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RESUMO

As Bactérias da familia Chlamydiaceae sdo classificadas nos géneros Chlamydia e
Chlamydophila. O primeiro contém as espécies C. trachomatis, C. suis e C. muridarum e o
segundo as espécies C. abortus, C. pecorum, C. psittaci, C. felis, C. pneumoniae e C. caviae.
Entre as espécies do género Chlamydophila causadoras de doenca da esfera reprodutiva em
animais de interesse econémico, a C. abortus tem sido descrita em varios paises, como causa
de abortamento, nascimento de animais prematuros e natimortalidade. A doenca causada pela
C. abortus é conhecida como aborto enzodtico ovino, aborto enzodtico caprino e pelo aborto
epizodtico bovino, causando prejuizos econdmicos e problemas de salde publica. A
dificuldade em se realizar o diagnostico da clamidofilose tanto por isolamento, por provas de
biologia molecular, como por provas sorolégicas, pode ser a causa da auséncia de citacdes da
C. abortus em ovinos, no Brasil, até a presente data. O objetivo deste trabalho foi estimar a
soroprevaléncia de anticorpos contra Chlamydophila em ovinos de propriedades localizadas
em municipios da regido de Londrina, Estado do Parana. A prova de fixacdo de complemento,
recomendada pela OIE, foi realizada em 267 amostras de soro sanguineo de ovinos,
provenientes de oito propriedades, sendo considerados positivos 0s animais que apresentaram
titulos > 32. Foram detectados 19 (7,11%) animais positivos, e sete (87,50%) propriedades
tiveram pelo menos um animal positivo. Nestas propriedades, foram relatados sinais clinicos
de abortamento, natimortalidade, nascimento de crias fracas e repeti¢cdo de cio. Dos 19 soros
positivos, 17 (89,50%) apresentaram titulos de 32, um (5,30%) apresentou titulo de 64 e um
(5,30%) apresentou titulo de 128. Este resultado indica a presenca de anticorpos contra
Chlamydophila nas propriedades estudadas.

Palavras -chave: Aborto enzo6tico ovino. Chlamydophila abortus. Prevaléncia. Diagnostico.
Prova de fixacao de complemento. Problema reprodutivo.
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ABSTRACT

Bacteria from the family Chlamydiaceae are classified in genres Chlamydia and
Chlamydophila. The former contains the species C. trachomatis, C. suis and C. muridarum
and the latter, the species C. abortus, C. pecorum, C. psittaci, C. felis, C. pneumoniae and C.
caviae. Among the species from genre Chlamydophila, which are known as the causers of
reproductive diseases in animals of economic interests, C. abortus has been described in
several countries as a cause of abortion, birth of premature animals and natimortality. The
disease caused by C. abortus is known as ovine enzootic abortion, caprine enzootic abortion
and as cattle epizootic abortion, causing great economic losses and public health problems.
The difficulty in reaching a diagnosis of chlamydophilosis whether by isolation, by molecular
biology tests, or by serological tests can be the cause for the lack of literature on C. abortus in
ovines in Brazil until the present date. The aim of this paper is to estimate the seroprevalence
of antibodies against Chlamydophila in ovines from farms in cities from the region of
Londrina, in the state of Parana, Brazil. The complement fixation test, recommended by OIE,
was performed in 267 samples from ovine sera samples collected from eight different
properties. Animals presenting titers > 32 were considered positive. From the samples
analyzed, a total of 19 animals (7.11%) were considered positive, and seven properties
(87.50%) had at least one animal considered positive. In these properties, clinical symptoms
of abortion, natimortality, birth of weak offsprings and repetition of estrus were reported.
From the 19 sera samples considered positive, 17 (89.50%) presented titers of 32, one
(5.30%) presented titer of 64 and one (5.30%) presented titer of 128. This result indicates the
presence of antibodies against Chlamydophila in the properties analyzed in this study.

Keywords: Ovine enzootic abortion. Chlamydophila abortus. Prevalence. Diagnosis.
Complement fixation test. Reproductive problems.
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1 REVISAO DE LITERATURA

CLAMIDOFILOSE

RESUMO

As Bactérias da familia Chlamydiaceae sdo classificadas nos géneros Chlamydia e
Chlamydophila. O primeiro contém as espécies C. trachomatis, C. suis e C. muridarum e o
segundo as espécies C. abortus, C. pecorum, C. psittaci, C. felis, C. pneumoniae e C. caviae.
Elas causam uma grande variedade de doencas em mamiferos e aves. InfeccBes em animais
podem resultar em abortamento, infertilidade, enterite, encefalomielite, conjuntivite, artrite e
doencas respiratorias, entretanto € comum a ocorréncia de infeccdo assintomatica em animais
clinicamente sadios. Entre as espécies do género Chlamydophila causadoras de doenca da
esfera reprodutiva em animais de interesse econémico, a C. abortus tem sido descrita em
varios paises, como responsavel pelo aborto enzo6tico ovino (AEO), aborto enzodtico caprino
e pelo aborto epizodtico bovino, causando prejuizos econdmicos e problemas de salde
publica. Talvez pela dificuldade em se realizar o diagnéstico da doenca, ndo ha citacdes da C.
abortus em ovinos, no Brasil, até a presente data. O diagnostico da C. abortus pode ser
realizado por cultivo em ovo embrionado, cultivo celular, imunoistoquimica, detec¢do de
DNA, provas de imunofluorescéncia, Elisa e prova de fixacdo de complemento. O Escritorio
Internacional de Epizootias (OIE) (2004) recomenda como uma das técnicas para a pesquisa
de anticorpos contra Chlamydophila, a prova de fixacdo de complemento.

Palavras -chave: Chlamydophila abortus. Aborto enzodtico ovino. Diagnostico. Sorologia.
Anticorpos. Bactéria.
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CHLAMYDOPHILOSIS

ABSTRACT

Bacteria from the family Chlamydiaceae are classified in genres Chlamydia and
Chlamydophila. The former contains the species C. trachomatis, C. suis and C. muridarum
and the latter, the species C. abortus, C. pecorum, C. psittaci, C. felis, C. pneumoniae and C.
caviae. These bacteria cause a great variety of diseases in mammals and birds. Infection in
animals can result in abortion, infertility, encephalomyelitis, conjunctivitis, arthritis, and
respiratory diseases. However, asymptomatic infection is also common in clinically healthy
animals. Among the species from the genre Chlamydophila, which causes reproductive
problems in animals with an economic interest, C. abortus has been described in several
countries as the responsible for ovine enzootic abortion (OEA), caprine enzootic abortion, and
also for cattle epizootic abortion, causing economic losses and public health problems.
Perhaps due to the difficulty in diagnosing the disease, there is no mention of C. abortus in
ovines in Brazil until the present date. The diagnosis of C. abortus can be obtained through
culture in embryonic egg, cellular culture, immunohistochemical analysis, DNA detection,
immunofluorescence test, Elisa and complement fixation test. The Office for International
Epizooties (OIE) (2004) recommends complement fixation test as one of the techniques for
the research of antibodies against Chlamydophila.

Keywords: Chlamydophila abortus. Ovine enzootic abortion. Diagnosis. Serology.
Antibodies. Bacteria.
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INTRODUCAO

Membros da familia Chlamydiaceae sdo bactérias gram-negativas, cocéides
e intracelulares obrigatérias (CORSARO et al, 2003). Com base principalmente na analise
filogenética do gene 16s e 23s do rRNA, e nas informacgdes fenotipicas, morfoldgicas e
genéticas, Everett (2000) propds a reclassificacdo da familia Chlamydiaceae no género
Chlamydia com as espécies C. trachomatis, C. suis e C. muridarum e no género
Chlamydophila, com as espécies C. abortus C. psittaci, C. pecorum, C. pneumoniae, C. felis e
C. caviae.

Bactérias da familia Chlamydiaceae causam uma grande variedade de
doencas em mamiferos e aves. Infecgdes em animais podem resultar em abortamento,
infertilidade, enterite, encefalomielite, conjuntivite, artrite e doencas respiratérias, entretanto é
comum a ocorréncia de infec¢do assintomatica em animais clinicamente sadios (EVERETT,
2000).

Nos ruminantes a infeccéo por C. abortus, anteriormente classificada como
C. psittaci sorotipo 1, esta associada, frequentemente, a casos de abortamento e nascimento de
animais fracos e esporadicamente podem causar 0s mesmos sinais clinicos em equinos,
coelhos, cobaios, e suinos (EVERETT, 2000). Além dos prejuizos econémicos determinados
pela C. abortus, também foi reconhecido seu potencial zoonético com relato da doenga em
mulheres gravidas (LONGBOTTON; COULTER, 2003; MEIJER et al., 2004).

Uma das manifestagdes mais importantes provocadas por essa bactéria € o
aborto enzodtico dos ovinos (AEO) e caprinos e o aborto epizodtico bovino, (SZEREDI;
BACSADI, 2002).
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EPIDEMIOLOGIA

O primeiro diagnostico do AEO foi obtido por Stamp et al. (1950) na
Escocia, enquanto o isolamento de bactérias da familia Chlamydiaceae foi obtido pela
primeira vez a partir de amostra de aborto bovino por STORZ et al. (1960). No Reino Unido o
AEO foi responsavel por 45,00% dos abortos diagnosticado (AITKEN, 1990), entretanto na
Nova Zelandia e Australia, areas tradicionais na ovinocultura foram descritos somente casos
isolados de AEO (SEAMAN, 1985), ndo sendo esta enfermidade considerada problema
(ORR, 1989). Na Namibia, Espanha, Jordania e Italia, estudos sorologicos demonstraram
respectivamente 30,00%, 50,50%, 21,80% e 4,80% de animais positivos (APEL et al., 1989;
MAFNAR-JAFME et al., 1998; AL-QUDAH et al., 2004; MASALA et al., 2005). Estudos
realizados em rebanhos da Suica demonstraram 19,00% de soropositividade (BOREL et al.,
2004), enquanto em Taiwan soropositividade de 16,70% e 58,00% respectivamente em
animais sadios e em animais com historico de aborto foram encontrados por Wang et al.
(2001).

Estudos soroldgicos realizados em bovinos na Itidlia e na India
demonstraram, respectivamente, 53,70% e 80,70% dos animais com anticorpos contra
Chlamydophila, enquanto em Taiwan foi detectado anticorpos contra chlamydophila em
51,00% de animais saudaveis e em 74,00% de animais com problemas reprodutivos
(PUGLIESE et al., 1991; NANDA et al., 1992; WANG et al., 2001).

Em caprinos, estudos soroldgicos realizados na Namibia, Jordania, Italia e
Tobago demonstraram respectivamente 25,20%, 11,40%, 5,80% e 1,10% de animais com
anticorpos contra Chlamydophila (APEL et al., 1989; AL-QUDAH et al., 2004; Masala et al.,
2005; BORDE et al., 2006).

No Brasil, dados soroldgicos sobre a clamidofilose sdo praticamente
inexistentes. O Unico levantamento sorolégico em bovinos no pais foi realizado por Souza et
al. (2004), que detectaram 12,50% de bovinos positivos para C. abortus, pela prova de
fixacdo de complemento. Freitas E Machado (1988) isolaram C. psittaci a partir de amostras
de orgaos de bubalinos com poliserosite, abatidos e destinados ao consumo no Para. Romjin e
Liberal (1990) relataram o isolamento de C. psittaci a partir de amostras de pulmao de
bezerros com pneumonia no Rio de Janeiro. Gomes et al. (2001) relataram pela primeira vez
no Brasil, o isolamento de C. psittaci, provavelmente se tratando de C. abortus, a partir de

sémem de touros com vesiculite seminal.
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A transmissdo da clamidofilose pode ser vertical, através da infeccdo direta
do feto via placenta (BUXTON et al., 1999, 2002), ou horizontal, pelo contato com o agente
por via conjuntival, genital, ou pela ingestdo do microrganismo, sendo esta Ultima a forma
mais importante (DeGRAVES et al., 2004).

Os animais podem se infectar em qualquer idade e em qualquer estacdo do
ano, porém o periodo critico, onde a doenca se dissemina facilmente em um rebanho, € no pds
parto, onde grande numero de bactérias € eliminado juntamente com a placenta, feto abortado
ou descarga uterina para 0 meio ambiente servindo como via de transmissdo para outros
animais e humanos contactantes (LONGBOTTON; COULTER, 2003).

Uma a duas semanas apds o abortamento, a secrecdo vaginal cessa, e a
proxima gestacdo do animal ndo esta comprometida, pois dificilmente uma ovelha que
abortou por AEO abortard novamente pela mesma causa (LONGBOTTON; COULTER,
2003). Contudo, se essa imunidade for incompleta, esses animais podem voltar a eliminar a C.
abortus em suas proximas gestacdes (PAPP; SHEWEM, 1996a).

Evidéncias da transmissdo venérea de C. psittaci foram pesquisadas por Ball
et al., (1964) e Storz et al., (1968) que detectaram a presenca do microrganismo em 0rgaos
genitais de bufalos que apresentavam epididimite, orquite e vesiculite seminal. Rodolakis e
Bernard, (1977) isolaram C. psittaci do sémem de um cordeiro de 12 meses de idade, com
infeccdo crbnica do trato genital, nascido de ovelha inoculada experimentalmente. Papp e
Shewen, (1996b) inocularam C. psittaci por via intravaginal em ovelhas apés a monta ou
durante a gestacdo e induziram o aborto, natimorto e nascimentos de cordeiros fracos.
Entretanto, Wilsmore et al. (1984) e Appleyard et al. (1985) nédo detectaram infeccdo nem o
abortamento apds a inseminacdo de ovelhas com sémem de carneiro infectado com C. psittaci
ou apo6s a cobertura de ovelhas com carneiro infectado, por via intavenosa, com C. psittaci.
Veznik et al. (1996) utilizaram a prova de imunofluorescéncia para confirmar a eliminagéo de
corpos elementares e reticulados de clamidia no sémem de bufalos, caprinos e do homem.
Kauffold et al. (2005) pesquisaram a presenca de DNA clamidial no sémem caprino, pela
técnica da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e encontraram 5,20% de resultados
positivos em um rebanho e 24,00% no outro. Teankum et al. (2006), também trabalhando com
PCR, encontraram somente 3/25 amostras de sémem de caprinos, sendo uma delas

correspondente a C. abortus e as outras duas a organismos "Chlamydia-like".
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PATOGENIA

O desenvolvimento do ciclo comega com a adesdo do corpo elementar (CE),
forma infectante das clamidias nas membranas das células hospedeiras (JONES et al., 2000) e
sua endocitose em vacuolos que, por um mecanismo ainda nao conhecido, ndo sofrem fuséo
com os lisossomomos, ficando protegidos pela membrana do seu vaclUolo durante seu
desenvolvimento (VANROMPAY et al., 1995). Uma vez na célula hospedeira, o CE sofre
modificacBes morfoldgicas, aumenta de tamanho e se converte nos corpos reticulados (CR),
que se replicam por fissdo binaria, formando uma microcol6nia intracitoplasmatica, chamada
de inclusdo clamidial (CORSARO et al., 2003). Apos a replicacdo 0s CRs se reorganizam
através de formas intermediarias, em novos CEs (EVERETT, 2000) que sdo liberados da
célula hospedeira pela ruptura da célula ou pela fusdo da incluséo com a membrana
citoplasmatica da célula, assim o ciclo recomeca com a invasdo de células vizinhas
(LONGBOTTOM; COULTER, 2003).

Estudos realizados em ovinos indicam que a infeccdo por C. abortus se
estabelece primeiramente na tonsila e entdo € disseminada pelo sangue e linfa para outros
orgaos (JONES; ANDERSON, 1988). Em animais ndo prenhes ha uma infeccdo latente
possivelmente em tecidos linféides, num processo que é mediado por citocinas e interferon-
gamma (IFN-y) (ENTRICAN et al., 1998). Durante a gestacdo subsequente, acredita-se que
por mecanismos imunomediados, a bactéria saia de seu estado de laténcia, e volte a se
multiplicar, levando a um baixo grau de clamidodemia, que inicia a infeccdo da placenta
(LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Por volta do 60° dia de gestacdo, desenvolve-se um
hematoma na superficie materno-fetal do hilo de cada placentoma, mas nenhuma alteracéo
patoldgica ocorre até os 90 dias de gestacdo. A clamidofila primeiro invade as células do
epitélio coribnico de varios placentomas, onde se replica formando uma inclusao clamidial no
citoplasma dessas células (BUXTON et al., 1990; NAVARRO et al., 2004). Depois de
estabelecida a infeccdo nas celulas do epitélio trofobléstico do hilo de véarios placentomas, a
infecgdo se difunde para o peri-placentoma e entdo para a regido intercotiledonaria do corion,
onde danos causados no epitélio como edema e inflamagdo resultam na coloracdo
avermelhada e aumento da espessura das membranas da placenta, caracteristica da doenca
(ENTRICAN et al., 1998; LONGBOTTON; COULTER, 2003; NAVARRO et al., 2004).

O mecanismo especifico responsavel pelo aborto ndo esta claro, mas a causa

béasica é a destruicdo do epitelio corionico e as lesdes associadas, que levam ao
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enfraquecimento da integridade funcional dos placentomas e ao comprometimento da troca
materno-fetal de oxigénio e nutrientes, levando a morte fetal (BUXTON et al., 1990, 2002).

Durante a infeccdo da placenta, ocorre alteracdo de prostaglandina E2, 17p
estradiol, e progesterona, podendo resultar no aparecimento de partos prematuros (KERR et
al., 2005). Animais recém nascidos nascem fracos, podendo apresentar quadros respiratorios
inespecificos e de encefalite, geralmente morrendo 48 horas ap06s 0 nascimento
(LONGBOTTOM; COULTER, 2003), e caso sobrevivam, apresentardo infeccdo latente, que
se manifestara, provavelmente logo na primeira gestacdo (PAPP; SHEWEN et al., 1996a/b).

Geralmente em um surto inicial da doenca, o rebanho apresenta uma
pequena taxa de aborto, porém no ano seguinte, 0 numero de abortos, nascimentos prematuros
ou nascimento de animais fracos, pode chegar a 30,00% ou mais, apds isso a taxa permanece
entre 5-10,00%, se os animais infectados ndo forem tratados (LONGBOTTOM; COULTER,
2003).

Ocasionalmente a placenta fica retida podendo levar ao desenvolvimento de
metrite, por contaminacdo bacteriana secundaria (WITTENBRINK et al., 1993).
DeGRAVES, et al, (2004) demonstraram que novilhas infectadas com C. abortus
diretamente no Utero possuem 8,5 vezes mais chances de desenvolver infertilidade, quando

comparada com animais ndo expostos ao agente.
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DIAGNOSTICO

O diagnostico da clamidofilose, pode ser realizado pelo isolamento e
identificacdo da bactéria ou de seu material genético em abortos ou descarga vaginal e pela
deteccdo de anticorpos por diferentes técnicas (OIE, 2004).

Entre os meétodos diagnosticos usados para deteccdo de C. abortus em
placenta, 6rgdos de fetos abortados, secrecdo vaginal (até 14 dias ap6s abortamento) e sémem
estdo o cultivo em ovos embrionados e cultivo celular seguido da identificacdo através de
caracteristicas de inclusdo em culturas celulares (STORZ et al., 1968; BROWN; NEWMAN,
1989; GRIFFITHS et al., 1992).

Para a identificagdo direta do microrganismo nessas inclusdes, em amostras
clinicas ou em cortes de tecidos, pode ser usada a coloracdo citoldgica, teste de
imunofluorescéncia direta, ELISA e imunoistoquimica (STAMP et al, 1950; GRIMES et al.,
1987; CANFIELD etal., 1991; THIELE et al., 1992).

A utilizagdo da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido indicada
para deteccdo de material genético da bactéria e diferenciacdo das espécies da familia
Chlamydiaceae (EVERETT, 2000; LAROUCAU et al., 2001).

Técnicas indiretas, que visam a deteccdo de anticorpos contra C. abortus,
como ELISA, imunofluorescéncia indireta e prova de fixacdo de complemento tém sido
utilizadas (OIE, 2004). Séo testes utilizados para triagem, principalmente em paises onde
existem programas de controle da doenca, pois apresentam alta sensibilidade e sdo de facil
execucdo apos realizada a padronizagdo, podendo ser realizadas em um grande namero de
amostras concomitantemente (GOMES et al., 2001).

A imunofluorescéncia indireta é utilizada no diagnostico humano de
especies de Chlamydia e Chlamydophila, mas ndo tem sido utilizada em medicina veterinaria
(BUENDIA et al., 2001; OIE, 2004).

Estudos baseados em diferentes sistemas de ELISA, com o uso de anticorpo
monoclonal e fragmentos de proteinas recombinantes tendem a diminuir possiveis reacoes
cruzadas, melhorando a especificidade do teste (SALT-MONTESSANTO et al., 1997;
BUENDIA et al., 2001; LONGOBOTTOM et al., 2001).

A Organizacdo Mundial de Saiude Animal (OIE) (2004) recomenda como
uma das técnicas para a pesquisa de anticorpos, a prova de fixacdo de complemento. Esta

prova detecta anticorpos direcionados a um epitopo do antigeno lipopolissacaridico, presente
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em todos os membros da familia Chlamydiaceae, reconhecendo, portanto, anticorpos
produzidos contra qualquer uma das espécies do grupo (EVERETT, 2000). Reacdo cruzada
entre C. abortus e C. pecorum, como também com algumas bactérias gram-negativas pode dar
falso positivo no teste (OIE, 2004).
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CONTROLE E PROFILAXIA

Depois do abortamento, as ovelhas devem ser isoladas por até trés semanas
e toda a placenta ou feto abortado deve ser destruido. Além disso, deve ser realizada a
desinfeccdo do local para prevenir a disseminacdo da doenca entre os demais animais do
rebanho (LONGBOTTOM; COULTER, 2003).

O AEOQ é frequentemente introduzido num rebanho pela aquisi¢do de animal
infectado, porém assintomatico, portanto, em areas livres da doenca os animais de reposi¢cdo
devem ser adquiridos de rebanhos com monitoramento soroldgico e conhecidamente livres da
infeccdo por C. abortus (ENTRICAN et al., 2001).

Atualmente ha dois tipos de vacina disponiveis comercialmente para ovinos,
uma viva atenuada e outra inativada (OIE, 2004). As duas vacinas causam uma boa
imunidade contra o aborto, e significativa reducdo da eliminacdo do microrganismo no
momento do parto (LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Segundo a OIE (2004) estas
vacinas podem ser aplicadas por via intamuscular ou subcutinea e a vacinagdo deve ser
realizada sempre antes da monta natural ou inseminacao artificial.

Essa revisdo tem como objetivo apresentar caracteristicas do agente e
métodos diagnosticos utilizados, para um melhor conhecimento do AEO no Brasil, pois a

auséncia de dados sobre a doenga no pais pode subestimar sua real importancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a prevaléncia de anticorpos contra Chlamydophila spp em ovinos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar anticorpos contra Chlamydophila, pela prova de fixacdo de

complemento, em ovinos de propriedades localizadas na regido de Londrina, Parana.
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PREVALENCIA DE ANTICORPOS CONTRA Chlamydophila spp EM OVINOS DE
PROPRIEDADES LOCALIZADAS EM MUNICIPIOS DA REGIAO DE LONDRINA,

PARANA.

RESUMO

A Chlamydophila abortus é uma bactéria causadora de doenca da esfera reprodutiva em
algumas espeécies de animais de interesse econdmico, sendo responsavel pelo aborto enzodtico
ovino. Em muitos paises ela € responsavel pela maioria dos abortamentos nos ovinos,
causando grandes perdas econdmicas, além de implicacGes na satde publica. O objetivo deste
trabalho foi estimar a soroprevaléncia de anticorpos anti-Chlamydophila em ovinos de
propriedades localizadas em municipios da regido de Londrina, Estado do Parana. A prova de
fixacdo de complemento foi realizada em 267 amostras de soro sanguineo de ovinos,
provenientes de oito propriedades, sendo considerados positivos 0s animais que apresentaram
titulos > 32. Foram detectados 19 (7,11%) animais positivos, e sete (87,50%) propriedades
tiveram pelo menos um animal positivo. Nestas propriedades, os sinais clinicos descritos
foram abortamento, natimortalidade, nascimento de crias fracas e repeticdo de cio. Do total de
soros positivos, apenas um apresentou titulo de 64 e outro de 128, enquanto os demais 17
apresentaram titulos de 32.

Palavras-chave: Chlamydophila abortus. Prova de fixacdo de complemento. Diagnostico.
Prevaléncia. Aborto enzoo6tico ovino. Problema reprodutivo.
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PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST Chlamydophila spp IN EWES FROM

PRPPERTIES IN CITIES IN THE REGION OF LONDRINA, PARANA.

ABSTRACT

Chlamydophila abortus is a bacterium known for causing reproductive diseases in some
species of animals which have economic interest, being known as the responsible for ovine
enzootic abortion. In several countries, this bacterium is responsible for the majority of ovine
abortions, causing great economic losses as well as implications on public health. The aim of
this study is to estimate the seroprevalence of anti-Chlamydophila antibodies in ewes from
properties in the region of Londrina, in northern Parana. Complement fixation tests were
performed in 267 samples of ovine blood sera, collected in eight different properties. Animals
presenting titers > 32 were considered positive. From the samples analyzed, 19 (7.11%)
animals were considered positive, and seven (87.50%) of properties had at least one positive
animal. In those properties, the clinical symptoms described were abortion, natimortality,
weak offsprings and repetition of estrus. From the total positive sera, only one presented titer
of 64 and another of 128, whereas the remaining 17 presented titers of 32.

Keywords: Chlamydophila abortus. Complement fixation test. Diagnosis. Prevalence. Ovine
enzootic abortion. Reproductive problems.
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INTRODUCAO

As bactérias do género Chlamydophila causam ampla variedade de doencas em
ruminantes incluindo poliartrite, pneumonia, conjuntivite e aborto (EVERETT, 2000).

O aborto enzodtico ovino (AEO), causado pela Chlamydophila abortus (C. abortus) é
reconhecido como a maior causa de abortamento em ovinos e caprinos em muitos paises
levando a grandes perdas econdmicas (WANG et al, 2001; SZEREDI; BACSADI, 2002;
SHARMA et al., 2003; MASALA et al., 2005). No Reino Unido a doenca é responsavel por
50,00% dos abortos diagnosticados (WOOD, 1992). Além do fator econémico, esta bactéria
possui conhecido potencial zoonotico, sendo um grande risco para mulheres gravidas
(MEIWJER et al., 2004).

Em ovelhas o AEO resulta em placentite necrética, e dependendo da extensdo dos
danos causados leva ao aborto no periodo final de gestacdo, nascimento de animais
prematuros ou de cordeiros fracos, enquanto nos machos causa vesiculite, epididimite e
orquite (RODOLAKIS et al., 1998; GOMES et al., 2001).

A doenca se dissemina facilmente no rebanho, principalmente nos periodos de parto,
onde grande namero de bactérias é eliminado juntamente com a placenta e descarga uterina
no meio ambiente servindo como via de transmissdo para outros animais (AITKEN et al,
1990). Quando o AEO entra em um rebanho pela primeira vez, a taxa de aborto pode ser
superior a 30,00%, depois a doenca tende a tornar-se endémica e a as perdas anuais giram em
toeno de 5,00% a 10,00% (LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Ovelhas infectadas pela
primeira vez s6 irdo demonstrar sinais clinicos da doenca nas ultimas semanas da préxima

prenhez (AITKEN, 2000).
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Entre os métodos diagndsticos utilizados e recomendados pela Organizagdo Mundial
de Saude Animal (OIE) esta a prova de fixacdo de complemento, que pode ser aplicada em
rebanhos para detectar evidéncias de infecgo por clamidofilas (TRAVNICEK et al., 2001).

No Brasil, a auséncia de pesquisas sobre a ocorréncia da C. abortus em ovinos, ndo
permite conhecer a verdadeira situacdo da doenca. O objetivo deste trabalho foi verificar a
soroprevaléncia de anticorpo contra Chlamydophila em ovinos de propriedades da regido de

Londrina, Estado do Parana.

MATERIAL E METODOS

Animais

Do total de 2630 animais, foram coletadas 267 amostras de sangue de ovelhas, em
idade reprodutiva, no periodo de dezembro a novembro de 2005, provenientes de oito
propriedades, identificadas de A a H, localizadas em municipios da regido de Londrina. O
criterio de inclusdo destas propriedades era a presenca de cadastrado na Secretaria da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (SEAB). O tamanho da amostra foi calculado
utilizando o programa EPI-INFO-6,4 (DEAN et al., 1994) com prevaléncia estimada em 50%,
erro de 6% e nivel de confianca de 95%. A amostragem dos animais foi proporcional ao
tamanho do rebanho em cada propriedade e a escolha dos animais realizadas de forma
aleatoria.

A colheita do sangue foi realizada pela venopuncéo jugular, utilizando-se sistema a
vacuo estéril sem anticoagulante (Vacuttainer), ap0s assepsia local, com alcool iodado,
retirando-se, aproximadamente, 10 mL de sangue por animal. Esse material foi mantido em

temperatura ambiente até a formacdo e retracdo do codgulo, para obtencdo do soro. As
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amostras foram identificadas, divididas em duas aliquotas em tubos plasticos e conservadas

em freezer (-20°C), até 0 momento de sua utilizagdo.

Prova de fixaco de complemento

A deteccdo de anticorpos contra Chlamydophila spp foi realizada pela prova de
fixacdo de complemento, utilizando microplacas de titulacdo de 96 pocos, segundo DONN et

al. (1997).

A producdo de antigeno para a realizacdo da prova de fixacdo de complemento, foi
realizada através da inoculacdo da estirpe de referéncia C. abortus S26/3 (fornecida pelo Dr
Carlo Turilli-Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, Padova-Italia) no saco
vitelino de ovos embrionados de galinha. O antigeno foi titulado utilizando soro controle
positivo, com titulo de 512, (fornecida pelo Dr Carlo Turilli-Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, Padova-Italia). Apos aliquotado o antigeno foi conservado a 4°C

até o momento de sua utilizacdo (DONN et al., 1997). Como soro controle negativo foi

utilizado soro fetal bovino (Gibco -USA).

Para a realizacdo do teste foi utilizado sangue de ovinos, sorologicamente negativos
para C. abortus, do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina, coletado em
solucdo de Alsever, em igual volume e mantidos em aliquotas de 10 mL a + 4°C por até 30
dias. As hemécias foram diluidas a 2,00% em tampao veronal (CAMBREX®) e usadas por no
maximo 5 dias.

A hemolisina (Laborclin®) foi mantida a - 20°C até o uso, onde eram diluidas ao

correspondente a duas unidades hemoliticas.
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O sistema hemolitico, usado como sistema revelador do teste, foi preparado
adicionando igual volume de hemolisina a solucdo de hemaécias a 2,00%. E incubado em

banho-maria a 37°C, por 15 minutos para a sensibilizacdo das hemacias.

Complemento de cobaios (Laborclin ) foi diluido, em banho de gelo, aliquotado e
armazenado a -20°C até o momento do uso e entdo foram utilizados na diluicdo

correspondente a duas unidades.

Apds triagem com os soros a uma diluicdo de 1:32, os considerados positivos foram

diluidos até 1:1024, na base dois em tampdo veronal e inativados a 58°C por 30 minutos.

Ao soro, foram adicionados 25uL do antigeno e 25uL do complemento. A placa foi
agitada por dois minutos e incubada a 37°C por 30 minutos, e apés a adicdo de 25uL do
sistema hemolitico, a placa foi novamente incubada nas mesmas condi¢Ges de tempo e

temperatura.

Cada placa foi feita em duplicata, sendo que na segunda placa néo foi adicionado o
antigeno, para se avaliar a anticomplementaridade dos soros testados. Em todas as placas
foram feitos controle do sistema hemolitico e antigeno na presenca ou auséncia do

complemento e controle de hemacias.

A leitura foi realizada visualmente, sendo a formacdo de um botdo considerada uma

reacao positiva, e a presenca de 100% de hemolise considerada como negativa.

Foram consideradas positivas as amostras com titulo igual ou superior a 32 de acordo

com a OIE (2004).
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RESULTADOS

Dos 267 soros de ovinos testados, 19 (7,11%) provenientes de sete propriedades foram
positivos na prova de fixagdo de complemento. Na propriedade A foram detectados seis
(19,35%) soros positivos, na B um (6,25%), na C trés (20,00%), na D dois (18,18%), na E um
(10,00%), na F quatro (5,88%) e na G dois (1,98%). Do total de soros positivos apenas na
propriedade G um soro apresentou titulo de 64 e outro soro titulo de 128, os demais 17 soros

apresentaram titulos de 32 (tabela 1).

DISCUSSAO

O AEO ¢ uma doenga complexa e importante em rebanhos ovinos de muitos paises
com repercussao na economia e também na salde publica (RODOLAKIS et al., 1998;
POSPISCHIL et al., 2002). Para a confirmacdo do diagnéstico do AEO é necesséria a
utilizacdo de provas laboratoriais, pois 0s sinais clinicos sao inespecificos e comuns a maioria
das doencas da esfera reprodutiva. A OIE (2004) preconiza a prova de fixacdo de
complemento para realizar o diagnéstico da doenca, pela deteccdo de anticorpo contra
Chlamydophila. Esta prova tem sido utilizada no Reino Unido e Escécia, paises onde existe
programa de controle do AEO (SOUZA et al., 2004).

A prova de fixacdo de complemento possui uma sensibilidade de aproximadamente
71% e especificidade de 83%, com bons resultados na deteccdo de anticorpos contra
Chlamydophila em rebanhos com AEO clinico, e aceitavel especificidade em rebanhos
negativos para C. abortus. Entretanto esta prova mostra sérias limitagdes na deteccdo de
animais positivos sem problemas de aborto, mas com clamidofilose cronica (BUENDIA et al.,

2001). A especificidade baixa ocorre devido a presenca de antigenos comuns da C. abortus
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com algumas bactérias Gram negativas e a todos os membros da familia Chlamydiaceae,
principalmente a C. pecorum (EVERETT, 2000; RODOLAKIS et al., 2001; TRAVNICEK et
al., 2003).

No presente trabalho, utilizando a prova de fixacdo de complemento, foram detectados
19 (7,11%) animais positivos, distribuidos em sete propriedades (87,50%). Das propriedades
que apresentaram animais com titulos positivos, somente na G foi detectado um animal com
titulo 64 e outro com 128, enquanto nas outras propriedades todos os animais positivos
apresentaram titulos de 32. Segundo WILSMORE et al. (1984) a soroconversdo nas ovelhas
ocorre nas semanas seguintes a infeccao primaria com C. psittaci, mas os titulos de anticorpos
tendem a ser baixos e transitdrios, enquanto apds o aborto os titulos sdo maiores e persistem
por varios meses. RODOLAKIS et al. (2001) afirmaram que titulos menores que 40 ndo sdo
especificos para C. abortus e devem ser considerados como infecgdo por C. pecorum. Neste
trabalho foi utilizado como ponto de corte o critério adotado pela OIE (2004) que considera
positivo os titulos > 32 e titulos menores que 32 interpretados como nédo especifico para C.
abortus, podendo ser reacdo cruzada especialmente com C. pecorum. AL-QUDAH et al.
(2004) afirmaram que esta bactéria esta presente no trato intestinal de alguns ovinos sem
causar nenhuma alteracdo patoldgica significativa e induz a producdo minima de anticorpo
guando comparada com a C. abortus. Resultados falsos positivos devido a vacinacdo ndo
foram considerados neste trabalho, pois a vacina contra C. abortus ndo esta disponivel
comercialmente no Brasil.

Estudos realizados na Espanha e Jordania demonstraram prevaléncias de
respectivamente 50,50% e 21,80% de animais sororeagentes para AEO (MAFNAR-JAFME et
al.,, 1998; AL-QUDAH et al.,, 2004), enquanto na Alemanha 70,00% dos rebanhos
pesquisados foram considerados infectados (BOSTEDT; DEDIE 1996). No Brasil, 0 Gnico

estudo para detectar anticorpos contra Chlamydophila em bovinos foi realizado no Estado de
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Sdo Paulo, pela prova de fixacdo de complemento e foi detectado uma ocorréncia de
anticorpos em 22 (5,30%) animais pertencentes a 14 (51,90%) dos 27 rebanhos estudados
(SOUZA et al., 2004). A confirmacgdo da presenca do agente do AEO no pais foi obtida no
Rio Grande do Sul por GOMES et al (2001) que isolaram C. psittaci (provavelmente C.
abortus) em touros com vesiculite seminal.

Nas sete propriedades positivas do presente trabalho foram descritos aborto e
natimortalidade em seis delas, repeticao de cio em quatro e nascimento de crias debilitadas em
trés. Estes problemas reprodutivos séo considerados por SHEWEN (1980) os principais sinais
do AEO. Na propriedade H, onde todos os animais foram negativos na prova de fixagéo de
complemento, os problemas reprodutivos relatados foram natimortalidade e auséncia de cio.

Apesar dos problemas reprodutivos encontrados nos animais das sete propriedades
positivas serem comuns a outros microrganismos, os titulos soroldgicos encontrados nesses
animais sugerem a presenca de C. abortus nos rebanhos estudados.

Este estudo, realizado com animais do Estado do Parana, representa o primeiro
trabalho de soroepidemiologia da clamidofilose visando a C. abortus em ovinos do Brasil,

entretanto novos estudos devem ser realizados para se obter a prevaléncia do AEO no pais.

CONCLUSOES

A elevada frequiéncia (87,50%) de propriedades com pelo menos um animal positivo e
a presenca de 19 (7,11%) animais positivos na prova de fixacdo de complemento, indicam a
presenca de anticorpos contra Chlamydophila nos animais das propriedades estudadas.

Novos estudos sobre epidemiologia do AEO devem ser realizados para se obter dados
mais abrangentes da doenga no pais, para se necessario adotar medidas de profilaxia e

controle da doenga.
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Tabela 1 — Resultado da prova de fixacdo de complemento, para deteccdo de anticorpos contra
Chlamydophila, realizada em ovinos de oito propriedades da regido de Londrina,
Parand, 2006.

Total de Ovelhas amostradas Titulos
Propriedades ovinos total positivos B encontrados

A 330 31 ] 19.35 32
B 130 16 1 6,23 32
C 130 15 3 20,00 32
D 100 11 2 18.18 32
E 130 10 1 10.00 32
F a7 63 4 588 32
G 930 101 7 1.98 a4

128
H 130 15 0 0 0

2630 267 19 7.11

Total
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ANEXO A — NORMAS PARA PUBLICACAO NA REVISTA CIENCIA RURAL, SANTA

MARIA.
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acordo com a taxa de cambio comercial do dia. Essas
taxas deverdo ser pagas no Banco do Brasil, Agéncia
1484-2, Conta Corrente 2503042 em nome da FATEC
- Projeto 95304. Alternativamente podera ser
enviado um cheque no valor correspondente em
nome da FATEC. Pagamentos por cartdo de crédito
VISA sdo também aceitos. A submissdo do artigo
devera ser obrigatoriamente acompanhada do recibo
da taxa de tramitacdo (cheque correspondente ou
cartdo de crédito). A taxa de submissdo é
obrigatéria para todos os trabalhos
independentemente de ser assinante. A taxa de
publicacdio somente deverd ser paga (e O
comprovante anexado) ap6s a revisdo final das
provas do manuscrito pelos autores. Os
pesquisadores assinantes da Ciéncia Rural nédo
pagarédo a taxa de publicacdo, se pelo menos
um dos autores for assinante. Professores do
Centro de Ciéncias Rurais e dos Programas de P0s-
graduacdo do Centro tém seus artigos previamente
pagos por esse Centro, estando isentos da taxa de
publicacdo, devendo, no entanto, pagar a taxa de
tramitacdo. No caso de impressdo colorida, todos os
trabalhos publicados deverdo pagar um adicional de
US$ 120,00 equivalente por

44

inscricdo estadual caso ndo seja isento (ex.:
instituicbes privadas).

14. Os artigos serdo publicados em ordem de
aprovacao.

15. Os artigos ndo aprovados seré@o devolvidos.

16. Em caso de duvida, consultar artigos de
fasciculos ja publicados antes de dirigir-se a
Comisséo Editorial.





