhesus) obtiveram a co-positividade de 42% (5/12); co-negatividade de 46% (18/39) 

(Tabela 8).  
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De forma geral, 28 das 46 amostras negativas para o cultivo provenientes do 

LAR, se mostraram positivas no ELISA. 

Estes resultados levaram ao surgimento de questões. Uma das mais relevantes 

seria a possibilidade de amostras negativas no cultivo, que é o teste ouro (BRASIL, 

2011), poderem ser positivas no teste ELISA sem estarmos frente a um falso positivo. 

Para essa demanda, a literatura descreve vários episódios onde o Campylobacter está 

presente e não é possível cultiva-lo, seja nos casos de bactérias viáveis, mas não cul-

tiváveis ou mesmo, micro-organismos já mortos, que ainda se encontram presentes no 

material (BHAVSAR; KAPADNIS, 2006; OLIVER, 2005; THOLOZAN et al., 1999; 

ROLLINS; COLWELL,1986) e que a sua presença pode ser detectada pelo anticorpo 

(SAILS et al., 2002).  

Em contrapartida de 34 amostras de LAR positivas no cultivo, apenas 20 amos-

tras foram positivas no ELISA (co-positividade), evidenciando a possibilidade de dificul-

dade de detecção dos antígenos nestas amostras. Como é a primeira vez que se utiliza 

amostras de LAR em um estudo desta natureza, não encontramos na literatura relatos 

de amostras deste tipo, que são positivas no cultivo e negativas nos testes ELISA. 

Buscando verificar se os resultados seriam semelhantes aos encontrados no La-

vado (LAR), os parâmetros foram repetidos com as amostras de fezes obtidas para o 

painel, que foram então diluídas na mesma concentração do controle negativo humano 

(0,025 mg/mL). Comparando os resultados de todas a amostras de fezes reunidas com 

os do cultivo bacteriológico, foi encontrado 86% (6/7) de co-positividade e 23% (2/10) 

de co-negatividade (Tabela 8). Em contrapartida, se a comparação for realizada em 

função da espécie de primata, as amostras de fezes de Cynomolgus obtiveram 100% 

(4/4) de co-positividade e 33% (1/3) de co-negatividade. Por outro lado, as amostras de 

fezes de Rhesus, obtiveram 66% (2/3) de co-positividade e 14% (1/7) de co-negativi-

dade (Tabela 8).  
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Tabela 8 - Parâmetros de concordância bruta entre os testes realizados e o resul-

tado do teste padrão ouro. 

LAR de  
Macaca fascicularis 

Percentual (%) Fezes de  
Macaca fascicularis 

Percentual (%) 

Co-Positividade 68 Co-Positividade 100 

Co-negatividade 0 Co-negatividade 33 

LAR de 

 Macaca mulatta 

Percentual (%) Fezes de  

Macaca mulatta 

Percentual (%) 

Co-Positividade 42 Co-Positividade 66 

Co-negatividade 46 Co-negatividade 14 

LAR das duas  

espécies 

Percentual (%) Fezes das duas  

espécies 

Percentual (%) 

Co-Positividade 59 Co-Positividade 86 

Co-negatividade 39 Co-negatividade 23 

 

 Considerando os parâmetros de concordância bruta, e as duas metodologias uti-

lizadas (Cultivo e ELISA), foi possível observar que os resultados obtidos são melhores 

para as amostras de fezes que para o LAR.  

A avaliação das amostras de fezes corroborou com o que foi observado nas 

amostras do LAR, onde um número expressivo de amostras negativas no cultivo, se 

mostraram positivas no ELISA (10/8). Esse fato confirma o que é descrito em vários 

trabalhos de pesquisa, já que algumas bactérias não chegam ao Laboratório em condi-

ções viáveis ao cultivo (BHAVSAR; KAPADNIS, 2006; OLIVER, 2005; THOLOZAN et 

al., 1999 ROLLINS, COLWELL;1986), mas a sua presença pode ser detectada pelo 

anticorpo.  

Um dado extremamente interessante observado, foi a diferença ocorrida entre a 

análise dos resultados de LAR e Fezes no que concerne a co-positividade nos dois 

testes (ELISA e cultura). Nas amostras de fezes obtidas de primatas utilizadas neste 
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estudo, de 7 amostras positivas no cultivo, 6 amostras também foram positivas no 

ELISA, evidenciando a melhor performance deste teste neste tipo de amostra.  

A partir destes dados, verificamos que o desempenho do teste para estas amos-

tras está comprometido. O INMETRO (2017) define como seletividade o grau em que o 

método pode quantificar o analito na presença de outros analitos, matrizes ou de outro 

material potencialmente interferente. Um método que produz respostas para vários ana-

litos, mas que pode distinguir a resposta de um analito da de outros, é chamado sele-

tivo. Visto o desempenho do teste nas amostras de fezes (figura 22) afirmamos que o 

teste desenvolvido é seletivo. Entretanto, a matriz pode conter componentes que inter-

ferem no desmpenho da medição. Esses interferentes podem aumentar ou reduzir o 

sinal, comprometendo o resultado. Adicionalmente a magnitude desse efeito também 

pode depender da concentração (INMETRO, 2017). Seguindo este raciocínio foi possí-

vel supor que as amostras de LAR possuíam algum interferente para a sua utilização 

no ELISA. Com objetivo de avaliar o efeito de interferente, realizamos a o teste com a 

dopagem das amostras, que é semelhante ao estudo do efeito matriz (INMETRO; 

2017), uma forma de avaliar a determinação do efeito matriz, aplicando o teste de do-

pagem. Os resultados foram demostrados na figura 23. Nela é possivel observar que 

há uma redução na média da leitura da absorbância em relação a média de leitura do 

controle positivo. Para as amostras de Macaca fascicularis a redução foi de 0,256 

(50,59%) e para Macaca mulatta 0,312 (61%). Demonstrando a ação dos interferentes 

destas amostras de LAR, que inviabilizam a sua utilização como amostra ao método de 

ELISA. O que indica que apesar de facilitar a coleta individual do material nos primatas, 

o LAR não é uma boa amostra para a realização deste ensaio, pois possuem elementos 

que reduzem a leitura gerando falso negativos em relação ao teste padrão ouro. 
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Figura 23: Gráfico referente ao ELISA com dopagem das amostras de LAR. Na primeira coluna, média 
da leitura da Bactéria pura lisada, na segunda coluna, média das leituras dos LARs de Macaca fascularis 
acrescidos de bactéria do controle e na terceira coluna, a média das leituras dos LARs de Macaca mulatta 
acrescidos de bactéria do controle.   
 

 
Os experimentos realizados até este momento, não permitem definir quais se-

riam estes interferentes. Segundo Tate e Ward (2004) várias são as substâncias que 

podem causar interferência em testes de ELISA. Com base nisso, podemos inferir que 

espécimes clínicos como LAR, que são concentrados para a utilização, podem conter 

maior quantidade desse tipo de interferentes, já que nas fezes in natura, ocorre em 

contrapartida, uma diluição do material antes da análise pelo ELISA.  

 

7. Conclusões  

 Com base na metodologia utilizada foi possível construir um painel de amostras fe-

cais dos primatas e identificar não só Campylobacter spp. mas também membros da 

família Enterobacteriaceae pertencentes a microbiota dos PNH, como também uma 

espécie potencialmente patogênica desta família. 

 Observou-se a manutenção da maior incidência de Campylobacter spp. em Macaca 

fascicularis dentro da criação do ICTB. 
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 Foi obtido a partir de imunização de galinhas com cepa padrão ATCC, anticorpo IgY 

especifico capaz de detectar espécies do gênero Campylobacter. 

 O Western blot utilizando as bactérias isoladas do painel de amostras fecais, confir-

mou a capacidade do reconhecimento pela IgY não só de antígenos específicos de 

C. jejuni, mas também de outras espécies do gênero. 

 Devido ao número exíguo de fezes de PNH obtidas no manejo, e à interferência de 

substâncias presentes nas amostras de LAR não foi possível determinar a especifi-

cidade do Teste de ELISA indireto. 

 As amostras de LAR demonstraram conter substâncias capazes de gerar interferên-

cia na leitura da absorbância evidenciando não ser um material adequado para a 

análise por ELISA. 

 A utilização de fezes no teste de ELISA, que utilizou a IgY purificada, permitiu melhor 

desempenho que o LAR, possibilitando melhor detecção de Campylobacter sp., 

sendo o material indicado para um teste diagnóstico para PNH. 

 Foi possível, com base na política dos 3Rs, obter um anticorpo específico e potenci-

almente utilizável em outros testes/pesquisas, com apenas um animal, sem sofri-

mento ou eutanásia do mesmo, contribuindo para a ciência dos animais de laborató-

rio no Brasil. 

 

8. PERSPECTIVAS 

 

 Buscar produzir um antígeno recombinante específico de C. jejuni visando a produ-

ção de IgY com a finalidade de refinar o teste utilizado. 

 Ajustar as condições adequadas a IgY purificada para determinar seus limites de 

detecção; 
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 Construir um ELISA sanduíche para pesquisa de coproantígenos de C.jejuni em fe-

zes de PNH. 

 Buscar metodologias que possam reduzir as quantidade de interferentes nos LARs 

com objetivo de viabilizar a sua utilização para monitoramento do status sanitário 

da colônia. 
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ANEXOS  

 

  

 
 

Anexo 1- Bula do fabricante do meio de cultura utilizado para Campylobacter. 
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Anexo 2 – certificado de treinamento para manipulação do Campylobacter sp.  
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Anexo 3 -Eletroforese SDSPAGE 

 
Preparo das amostras 

As amostras serão diluídas 1:4 em tampão de amostras 4X e submetidas à fervura por 

3 minutos em micro-ondas e submetida a choque térmico em banho de gelo. 

Gel de poliacrilamida  

Reunir em um frasco limpo os componentes da tabela abaixo tomando o cuidado deixar 

por último a TEMED e o APS 10% homogeneizar antes de aplicar entre as placas de 

vidro no suporte do mini-protean III Bio-Rad©. Fechar o contato com a atmosfera apli-

cando 200µL de 2-butanol, o que vai acelerar a polimerização. Após verificar se o gel 

esta polimerizado retira o 2-butanol com auxílio de papel de filtro. Prepara o gel de 

empilhamento em um tubo limpo e aplica sob o gel de corrida e coloca o pente para a 

formação dos poços onde as amostras diluídas 1:4 com tampão de amostra 4x. 

Reagente Gel de corrida 12% Gel de empilhamento 4% 

Água destilada 3,29 mL 3,0mL 

Solução tris Hcl ph6.8 - 1,25mL 

Solução tris Hcl ph8.8 2,5mL - 

Solução poliacrilamida 30% 4mL 650 µL 

Solução10% de dodecil-sul-

fato de sódio(SDS) 
100 µL 100 µL 

Solução persulfato de amô-

nio 10% 
100 µL 50 µL 

Tetramethylethylenediamine 

(TEMED) 
10 µL 10 µL 

 

Corrida eletroforética 

Acopla as placas com gel no suporte de corrida, as amostras são aplicadas nos 

orifícios correspondentes (20 µL) e o gel submetido a corrente a 200V por cerca de 

50 minutos até o início da saída do corante do tampão da amostra. 
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Anexo 4 -Protocolo para revelação de bandas em gel de Poliacrilamida  

(LATER - BIOMANGUINHO FIOCRUZ)  

  
Soluções    

Solução de Fixação (Solução A)  

   
·         Metanol  - 50%  
·         Ácido Acético - 10%  

*Para 1litro – 500mL metanol + 100mL de Ácido Acético + 400mL de água MilliQ  
   

Solução de coloração rápida (Solução B)  

   
·         Etanol - 5%  
·         Ácido acético - 7,5%  

*Para 1L – 50mL de etanol + 75mL de Ácido Acético + 875mL de água MilliQ  
   

Solução de azul brilhante (Comassie Blue – 0,25%);  

   
*Para 100mL – 0,25g de corante + 100mL de etanol 95%.  

   
Solução descorante  

   
·         Metanol - 5%  
·         Ácido Acético - 7%  

*Para 1L – 50mL de metanol + 70mL Ácido Acético + 880mL de água MilliQ;  
   

**Soluções validas por 3 meses.  
   

Procedimento de coloração rápida: Comassie Blue R250 e G250  

   
No gel em um recipiente plano;  
   

1. Adicionar aproximadamente 50mL (volume que cubra o gel) de Solução A;  
2. Aquecer 30 segundos em micro-ondas ou 3 minutos em placa aquecedora 
(~90ºC);  
3. Agitar 20 minutos;  
4. Trocar a solução e repetir os passos 2 e 3 (2 vezes);  
5. Descartar a solução de fixação;  
6. Adicionar aproximadamente 50mL e Solução B + 1mL de solução de Azul Bri-
lhante (Comassie blue 0,25%);  
7. Aquecer 60 segundos em microondas ou 6 minutos em placa aquecedora;  
8. Agitar 20minutos;  
9. Repetir o aquecimento até as bandas aparecerem;  
10. Descartar a Solução B;  
11. Adicionar solução descorante (volume suficiente para cubrir o gel);  
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 Anexo 5 - Licença CEUA  
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Anexo 6-Protocolo Hi-trap fabricante 
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Anexo 7 – Protocolo de transferência e Western blot 

 
Material  

  

• Tampão de transferência (usar gelado)  

-base  

 

 

  

• Cuba de transferência e gel no suporte correspondente  

• Papel de filtro   

• Membrana de nitrocelulose com poro 0,22 µm  

• Gel SDSPAGE já submetido a corrida eletroforética sem corar  

• Forte para eletroforese  

  

Procedimento  

 

2. O suporte foi colocado na cuba com o gelo e todo material imerso em tampão 
de transferência gelado.  

3. Com a tampa a cuba é ligada a fonte eletroforética e o material e submetido a 
corrente de 200 volts por duas horas   

4. Concluído o período a corrente é desligada o gel pode ser descartado e a 
membrana esta pronta para a reação de Western Blot.  

 

 
 
 

1.   A montagem do gel no suporte foi realizada seguindo o seguinte esquema:   

  

Superfície transparente do suporte   

Espuma   

Papel de filtro   
  

Membrana de nitrocelulose   
Gel de  P oliacrilamida   

Papel de filtro   

Espuma   

Superfície   preta   do suporte   
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Western blot 

A membrana após a transferência, contendo as proteínas foi incubada overnight 

com PBS-T a 0,05% acrescido de 5% de leite (tampão de bloqueio) a 4ºC. No dia se-

guinte, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-T a 0,05%. Foi preparada a diluição 

da IgY 1:250 em tampão de bloqueio. Aplicada a diluição a membrana será incubada 

por uma hora a 37ºC. Finalizada a incubação o liquido é descartado e o processo de 

lavagem foi repetido. Descarta-se a solução de lavagem. Em seguida, a membrana foi 

imersa em solução anti-igY conjugada a peroxidase (Sigma) numa diluíção de 1:8000 

(TOWBIN et al., 1979) em tampão de bloqueio. O passo seguinte foi a incubação por 1 

hora. Finalizada a incubação o liquido é descartado novamente. É preparada a solução 

de revelação (60ml de tampão citrato marca sigma cat.p4809 lote053k8206, 20 µL de 

peroxido de hidrogênio30-32% supra puro marca Vetec cod.18731 lote 0805129 e 

0.016g de 3’3’diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate  marca sigma cat.5637 lote 

76H1102) após a alguns minutos será possível visualizar as bandas com coloração 

marrom referentes a reação imunológica. Descarta-se o liquido e acrescenta água des-

tilada suficiente para cobrir a membrana e parar a reação. 

 


