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RESUMO

SILVA-ZACARIAS, F. G. Diagnéstico molecular e sorologico de Chlamydophila spp em
amostras biolégicas de animais experimentalmente e naturalmente infectados. 2007. 80f.
Tese (Doutorado em Ciéncia Animal, area de concentragdo em Sanidade Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

Chlamydophila abortus (anteriormente classificada como Chlamydia psittaci sorotipo 1) tem
sido descrita em muitos paises, associada principalmente com distirbios reprodutivos em
ovinos, bovinos e caprinos. A detec¢do de C. abortus ¢ usualmente realizada por métodos
soroldgicos (fixagdo de complemento, ELISA) e de cultivo em células de linhagens ou ovo
embrionado de galinha. O diagnostico pela amplificagdo do DNA pela PCR tem sido proposto
por apresentar alta sensibilidade e especificidade. Este trabalho teve por objetivo detectar
Chlamydophila spp por técnicas molecular e soroldogica em amostras biologicas de animais
experimentalmente e naturalmente infectados. Um sistema de PCR foi desenvolvida para a
amplificacdo do espago intergénico 16S-23S do RNAr da familia Chlamydiaceae, em 6rgdos
de camundongos (n=15) experimentalmente infectados com a estirpe de referéncia S26/3 da
C. abortus. Os resultados encontrados foram comparados a outro sistema de PCR previamente
descrito para o gene Omp2 (outer major protein). Dos 15 camundongos inoculados com C.
abortus, 13 foram positivos na RNAr PCR e nove na Omp2 PCR. O limite de deteccao de C.
abortus pela RNAr PCR (1,05 unidades formadoras de inclusdo -UFI) foi cem vezes superior
a Omp2 PCR (105 UFI). A RNAr PCR também foi utilizada para a deteccao da C. abortus em
uma cole¢dao de abortos bovinos (n=85), ovinos (n=12) e caprinos (#=8), em amostras de
muco vaginal de ovelhas (n=90) e de cabras (n=20) e em sémen de ovinos (#=10) e caprinos
(n=5), coletados no periodo de 2002 a 2007. Um controle interno (PCR com os primers
BOV1 e BOV2 para o gene ND5 do DNA mitocondrial de bovino) foi utilizado nas amostras
de aborto bovino para a avaliagdo da eficiéncia das técnicas de extracdo e de amplificacao do
DNA. Todas as amostras de aborto, muco vaginal e s€men foram negativas para C. abortus na
RNAr PCR. O controle interno amplificou um produto de 626 pb para o gene ND5 em todas
as amostras de aborto bovino. Para o diagnostico sorologico, 3.102 amostras de soro de
fémeas bovinas (idade > 24 meses) provenientes de 373 propriedades, com histérico de
abortamento, foram testadas pela prova de fixacdo de complemento. As propriedades rurais
com abortamento foram selecionadas dentro do delineamento amostral do Plano Nacional
para o Controle e Erradicacdo da Brucelose no estado do Parana. Ao total, 44 (1,42%) animais
foram positivos com titulos >32. A soroprevaléncia estimada para Chlamydophila spp nas
propriedades foi de 8,82% (6,15%-12,17%). A criagdo de animais confinados ou
semiconfinados foi considerada uma associacao de risco (OR= 2,21; p= 0,031). Apesar da
falta de evidéncia de C. abortus nas amostras de aborto, muco vaginal e s€émen, avaliadas pela
PCR neste trabalho, os resultados sorologicos positivos das fémeas bovinas de propriedades
com histérico de abortamento no estado do Parand sugerem a presenga da bactéria. Assim,
novos estudos sobre a ocorréncia de Chlamydophila spp. em rebanhos bovinos, ovinos e
caprinos do pais devem ser realizados.

Palavras-chave: Chlamydophila abortus, aborto, diagndstico, PCR, fixacdo de complemento



ABSTRACT

SILVA-ZACARIAS, F. G. Molecular and serologic diagnosis of Chlamydophila spp in
samples of experimentally and naturally infected animals. 2007. 80f. Thesis (Doctorate
Degree in Animal Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2007.

Chlamydophila abortus (previously Chlamydophila psittaci serotype 1) is reported in many
countries, related with reproductive disorders mainly in ovine, bovine and goat. Usually, C.
abortus detection is carry out by serologic methods (complement fixation test, ELISA) and in
cell cultures or embryonated chicken eggs. DNA amplification diagnosis by PCR showed
high sensibility and specificity. The aim of this study was to detect Chlamydophila spp. by
molecular and serologic methods in samples of experimentally and naturally infected animals.
A PCR was developed to amplified the 16S-23S rRNA intergenic space of Chlamydiaceae in
organs of mice experimentally infected with S26/3 strain of C. abortus (n=15). The results
were compared with other PCR, previously described, and based in the Omp2 gene (outer
major protein) of Chlamydiaceae family. Of the 15 mice inoculated with C. abortus, 13 had
been positive in rRNA PCR and 9 in Omp2 PCR. The detection limit of C. abortus in rRNA
PCR (1,05 UFI) was a hundred times superior to Omp2 PCR (105 UFI). This rRNA PCR was
also used to detect C. abortus in a collection of bovine abortions (n=85), sheep (n=12) and
goat (n=8), in samples of ewe (n=90) and goat vaginal discharge (n=20) and ram (»=10) and
goat semen (n=5), collected between 2002 a 2007. An internal control (PCR with BOV1 and
BOV2 primers for gene ND5 of bovine mitochondrial DNA) was used in bovine abortion
samples for evaluation of efficiency of DNA extration and PCR. All abortion, vaginal
discharge and semen samples were negative in PCR for C. abortus. The internal control
amplified a product of 626 pb for ND5 gene in all bovine abortion samples. To serologic
diagnosis, 3.102 serum samples of cows (age > 24 months), from 373 herds with abortion
were analyzed by complement fixation test. These herds were selected inside the sampling
design of National Program of Control and Erradication of Brucellosis in Parand state. Forty
four (1.42%) animal were positive with titers > 32. The seroprevalence of Chlamydophila spp
in the herds was 8.82% (6.15%-12.17%). Confined or semi-confined breeding was a risk
association (OR = 2.21, p = 0.031). Although the lack of evidence of C. abortus in abortion,
vaginal discharge e semen by PCR in this study, positive serologic results in cows from herds
with abortions in Parana state, Brazil suggest the occurrence of the bacterium infection. Thus,
more studies should be done about the occurrence of Chlamydophila spp. in bovine, ovine and
caprine in Brazil.

Key Words: Chlamydophila abortus, abortion, diagnosis, PCR, complement fixation
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RESUMO

A  Chlamydophila abortus (anteriormente
classificada como Chlamydia psittaci sorotipo 1) tem sido
descrita em muitos paises, associada principalmente com
distirbios reprodutivos ent ovinos, bovinos e caprinos. O aborio
enzodtico dos ovinos e caprinos e o aborto epizodtico dos
hovinos sde as doencas mais importantes causadas por esta
hactéria. No Brasil, as pesquisas com C. abortus sdo
praticamente inexistentes. ) objetivo desta revisdo é apresentar
informagdes sobre modificacdes taxendmicas, ciclo de vida,
epidemiologia, patogenia, sinuis clinicos e diagndstico da
infeccdo por C. abertus principalmente em ovinos, bovinos e

caprinos.

Palavras- chave: Chlamydophila abortus, ovino, bovino,
caprino, ahorto, problema reprodutive.

ABSTRACT

Chiamydophifa abortus (previously known as
Chiamydia psittaci serovar 1) has been reported in many
counries, associated with reproductive disorders in sheep, catile,
and goats. The enzootic abortion of sheep and goats and the
epizootic bovine abhortion are the most important diseases
produced by this hacterium. In Brazil, there is scarce information
about C. abortus. The objective of this review is to show
information about taxonomic changes, life cycle, epideniology,
pathogenesis, clinical signs and diagnosis of C. abortus in
sheep, cattle and goats.

Key words: Chlamydophila abortus, sheep, caitle, goal,
abortion, reproductive disorders.

INTRODUCAOQ

Asbactérias da familia Chlamydiaceae sao
Gram negativas possuem forma cocodide, sdo
intracelulares obrigatorias, com ciclo de vida que se
alterna entre formas infectantes (corpos clementares-
CE) ¢ vegetativas (corpos reticulados-CR). Estas
bactérias infectam varias espécies de animais
domésticos e selvagens, além do homem, causando
manifestacdes clinicas bastante variadas
(SCHACHTER & CALDWELL, 1980; CORSAROetal.,
2003). Dependendo da espécie animal envolvida, pode
ocorrer aborto, pneumonia, rinite, conjuntivite, artrite
e enterite, entretanto ¢ comum a ocorréncia da infeccio
em animais clinicamente sadios (SHEWEN, 1980;
EVERETT, 2000).

Pelas suas caractleristicas, as bactérias da
ordem Chlamydiales possuem apenas uma familia, a
Chlamydiaceae. Até recentemente era reconhecido
apenas o género Chiamydia, com duas espécics, a
trachomatis e a psittaci, com varios sorovares
(EVERETT, 2000). Com o desenvolvimento de técnicas
de biologia molecular, principalmente analises do gene
168 e 238 do RNA, foi possivel a divisdo da [amilia
Chlamydiaceae em dois géneros: Chlamydia ¢
Chlamydophila ¢ em nove espécies: Chlamydia
trachomatis, C. suis, C. muridarum, Chiamydophila
psittaci, C. pneumoniae, C. pecorum, C. felis, C.
caviae ¢ C. abortus (PUDJIATMOKO et al., 1997,
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TAKAHASHI et al., 1997; EVERETT, 2000;
HERRMANN etal., 2000).

A nova espécie Chlamydophila abortus (C.
abortus), anteriormente classificada como Chlamydia
psittaci (C. psittaciy sorovar 1, ¢ freqientemente
associada a distirbios reprodutivos em ovinos,
caprinos, bovinos e esporadicamente em suinos e
eqiiinos (EVERETT, 2000). O aborto enzodtico dos
ovinos ¢ caprinos ¢ o aborte epizodtico dos bovinos
sdo as manifestagdes mais importantes e t&m sido
documentados por varios autores (NANDA et al., 1992;
GRIFFITHS et al., 1995; OGINO et al., 1996;
RODOLAKIS etal., 1998; REKIKI etal., 2002; SZEREDI
& BACSADI, 2002). O aborto enzodtico dos ovinos foi
primeiramente diagnosticado por STAMP et al. (1950)
na Escocia ea partir de 1956, em varios paises da Europa,
enquanto STORZ et al. (1960) realizaram o primeiro
isolamento de bactérias da familia Chlamydiaceae a
partir de aborto bovino.

Relatos em varios paises mostram a atual
importancia da C. abortus nos problemas reprodutivos
de ovinos e bovinos (WITTENBRINK et al., 1993;
DANNATT et al., 1998; REKIKI et al., 2002; AMIM,
2003; LONGBOTTOM & COULTER, 2003). Na Suica, a
prevaléncia do aborto enzootico dos ovinos foi
estimada em aproximadamente 19% (BOREL etal., 2004)
¢ na Espanha, a soroprevaléncia foi de 50,5% nos 52
rebanhos estudados (MATNAR-JAIME et al., 1998).
Levantamentos epidemioldgicos realizados na India
por NANDA etal. (1992) detectaram 80,7% de bovinos
sororreatores para C. abortus, enquanto na Italia
PUGLIESE et al. (1991) encontraram 53,7% bovinos
positivos utilizando a reacdo de fixacdo de
complemento.

No Brasil, ndo ha dados sobre a ocorréncia
de infecco por C abortus em ovinos e caprinos. Na
espécie bovina, os dados também sdo praticamente
inexistentes, o que dificulta o conhecimento da doenca
no pais. O primeiro trabalho relatando a ocorréncia de
bactérias da familia Chlamydiacae no pais foi realizado
em bubalinos do Estado do Para por FREITAS &
MACHADO (1988), que isolaram C. psittaci de animais
abatidos para consumo, com quadro de serosite. A
seguir, no Rio de Janeiro, ROMIIN & LIBERAL (1990}
também isolaram C. psirtaci de pulmoes de bezerros
com pneumonia. GOMES et al. (2001), no Rio Grande
do Sul, isolaram C. psittaci a partir de amostras de
sémen de touros com vesiculite seminal, sendo que os
animais também apresentaram titulos positivos na
fixacdo de complemento. SOUZA (2002), utilizando
fémeas bovinas com distarbios reprodutivos do estado
de Sdo Paulo, detectou 12,5% de animais positivos na
reacdo de fixacdo de complemento no Unico

levantamento soroldgico para o género Chlamydophila
do pais.

Apesar da existéncia de diferentes técnicas
de diagnostico, no Brasil s3o poucos os laboratérios
veterinarios de doencas infecciosas que se dedicam &
C. abortus, dificultando o desenvolvimento de estudos
epidemiologicos direcionados para o conhecimento da
verdadeira situacdo da doenga no pais. Assim, esta
revisdo de literatura tem o objetivo de apresentar
informacdes sobre modificagdes taxondmicas, ciclo de
vida, epidemiologia, patogenia, principais sinais
clinicos e diagnéstico da infecgio por C. abortus
principalmente em ovinos, bovinos € caprinos.

Ciclo de vida

Bactérias da familia Chlamydiaceae
possuem um ciclo de vida tnico, porém dimorfico. O
ciclo de replicacio ocorre no citoplasma da célula
hospedeira infectada e se inicia pela adesio do CE na
membrana da célula, seguido por internalizagdo que da
origem a um vactolo endossomal (VANROMPAY et
al., 1995). Um mecanismo ainda desconhecido, impede
a fusdo de lisossomos primarios permitindo a
sobrevivéncia do CE, no interior do endossomo, que
com o inicio da divisde por fissdo binaria, se diferencia
em CR. Apés a replicaciio, estes CR sdo reorganizados,
através de formas intermediarias, em novos CE.
Aproximadamente 48 a 72h apés infecedo in vifro, uma
inclusdo clamidial pode conter centenas de estruturas
em varios estagios de desenvolvimento, incluindo CE,
CR e formas intermediarias (VANROMPAY etal., 1995;
EVERETT, 2000). A liberacio dos CE pode ocorrer por
lise da célula hospedeira ou por liberagio de inclusoes
clamidiais pela membrana celular, entretanto estes
mecanismos ndo estdo bem esclarecidos (VANROMPAY
etal., 1995).

Epidemiologia

O aborto enzoodtico ovino tem ampla
distribui¢iio em regides criadoras de ovinos (O.LE.,
2005). AITKEN et al. (1990)e LEONARD et al. (1993)
consideraram a €. abortus a maior causa de
abortamento em ovelhas na Europa, sendo responsavel
por 45% dos abortamentos diagnosticados no Reino
Unido, onde aproximadamente 1,5 milhdo de ovelhas
(8,6 % dos rebanhos) sdo infectadas anualmente.
Entretanto, em areas tradicionais da ovicultura como
Australia ¢ Nova Zelandia, esta enfermidade nio ¢
considerada um problema (LONGBOTTOM &
COULTER, 2003). O aborto enzodtico caprino ¢
semelhante em severidade ao dos ovinos, porém faltam
dados epidemiologicos, nao apenas no Brasil, que
permitam a compreensdo da disseminacio e do impacto
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econdmico decorrente da doenca (AITKEN etal., 1990;
LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

A ocorréncia de surtos de abortamentos em
rebanhos leiteiros da Inglaterra despertou o interesse
pela pesquisa de C. abortus cm distirbios reprodutivos
(DANIEL etal, 1993). A doenga € descrita como aborto
epizodtico bovino por suas caracteristicas
epidemiolégicas ¢ estd disseminada em quase todos
os paises da Furopa e nos Estados Unidos da América
(STORZ etal., 1968; SHEWEN, 1980; HOLLIMAN et
al., 1994). O conhecimento da ocorréncia da doenga em
um namero restrito de paises, provavelmente €
resultante da falta de pesquisas com C. abortus.

Abortamentos em suinos ¢ eqiiinos por C.
abortus t8m sido relatados, entretanto acredita-se que
ocorram em menor {regiiéneia quando comparado as
espécies ovina e bovina (THOMA et al., 1997;
LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

Os animais podem se infectar com C. abortus
em qualquer idade ou estacdo do ano (LONGBOTTOM
& COULTER, 2003; DeGRAVES etal., 2004). As fontes
de infecgdio mais comuns sdo os fetos abortados, a
placenta e as descargas uterinas. Apds o abortamento
ou parto, C. abortus sdo eliminadas em grande niumero
nos fluidos, nos envoltorios fetais e na placenta e
continuam sendo eliminadas até 7-14 dias nas secregdes
vaginais (LONGBOTTOM & COULTER, 2003). A
transmissio pode ser vertical, por infecgdo congénita
do feto, horizontal e por contaminacdo direta por via
alimentar, conjuntival ou genital. A infecgdo por
ingestiio de CE ¢ a via de transmissdo mais importante
(DeGRAVES etal,, 2004)

Poucas sio as evidéncias de transmissdo
sexual de C. gbortus em ovinos, entrelanto em carmeiros
com infecgdes cronicas a C. abortus foi isolada do
sémen e glindulas sexuais acessorias (RODOLAKIS;
BERNARD, 1977). A ocorréncia de vesiculites,
epididimites e orquites podem resultar na eliminagio
de C. abortus pelo sémen, causando infertilidade,
diretamente pelo desenvolvimento de infecgio
intrauterina pdés-monta ou inseminagdo artificial ou
indiretamente, pela pioespermia que leva a diminuigao
da qualidade do sémen (STORZ et al., 1968;
LONGBOTTOM & COULTER, 2003). Em bovinos,
trabalhos experimentais demonstraram a participagdo
da via sexual na epidemiologia da doenca, resultando
em reducdo dos indices de fertilidade (BOWEN etal,,
1978; PAPP; SHEWEN, 1996; JONES, 1999). DeGRAVES
et al. (2004) demonstraram que novilhas que receberam
C. abortus diretamente no Ulero apresentaram um risco
8.5 vezes maior de desenvolver infertilidade quando
comparado s fémeas que ndo foram exposias a
bactéria.

Patogenia

A maioria dos estudos de infecc@io natural
ou experimental por C. abertus foi realizada utilizando
a espécie ovina como modelo, assim dados sobre a
epidemiologia e patogenia da infecgdo nesta espécie
animal sfo extrapolados para as demais espécics
acometidas (LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

Estudos realizados com ovelhas indicam as
tonsilas como primeiro local de replicagdo, quando a
infecgdo ocorre pela ingestdo de CE, ocorrendo
posteriormente a disseminacio pelo sangue, linfa ¢
outros orgidos (JONES & ANDERSON, 1988). Nos
animais ndo gestantes a infecgdo torna-se latente e as
C. aborfus permanecem possivelmente em tecido
linféide, por um processo mediado por citocinas
(ENTRICAN etal., 1998). Nesta fase de laténcia, a C.
abortus nio é detectada por métodos laboratoriais
utilizados atualmente e somente na gestacdo
subseqiiente a bactéria comeca a se replicar
novamente, provavelmente por mecanismos
imunomediados. Este inicio de bacteremia € relacionado
com o desenvolvimento da placenta. NAVARRO et al.,
(2004) relataram que o inicio do desenvolvimento de
hematomas na interface materno-fetal no hilo dos
placentomas ocorre aproximadamente no 607 dia de
gestaciio, entretanto nenhuma alteracio patologica
ocorre até o 90° dia de gestagio. A C. abortus invade
as células do epitélio coridnico de varios placentomas,
onde se replica, formando inclusdes
intracitoplasmaticas. A infecgdo se dissemina para
regifes intercotiledonarias do corion, causando lesdo
epitelial, edema e inflamagdo. Estas alteragGes resultam
em coloragio avermelhada ¢ espessamento das
membranas da placenta, caracteristico da doenga
{ENTRICAN etal., 1998; LONGBOTTOM & COULTER,
2003; NAVARRO et al.. 2004).

Os mecanismos responsaveis pelo
abortamento ndo sdo claros, mas acredita-se ser
resultado da associacfio das lesOes epitélio coridnicas,
que levam ao comprometimento da troca de oxigénio e
de nutrientes entre mae ¢ feto, e das alteracdes
patologicas fetais, principalmente necrose focal de
figado e com menor freqiiéneia, nos pulmdes, bago,
cérebro e linfonodos (BUXTON et al., 1990; 2002).
Infeccdes por C. abortus estimulam uma forte resposta
inflamatoria no animal, principalmente pela ativacio de
interferons (IFN-y) ¢ fator de necrose tumoral (TNF-o),
que pode tanto controlar o processo infeccioso como
agravar as alteragdes patologicas (KEER etal., 2005).
Alteracdes nas concentragdes plasmaticas dos
horménios progesterona e 170 estradiol e de
prostaglandina E no liquido aminidtico e alantoideo,
$30 conseqﬁéncfés da infeccdo placentaria pela C
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abortus que também podem resultar em parto prematuro
(KEER etal., 2005).

Os animais infectados congenitamente que
ndo sio abortados, geralmente nascem fracos, e
quando sobrevivem, freqlientemente apresentam
infecgdo latente que se manifesta logo na primeira
gestagdo (PAPP & SHEWEN, 1996). O processo de
saida de laténcia e desenvolvimento da doenga ¢ igual
ao de um animal infectado por transmissio horizontal.

Sinais clinicos

Em ovinos, bovinos e caprinos, geralmente
a ocorréncia de abortamentos nas Ultimas duas ou trés
semanas de gestacdo € o primeiro indicio de que a
infeccdo por C. abortus estd instalada no rebanho
(LONGBOTTOM & COULTER, 2003; NAVARRO et al.,
2004). Apos a instalacio da infec¢fo no rebanho, os
indices de abortamento sdo superiores a 30% no
primeiro ano, permanecendo entre 5-10% nos anos
seguintes se ndo forem adotadas medidas de controle
(LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Com o
desenvolvimento de imunidade especifica contra C.
abortus, dificilmente um animal infectado aborta duas
vezes, entretante, alguns animais podem desenvolver
imunidade incompleta ¢ abortarem novamente,
elevando o percentual de abortamentos no rebanho
no segundo ano de infecgdo (PAPP et al., 1994). A
elimina¢io intermitente de C. abortus nestes animals
pode ocorrer por até trés anos (KEER et al., 2005).

Os fetos abortados podem apresentar-sc
normais ou com graus variados de edema. A placenta
encontra-se espessada, com coloragdo vermelho-
amarelada e exudato vaginal de coloracdo rosea suja
pode ser observado at¢ 7 a 10 dias pds-abortamento
(LONGBOTTOM &; COULTER, 2003). Em bovinos e
caprinos, a ocorréncia de retencdo placentaria,
endometrites e vaginites sdo [reqlentes e
ocasionalmente pode ocorrer metrite & morte por
infecco bacteriana secundaria (RODOLAKIS et al.,
1984; WITTENBRINK ctal., 1993a,b; PAPPetal, 1994).
Além do abortamento, outros sinais de disturbios
reprodutivos como nascimento premature ¢ de animais
fracos e natimortos também sdo associados a infeccio
por . abortus. Animais recém-nascidos podem
apresentar quadros respiratorios inespecificos e de
encefalites, que geralmente morrem 48 horas apos o
nascimento, mesmo recebendo tratamento de suporte
(LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

Especificamente em bovinos, outros sinais
clinicos como repetigio de cio em intervalos irregulares,
aumento no intervalo de partos e de numero de servigos
ou de inseminacdo ¢ observado nos rebanhos
infectados (SHEWEN, 1980; WITTENBRINK et al.,
1993h).

Nos machos em idade reprodutiva, os sinais
clinicos observados sdo vesiculites, epididimites e
orquites (STORZ etal., 1968, GOMES etal., 2001).

Diagnostico

A C. abortus pode ser detectada diretamente
na placenta ¢ 6rgos fetais, na excregdo vaginal até 14
dias pos-abortamento ou no sémen, pelo cultivo em
ovo embrionado ou cultivo de células,
imunofluorescéncia direta, imunohistoquimica, ELISA
e testes de detecgdio de DNA (STORZ et al., 1968;
JOHNSON etal., 1983; MOORE etal., 1987; BROWN &
NEWMAN, 1989;: DAGNAL & WILSMORE, 1990;
GRIFFITIIS et al., 1992; BUXTON et al., 1996;
LAROUCAU etal., 2001).

A amplificacio do DNA pela reagio em
cadeia da polimerase (PCR) tem sido indicada para a
identificaciio das diferentes espécies pertencentes a
familia Chlamydiaceae (EVERETT, 2000; MADICO et
al., 2000). Atualmente, outras técnicas como PCR em
tempo real, Multiplex e sistemas fluorescentes de
detecgiio da seqiiéncia amplificada tém sido utilizadas
{CREELAN; McCULLOUGH, 2000; MADICO et al.,
2000). Adiferenciac@o da C. abortus pode ser realizada
utilizando oligonucleotidios iniciadores (primers)
especificos, andlise do polimorfismo no comprimento
de fragmentos de restricio e também pelo
seqiienciamento genémice dos produtos obtidos na
PCR (WATSON et al., 1991; SHEEHY et al., 1996;
EVERETT, 2000; HARTLEY etal.,2001).

Para a detec¢do de anticorpos contra C.
abortus diferentes testes como ELISA,
imunofluorescéncia indireta e fixagio de complemento
tém sido utilizados (OIE, 2004). Apesar de apresentarem
varios inconvenientes como a dificuldade de
padronizagdo e producdo de antigenos, estes testes
apresentam alta sensibilidade e [acilidade de execugio
em todo o rebanho, por isso sdo extensivamente
empregadas principalmente nos paises onde existemn
programas de controle da doenga (DONN et al., 1997;
KALTENBOECK etal., 1997: GOMES etal., 2001 ). A
técnica de imunofluorescéncia indireta ¢ amplamente
utilizada na rotina de diagnostico das infec¢bes por
outras espécies de Chlamydia ¢ Chlamydophila em
humanos, porém ndo tem sido usada na medicina
veterinaria (PEREZ-MARTINEZ etal., 1986; MARKEY
etal,, 1993; GRIFFTHS et al., 1995; BUENDIA etal.,
2001; OIE., 2004). Entre os diferentes testes para a
deteccdo de anticorpos, o de fixacdo de complemento
¢ o mais utilizado no diagndstico de rotina, sendo o
teste recomendado pelo Office International dés
Epizooties (OIE). Ele detecta anticorpos produzidos
contra o epitopo do antigeno lipopolissacarideo
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‘presente em todas as espécies da familia
Chlamydiaceae (EVERETT, 2000).

| Tratamento e controle
: A familia Chlamydiaceae é suscetivel a
varios antibiéticos, sendo as tetraciclinas os
antibiéticos preferenciais para o tratamento das
linfecedes. A oxitetraciclina de longa aclo (20mg kg™,
tintramuscular) ¢ a mais usada nas infeccdes por C.
jebortus nos animais de produgdo (LONGBOTTOM &
COULTER, 2003). A administracdo de antibioticos,
durante um surto, ndo elimina a infecgdo do rebanho,
‘mas suprime a replicagdo do microrganismo, diminuindo
a severidade dos sinais clinicos e aumentando o
nimero de nascimentos de animais vivos. Para
‘melhores resultados, o tratamento de ser iniciado apos
0 90° dia de gestacdo, quando sdo detectadas as
'primeiras alteragdes na placenta e uma segunda dose
deve ser administrada duas semanas apés a primeira
idose (BUXTON, 1990; LONGBOTTOM & COULTER,
12003). A antibioticoterapia deve ser sempre associada
|0 COITeto manejo sanitério e a profilaxia com vacinas.
Estas medidas sdo mais eficientes tanto para impedir a
‘entrada da C. abertus como para o controle da infeccdo
(LONGBOTTOM & COULTER, 2003).
Em rebanhos considerados livres de C.
.@hortus, os animais de reposi¢do também devem ser
procedentes de ércas livres, monitoradas
sorologicamente (ENTRICAN etal., 2001). Quando a
:infecgﬁo ja se instalou na propriedade, o manejo
sanitario inclui o isolamento, por pelo menos duas a
itrés semanas, de todas as fémeas que abortaram,
idestruiciio das placentas e limpeza dos piquetes
,Con‘zaminados durante os abortamentos, além da
vacinagio (LONGBOTTOM & COULTER, 2003).
Atualmente existem dois tipos de vacinas
«disponiveis comercialmente apenas para ovinos, uma
inativada e outra, viva atenuada, entretanto nenhuma
.confere protecio absoluta (GARCIA DE LA FUENTE
et al. 2004; OIE., 2004). As vacinas inativadas sdo
preparadas no saco da gema de ovos embrionados ou
'em cultivos celulares, utilizando apenas fragdes ou todo
o microrganismo e adjuvantes oleosos. Este tipo de
‘vacina pode ser administrado em animais gestantes ¢ o
jperfodo de cobertura pode chegar até dois anos (O.LE,,
,2004). A vacina viva atenuada utiliza uma estirpe
mutante termolébil, quimicamente induzida, de C.
abortus, por isso, somente animais ndo gestantes
.podem ser vacinados. Esta vacina confere imunidade
por até trés gestagbes ¢ reduz drasticamente a
“climinacdio de C. aborfus no ambiente e o nimero de
abortamentos, importantes para a erradicagio da doenga
(GARCIA DE LA FUENTE et al. 2004; OIE., 2004;
|

'

LONGBOTTOM & LIVINGSTONE, 2004). Os dois tipos
de vacina podem ser administrados via intramuscular
ou subcutdnea e a vacinacio deve ser sempre antes da
monta natural ou inseminag¢do artificial (GARCIA DE
LA FUENTE et al. 2004; OIE., 2004).

CONCLUSAO

Apesar da C. abertus ser identificada com
freqtiéncia em vdrios paises, principalmente nos
abortamentos de ovinos e caprinos (aborto enzootico)
e de bovinos (aborto epizodtico), no Brasil ndo ha
dados epidemiologicos suficientes que demonstrem a
participagiio desta bactéria nos problemas reprodutivos
das espécies de animais de producio. Espera-se que
as informacoes, apresentadas nesta revisio, tenham
demonstrado a necessidade de desenvolver estudos
sobre o envolvimento deste microrganismo nos
problemas reprodutives em nosso pals, visando
principalmente medidas que permitam a prevencio da
infeccio por esta bactéria nas espécies de animais de
produgio.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Detectar Chlamydophila spp. por técnicas molecular e sorologica em amostras

bioldgicas de animais experimentalmente e naturalmente infectados.

2.2. Objetivos especificos

Desenvolver e avaliar um sistema de PCR, para a deteccdo do espaco
intergénico 16S-23S do RNAr da Chlamydophila abortus em oOrgios de
camundongos experimentalmente infectados;

Comparar os resultados obtidos na RNAr PCR com um sistema de PCR,
descrito na literatura para o gene Omp2, em 0Orgdos de camundongos
experimentalmente infectados;

Utilizar a RNAr PCR para o diagnéstico da Chlamydophila abortus em
fragmentos de 6rgdos de aborto bovino, ovino e caprino e em amostras de muco
vaginal e sémen de ovino e caprino;

Estimar a soroprevaléncia de Chlamydophila spp. em propriedades com
histérico de abortamento bovino do estado do Parana;

Identificar possiveis associacdes de risco para a infec¢do por Chlamydophila

spp. nas propriedades rurais com abortamento bovino do estado do Parana.
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3.1. Desenvolvimento e avaliacdo de uma técnica de PCR para a deteccio
do gene RNAr de Chlamydophila abortus.

Artigo editado de acordo com as normas de publicacao do periédico Ciéncia Rural



24

Desenvolvimento e avaliacio de um sistema de PCR para detec¢ao do

gene RNAr de Chlamydophila abortus

Development and evaluation of a PCR assay to RNAr gene detection of
Chlamydophila abortus

RESUMO

Chlamydophila abortus (C. abortus) ¢ freqlientemente associada a disturbios
reprodutivos em bovinos, ovinos, caprinos e, esporadicamente, em suinos e eqiiinos. Para o
diagnostico, os métodos de cultivo em ovo embrionado de galinha e em células de
linhagem continua apresentam baixa sensibilidade. Técnicas de amplificagdo do DNA,
como a reacao em cadeia da polimerase (PCR), tém sido utilizadas em placenta, 6rgaos
fetais, secre¢do vaginal e sémen para o diagnostico da C. abortus. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver um sistema de PCR para a amplificagdo de um fragmento de 856
pb do gene RNAr da familia Chlamydiaceae. A PCR foi avaliada em orgaos de 15
camundongos infectados experimentalmente com a estirpe de referéncia S26/3 da C.
abortus. Os resultados foram comparados ao outro sistema de PCR, previamente descrito
para o gene Omp?2 (outer major protein) da familia Chlamydiaceae. Dos 15 camundongos
inoculados com C. abortus, 13 (K=0,84, erro padrao=0,20) foram positivos na RNAr PCR
e nove (K=0,55, erro padrao=0,18) na Omp2 PCR. O limite de deteccdo da C. abortus na
RNAr PCR (1,05 UFI) foi 100 vezes superior a Omp2 PCR (105 UFI). A maior
sensibilidade em comparagdo ao sistema de PCR anteriormente descrito, bem como a
especificidade demonstrada frente a diferente microrganismos patogénicos do sistema
reprodutivo, abrem a perspectiva da utilizacdo da PCR desenvolvida nesse trabalho para o
diagnostico molecular da C. abortus em casos de abortamentos e outros disturbios
reprodutivos em bovinos, ovinos € caprinos.

Palavras-chave: bovino, ovino, caprino, abortamento, PCR, Chlamydophila abortus
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ABSTRACT

Chlamydophila abortus (C. abortus) is often associated with reproductive failures
in cattle, sheep, goat, and rarely in swine and equine. The diagnosis by culture in
embryonated chicken eggs or in lineage cells shows lower sensitivity. DNA amplification
by PCR assay, have been used for C. abortus diagnosis in placenta, organ of fetuses,
vaginal discharge or semen. The aim of this study was to develop one PCR assay to
amplify an 856 bp fragment of 16S rRNA gene of Chlamydiaceae. The PCR assay was
validate in organs fragments of 15 mice experimentally inoculated with C. abortus strain
S26/3. The results were compared with other PCR assay, previously described to detection
of Omp?2 gene (outer major protein) of Chlamydiaceae tamily. Of 15 mice inoculated with
C. abortus, 13 (k=0.84, standard error=0,20) were positive in rRNA PCR and nine (k=0.55,
standard error=0,18) in Omp2 PCR. The detection limit of C. abortus in rRNA PCR (1.05
inclusion-forming unit - IFU) was a hundred times superior to Omp2 PCR (105 IFU). The
higher sensibility of rfRNA PCR as well as the specificity showed face to different
microorganisms of reproduction system, open the perspective of the use of rRNA PCR
assay to molecular diagnosis of C. abortus in cattle, sheep and goat abortions and
reproductive failures.

Key-words: cattle, sheep, goat, abortion, PCR, Chlamydophila abortus

INTRODUCAO

As bactérias da ordem Chlamydiales sdo intracelulares obrigatorias, Gram negativas,
com ciclo de vida que se altera entre formas infectantes (corpos elementares) e vegetativas
(corpos reticulados). As espécies da familia Chlamydiaceae provocam infecgdes no

homem e em animais, sendo o género Chlamydophila o de maior importancia na medicina

veterinaria (SCHACHTER & CALDWELL, 1980; CORSARO et al., 2003).
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Chlamydophila abortus (C. abortus) ¢ freqlientemente associada a disturbios
reprodutivos em bovinos, ovinos, caprinos e, esporadicamente, em suinos e eqiiinos
(EVERETT, 2000). O aborto epizodtico dos bovinos e o aborto enzoodtico dos ovinos e
caprinos sao as manifestacoes clinicas mais importantes e t€ém sido relatados (GRIFFITHS
et al.,, 1995; RODOLAKIS et al., 1998; REKIKI et al., 2002; SZEREDI & BACSADI,
2002).

A infecgdo por C. abortus também tem sido relatada em casos de abortamento de
animais de laboratério (camundongos, cobaios e coelhos), entretanto, a viruléncia da
estirpe envolvida ¢ determinante no desenvolvimento ou ndo de um quadro clinico
(BUENDIA et al, 1999; EVERETT, 2000). A inoculagio de C. abortus em modelos
biologicos, como camundongos jovens (4-8 semanas de idade), pode ser utilizada para
cultivo bacteriano e para testes de viruléncia, mas atualmente tem sido utilizada para a
avaliacdo de vacinas ap6s desafio experimental destes animais (SHEWEN, 1980; ROMIJN
& LIBERAL, 1990; BOUAKANE et al., 2003; OIE, 2004).

C. abortus pode ser detectada na placenta e 6rgdos fetais, em secre¢do vaginal e no
sémen. Varios métodos de diagndstico podem ser utilizados para a identificacdo da C.
abortus incluindo o cultivo em ovo embrionado de galinha ou em células de linhagem
continua (McCoy, VERO e 1929); técnicas para a deteccdo de proteinas
(imunofluorescéncia direta, imunoistoquimica e ELISA) e para a detec¢do do acido
nucléico, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) (STORZ et al., 1968; MOORE et
al., 1987; DAGNAL & WILSMORE, 1990; BUXTON et al., 1996; LAROUCAU et al.,
2001).

A PCR tem sido indicada para a identificacdo das diferentes espécies pertencentes a
familia Chlamydiaceae (EVERETT, 2000; MADICO et al., 2000). Os oligonucleotideos

iniciadores (primers) complementares as regides conservadas do gene omp (outer major
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protein) e ao espaco intergénico do gene 16S-23S do RNA ribossdomico (RNAr) tém sido
os mais utilizados (KALTENBOECK et al., 2005). Entretanto, a seqiiéncia do gene omp ¢
extremamente variavel, dificultando a identificacdo de regides conservadas (WATSON et
al., 1991; KALTENBOECK et al., 2005). O operon RNAr possui varios segmentos
conservados em todas as espécies de Chlamydiaceae e, por isso, vém sendo utilizado nao
sO para propor uma nova taxonomia e identificacdo de novas espécies, como também para
o diagnodstico (EVERETT et al., 1999; KALTENBOECK et al., 2005).

A diferenciacdo das espécies da familia Chlamydiaceae pode ser realizada por meio
da andlise do polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restricao (RFLP-PCR) ou pelo
seqlienciamento de nucleotideos dos produtos amplificados pela PCR (SHEEHY et al.,
1996; EVERETT, 2000; HARTLEY et al., 2001).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um sistema de PCR, baseada no espago
intergénico 16S-23S do gene RNAr da familia Chlamydiaceae, para a identificagdao de C.
abortus em orgaos de camundongos infectados experimentalmente.

MATERIAL E METODOS
Chlamydophila abortus

A estirpe de referéncia C. abortus S26/3 foi propagada no saco vitelino de ovos
embrionados de galinha (OIE, 2004) e utilizada como controle positivo na PCR.
Camundongos

Foram utilizados 25 camundongos (Mus musculus) albinos, fémeas, com 4 semanas
de idade, divididos em dois grupos. Um grupo de 15 camundongos foi inoculado via
intraperitoneal (IP) com 0,2 mL de uma solucdo de saco vitelino de embrido de galinha
previamente inoculado com 1000 unidades formadoras de inclusdo (UFI) de C. abortus a
10% (p/v) em solucdo salina 0,9%. Outro grupo de 10 camundongos, que constituiu o

grupo controle negativo, foi inoculado (IP) com 0,2 mL de solucdo salina. Trés animais do
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grupo inoculado com C. abortus e dois do grupo controle negativo foram eutanasiados nos
dias 5, 10, 15, 20 e 30 pos-inoculagdo. Pool das suspensdes de macerados de figado, bacgo,
pulméo e rim a 10% (p/v) em PBS, foram centrifugadas a 1000 g por 5 min a 4°C ¢ o
sobrenadante utilizado para a extragdo do DNA.
Extracdao do DNA

A extracao do DNA foi realizada pela técnica da silica/isotiocianato de guanidina
(BOOM et al., 1990).
Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

A amplificacdo de DNA foi realizada por dois sistemas:

PCR 1: RNAr PCR: os primers Ldn 2 (5-CCCAAGGTGAGGCTGATGAC-3’),
polaridade positiva, nt. 1470-1489 do gene 16S RNAr e Ldn 4 (5-
GTTTCAGGTTCTATTTCACTCCC-3’), polaridade negativa, nt. 2303-2325 do gene 23S
RNAr, foram desenhados para amplificar um produto de 856 pb, compreendendo regides
do genes 16S e 23S RNAr e todo espago intergénico. O desenho dos primers foi baseado
na seqiiéncia gendmica da estirpe EBA de C. abortus (nimero de acesso no GeneBank,
U76710). As estirpes 6BC de Chlamydophila psittaci (U68447), UR 629 de
Chlamydophila pecorum (U68434), UR 120 de Chlamydophila felis (U68457), N16 de
Chlamydophila pneumoniae (U68426), SFPD de Chlamydophila muridarum (U68437),
CPIC U813 Chlamydia caviae (U68451), R22 de Chlamydia suis (U68420) e 1.2434.BU
de Chlamydia trachomatis (U68443) também foram alinhadas & seqiiéncia selecionada
para a determinacdo da regido mais conservada entre as espécies da familia
Chlamydiaceae. Para o desenho, alinhamento das seqiiéncias e andlise prévia dos primers
foram utilizados os seguintes programas: Gene Runner versdo 3,05 (Hastings Software

Inc., Hastings, EUA) (http://www.generunner.com), CLUSTAL W Multiple Alignment
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Program (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) e BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.eov/BLAST).

Para a amplificagdo, 5 uL do DNA extraido foi adicionado a 45 uLL de PCR mix
constituido de tampao PCR 1,5x (30mM Tris-HCI, pH 8,4 ¢ 75mM KCI), 2 mM MgCl, 0,2
mM de cada dANTP, 20 pmol de cada primer, 2,5 unidades de Platinum Taq DNA
polimerase (Invitrogen™ Life Technologies, EUA) e 4gua ultra pura estéril para o volume
final de 50 pL. A reacdo foi realizada em termociclador PTC-200 (MJ Research Co. Water
Town, MA, EUA) com as seguintes condi¢cdes de tempo e temperatura: uma etapa inicial
de 4 min/94 °C; 40 ciclos de 1 min/94 °C, 1min/59 °C, 1 min/72 °C e uma etapa final de 7
min/72 °C.

PCR  2: Omp?2 PCR: foram  utilizados 0s  primers Chl (5°-
ATGTCCAAACTCATCAGACGAG-3’), polaridade positiva, nt. 529-550 e Ch2 (5°-
CCTTCTTTAAGAGGTTTTACCCA -3°), polaridade negativa, nt. 1093-1115, desenhados
para amplificar um produto de 587 pb do gene omp2, especifico para a familia
Chlamydiaceae. A reagdo foi realizada pela técnica descrita por HARTLEY et al. (2001).
Analise dos produtos amplificados

Os produtos obtidos na PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2%, com brometo de etideo (0,5 pg/mL), em tampao TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89 mM
acido borico; 2 mM EDTA), e visualizados sob luz ultravioleta.

Analise com enzima de restricaio (RFLP-PCR)

A especificidade dos produtos amplificados pelas duas técnicas de PCR foi avaliada
pela anélise do perfil de restrigio frente a enzima Alul (Invitrogen™ Life Technologies,
EUA). A clivagem foi realizada de acordo com as especificagdes do fabricante e os
fragmentos obtidos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, com

brometo de etideo e visualizados sob luz ultravioleta.
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Para a andlise comparativa, o perfil de restricdio das nove espécies de
Chlamydophila e Chlamydia foi obtido pela analise in silico no programa Gene Runner
versao 3,05.

Sensibilidade

Para a determinag¢dao do menor limite de deteccdo do DNA na PCR, sobrenadantes
das suspensdes de pulmao, baco e figado de um aborto bovino negativo para as espécies da
familia Chlamydiaceae, no isolamento em ovo embrionado de galinha e nos dois sistemas
de PCR avaliados nesse trabalho, foram contaminados artificialmente com corpos
elementares da estirpe S26/3 de C. abortus. Um pool dos sobrenadantes de o6rgdos foi
filtrado em membrana 45 um e submetido a contagem de unidades formadoras de inclusao
(UFI) segundo HARTLEY et al. (2001). A partir do eluido do filtrado, foram realizadas
dilui¢des seriadas na base 10 e o DNA extraido pela técnica de silica/isotiocianato de
guanidina (BOOM et al., 1990).

Especifidade

Para a avaliacdo da especificidade das técnicas de PCR foram testados DNA
extraidos de Chlamydophila psittaci (estirpe Dade Behring, Alemanha), Chlamydophila
felis (vacina Fel-o-vax IV Fort Dodge®, EUA), de Leptospira spp sorovares Hardjo
(Hardjoprajitno), Icterohaemorrhagiae (RGA) e Canicola (Hond Utretcht), Brucella
abortus (antigeno, TECPAR-Pr) e de microrganismos rotineiramente diagnosticados em
abortos bovinos ou no ambiente: Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma bovis, Ureaplasma sp. e
herpesvirus bovino 1.

Analise estatistica
O indicador Kappa (K) (COHEN, 1960) foi utilizado para estabelecer a

concordancia entre os resultados obtidos pelos dois sistemas de PCR avaliados neste
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trabalho, quando comparados a inoculacdo experimental dos camundongos (padrao-ouro)
de acordo com o seguinte critério: K=0 (concordancia pobre); K=0,1-0,2 (concordancia
pequena); K=0,21-0,4 (concordancia média); K=0,41-0,6 (concordancia moderada);
K=0,61-0,8 (concordancia substancial) e K>0,81 (concordancia quase perfeita) (LANDIS
& KOCH, 1977).
RESULTADOS

Do total de 15 camundongos inoculados com a C. abortus, 13 (K=0,84, erro
padrao=0,20) foram positivos na técnica RNAr PCR e nove (K=0,55, erro padrao=0,18) na
Omp2 PCR (Tabela 1). Os 10 camundongos do grupo controle negativo foram negativos
nas duas técnicas de PCR. Todos os produtos amplificados foram confirmados, quanto a
especificidade, pela técnica de RFLP com a enzima A/ul (Figura 1). Nenhuma banda extra,
resultante de amplificagdes inespecificas, foi visualizada em gel de agarose. Nenhum
camundongo veio a obito durante a realizagdo do experimento.

O DNA extraido dos orgdos do aborto bovino, inoculados experimentalmente com
a estirpe S26/3 de C. abortus foi amplificado pela PCR até a dilui¢do 10~ (1,05 UFI) com
os primers Ldn 2/Lnd 4 e até 10™ (105 UFI) com os primers Ch1/Ch2 (Figura 2).

Na avaliagdo da especificidade da RNAr PCR e Omp2 PCR, foi observado,
respectivamente, um produto de aproximadamente 856 pb e 587 pb para C. psittaci e C.
felis. As outras estirpes bacterianas e viral foram negativas nos dois sistemas de PCR.
Nenhum resultado falso-positivo ou falso-negativo foi observado nas reagdes de PCR com
agua ultrapura estéril ou com a estirpe S26/3 de C. abortus (controle positivo) incluidas em
todas as reagoes.

Os perfis de restricdo dos produtos amplificados na RNAr PCR para as nove
espécies da familia Chlamydiaceae estao representados na tabela 2.

DISCUSSAO
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A C. abortus ¢ um dos principais microrganismos associados a distirbios
reprodutivos em ovinos, caprinos ¢ bovinos (DEGRAVES et al., 2003a). As técnicas
padrao para o diagnoéstico laboratorial, como isolamento bacteriano em cultivo celular,
coloragdo de Gimenez ou Stamp apresentam limitagdes principalmente quanto a
sensibilidade. O recente desenvolvimento e validagao de diferentes sistemas de PCR para o
diagnostico de C. abortus tentam suprir essas falhas (PELLETIER et al., 2006). A técnica
de PCR ¢ considerada a mais adequada para a detec¢do da C. abortus em amostras
biologicas provenientes de abortamentos (REITT et al., 2007). Entre as variacdes
existentes, os sistemas que amplificam fragmentos dos genes 16S e 23S do RNAr
apresentam alta sensibilidade e especificidade, além de permitir a identificagao de todas as
espécies da familia Chlamydiaceae (MEIJER et al., 1997; MADICO et al., 2000). Neste
trabalho foi possivel o desenvolvimento e valida¢ao de um sistema de PCR para a detecgdo
do espago intergénico 16S-23S do RNAr da familia Chlamydiacea. A RNAr PCR, em
comparagdo a utilizada por HARTLEY et al. (2001) que detecta o gene Omp2, apresentou
um limite de deteccdo 100 vezes superior quando utilizada tanto em macerado de 6rgdos de
aborto bovino inoculado com C. abortus, quanto nos 6rgaos dos camundongos infectados
experimentalmente. A concordancia entre a RNAr PCR e a inoculagdo experimental dos
camundongos (K= concordancia quase perfeita) também foi superior a encontrada para
Omp?2 PCR (K= concordancia moderada). DEGRAVES et al. (2003a) também encontraram
diferenga significativa na sensibilidade entre os sistemas de PCR, Omp e 23S RNAr,
utilizadas em amostras de citologia vaginal de novilhas. Prevaléncia de C. abortus de 53%
foi observada na 23S RNAr PCR, enquanto que com a Omp PCR ndo passou de 22%,
quando utilizada nas mesmas amostras. A baixa sensibilidade da técnica Omp PCR pode

estar associada ao alto grau de degradacdao dos primers utilizados (DEGRAVES et al.,



33

2003b). Durante a realizagdo deste trabalho também foi observada a degradacdo dos
primers Chl e Ch2, desenhados para o gene omp, ap0s seis meses de estocagem a -20°C.

O desenho correto dos primers, a regido a ser amplificada e a otimizacao da reagao
de PCR, interferem diretamente na sensibilidade e especificidade da técnica (EVERETT et
al., 1999; BURLER et al., 2001). Os primers desenhados neste trabalho para o espaco
intergénico 16S-23S do RNAr, possuem temperatura de anelamento similar, com apenas
dois graus de diferenca ¢ nenhuma formagdo de primer-dimer, primer-hairpin loops,
primer-bulge loops e primer-internal loops. A regido amplificada pelos primers Ldn 2 e
Ldn 4 ¢ altamente conservada e especifica para toda a familia Chlamydiaceae e apresenta
segmentos heterogéneos que permitem a diferenciacao entre as espécies pela clivagem com
enzimas de restricdo ou pelo seqiienciamento do produto amplificado. A enzima Alul
permitiu a diferenciacao da C. abortus das outras espécies da familia Chlamydiaceae.

O uso de técnicas adequadas de extragdo do 4cido nucléico também ¢ importante na
otimizagdo da PCR (INNIS & GELFAND, 1990). As técnicas de extragdo utilizando
fenol/cloroformio/alcool isoamilico (SAMBROOK et al., 1989), silica/isotiocianato de
guanidina (BOOM et al., 1990) e a associacdo das duas técnicas (ALFIERI et al., 20006),
foram avaliadas comparativamente para a detec¢do da C. abortus em 6rgaos de aborto
bovino inoculado experimentalmente com a bactéria (dados ndo mostrados). Como a
silica/isotiocianato de guanidina e a associagdo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico -
silica/isotiocianato de guanidina apresentaram resultados semelhantes, optou-se pelo uso
isolado da técnica de extracdo pela silica/isotiocianato de guanidina por ser mais simples
evitando-se, dessa forma, etapas adicionais no processo de extracdo. Este método ¢ eficaz
em remover inibidores da PCR da amostra a ser analisada e proporciona maior estabilidade

do acido nucléico extraido (ROMERO, 1999; RASSOL et al., 2002; PAULA et al., 2003).



34

O uso de uma tnica técnica de extragdo resulta em menor tempo e custo final por reagdo de
PCR.

O risco de contaminacdo vertical, entre as amostras, foi controlado pelo uso de
diferentes ambientes para a amplificacdo e para cada fase da PCR, bem como pelo uso de
controle negativo e positivo em todas as etapas da técnica (CORSARO & GREUB, 2006).

Durante a condugao do experimento nenhum camundongo infectado com a estirpe
S26/3 de C. abortus morreu ou apresentou qualquer sinal clinico. Apesar dos camundongos
serem suscetiveis a infec¢dao, as manifestagoes clinicas estdo diretamente relacionadas as
espécies da familia Chlamydiaceae, viruléncia da estirpe, dose infectante e aos fatores
imunologicos do animal (EVERETT, 2000; BOUAKANE et al., 2003). Nos animais
eutanasiados nos dias 20 e 30 pds-inoculacao, todos os 6rgaos de dois animais e apenas o
rim de um outro animal foram negativos na RNAr PCR. A remocao da C. abortus nos
orgdos examinados destes animais, pelo desenvolvimento de uma resposta imune
especifica, deve ser considerada (MESTECKY et al., 2005).

CONCLUSAO

A PCR para a deteccdo do espago intergénico 16S-23S do RNAr mostrou
sensibilidade superior, quando comparada a PCR previamente descrita para o gene omp,
para o diagndstico e identificacdo da C. abortus em fragmentos de oOrgdos de
camundongos, inoculados experimentalmente e também em suspensdes de fragmentos de
orgdos de um feto bovino contaminado artificialmente.

Os resultados obtidos no desenvolvimento e avaliagdo da PCR descrita nesse
trabalho abrem a perspectiva da realizagdo de estudos epidemioldgicos para a deteccio de
C. abortus em abortos bovinos, ovinos € caprinos.
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Tabela 1. Resultados de dois sistemas de PCR realizados em amostras de orgdos de

camundongos inoculados com a estirpe S26/3 de Chlamydophila abortus, Londrina, 2007.

Pool de 6rgaos

PCR Dia5* Dial0* Dial5* Dia20* Dia30* Tota]  Pulmdo bago rim figado

+ + + +
+/total +/total +/total +/total +/total +/total ftotal ftotal ftotal ftotal

RNAr (K=0,84) 373 3/3 3/3 2/3 2/3 13/15  13/15 13/15 12%/15 13/15
Omp?2 (K=0,55) 373 3/3 3/3 0/3 0/3 9/15 9/15  9/15  9/15  9/15

* dias pos-inoculagdo

+ = amostras positivas

total = total de amostras avaliadas

*amostra de rim negativa de um animal eutanasiado no dia 20 pds-inoculagio
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Tabela 2. Tamanho esperado dos fragmentos* apos digestdo com a enzima Alul dos
produtos amplificados na PCR para o espago intergénico 16S-23S RNAr da familia

Chlamydiaceae, Londrina, 2007.

Espécie Fragmentos (pb)
Chlamydophila abortus 455,390, 11
Chlamydophila caviae 455,324, 68, 11
Chlamydophila felis 455,324, 68, 11
Chlamydophila pecorum 455,217,93,68, 11,5
Chlamydophila pneumoniae 455,323,68, 11
Chlamydophila psittaci 455,324, 68, 11
Chlamydia muridarum 467, 341, 58, 10
Chlamydia suis 277,192,176, 162, 58, 10
Chlamydia trachomatis 469, 343, 58, 10

* analise in silico no programa Gene Runner versdo 3,05.
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856 pb

4— 455pb
<— 39pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos obtidos nas técnicas de PCR (RNAr PCR, A e Omp?2
PCR, B) com enzima Alul em pool de orgdos de camundongos infectados experimentalmente com
Chlamydophila abortus. A) RNAr PCR (856 pb) canaleta 1: marcador de tamanho molecular de 100 pb; 2, 4,
6, 8 e 10 produtos de PCR de pool de 6rgdos nos dias 5, 10, 15, 20 e 30 pos-inoculagio, respectivamente; 3,
5, 7,9 e 11: RFLP dos produtos de PCR de pool de 6rgdos nos dias 5, 10, 15, 20 e 30 pos-inoculagio,
respectivamente. B) Omp2 PCR (587 pb) canaleta 1: marcador de tamanho molecular de 100 pb; 2: controle
positivo (ovo embrionado de galinha inoculado com C. abortus); 3: RFLP do controle positivo; 4, 6 e 8:
produtos de PCR de pool de 6rgdos nos dias 5, 10 e 15 pds-inoculagdo, respectivamente; 5, 7 ¢ 9: RFLP dos
produtos de PCR de pool de o6rgdos nos dias 5, 10 e 15 pds-inoculagdo, respectivamente; 10: controle
negativo.
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Figura 2. Limite de detec¢do da Chlamydophila abortus em pool de 6rgios de aborto bovino pelas técnicas
RNAr PCR (856 pb, A) e Omp2 PCR (587 pb, B). A) canaleta 1: marcador de tamanho molecular de 100 pb;
2: controle positivo (ovo embrionado de galinha inoculado com C. abortus); 3: filtrado do pool de 6rgaos de
feto bovino contaminado artificialmente com C. abortus; 4, 5, 6, 7: dilui¢cOes 10'1, 10'2, 107 e 10'4,
respectivamente; coluna 8: controle negativo. B) canaleta 1: marcador de tamanho molecular de 100 pb; 2, 3,
4 ¢ 5: dilui¢bes 10'1, 10'2, 10° e 10'4, respectivamente; 6: controle negativo.
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3.2. Utilizacao da PCR para a deteccao de Chlamydophila abortus em
amostras biologicas de bovinos, ovinos e caprinos.

Nota editada de acordo com as normas de publicacdo do periddico Ciéncia Rural
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Utilizacao da PCR para a deteccio de Chlamydophila abortus em

amostras biologicas de bovinos, ovinos e caprinos

PCR assay to detection of Chlamydophila abortus in bovine, sheep and goat samples

RESUMO

A Chlamydophila abortus (C. abortus) ¢ o agente etioldgico do aborto enzodtico
ovino e caprino (AEO) e do aborto epizootico bovino (AEB). Altas taxas de abortamento
sao relacionadas a infec¢ao pela C. abortus em rebanhos ovinos e caprinos. A redugdo na
taxa de fertilidade de fémeas e machos, em decorréncia de endometrite e vesiculite seminal
respectivamente, ¢ a conseqiiéncia mais observada em bovinos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a presenca da C. abortus em uma colecdo de abortos bovinos (n=85), ovinos
(n=12) e caprinos (n=8), em amostras de muco vaginal ovino (n=90) e caprino (n=20) e
sémen ovino (n=10) e caprino (n=5), pela amplificacdo do espago intergé€nico 16S-23S
RNAr pela PCR. Um controle interno da reacao, constituido pelos primers BOV1 e BOV2
que amplificam um fragmento do gene ND5 do DNA mitocondrial de bovino foi utilizado
nas amostras de aborto bovino para a avaliacao da eficiéncia das técnicas de extracao e de
amplificacdo do DNA. Todas as amostras avaliadas nesse trabalho foram negativas para a
C. abortus na PCR. O controle interno da reacao possibilitou a amplificagao de um produto
com 626 pb do gene ND5 em todas as amostras de aborto bovino indicando eficiéncia nas
etapas de extracdo e amplificagdo do acido nucléico. Esses resultados sugerem que a
freqiiéncia da infecg¢do por C. abortus ¢ baixa ou mesmo ausente nos materiais avaliados.

Palavras-chave: Chlamydophila abortus, aborto, muco vaginal, sémen

ABSTRACT
Chlamydophila abortus (C. abortus) is the aetiologic agent of ovine enzootic

abortion (OEA), in sheep and goat, and bovine epizootic abortion (BEA). High levels of
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abortion are related with the infection of the C. abortus in sheep and goat flocks. In cattle
herds, reduction of fertility by endometritis and seminal vesiculitis is often observed. The
aim of this study was to detect C. abortus by PCR assay with primers for the intergenic
space 16S-23S rRNA in a abortion collection of bovine (#=85), sheep (n=12) and goat
(n=8); in vaginal discharge samples of ewe (»=90) and goat (»=20) and semen of ram
(n=10) and goat (n=5). A PCR internal control with primers BOV1 and BOV2 for ND5
gene of bovine mitochondrial DNA was used in bovine abortion samples for efficiency
evaluation of DNA extraction and PCR assay. All abortion, vaginal discharge and semen
samples were negative in PCR for C. abortus. The internal control amplified a product of
626 bp of ND5 gene in all bovine abortion samples. These results appointed a low
frequency or absence of C. abortus infection in the analyzed herds.

Key-words: Chlamydophila abortus, abortion, vaginal discharge, semen

Chlamydophila abortus (C. abortus), agente etiologico do aborto enzootico ovino
(AEO) e caprino e do aborto epizodtico bovino (AEB), ¢ endémica em ruminantes em todo
o mundo (EVERETT, 2000; GRECO et al., 2005). O AEO pode ser responsavel por taxas
de abortamentos superiores a 30%, logo que a infeccdo se instala no rebanho, diminuindo
para 5-10% na forma endémica (MASALA et al., 2005). O AEO ¢ considerado a principal
causa de abortamento ovino na maioria dos paises europeus, sendo responsavel por 39% e
50% dos abortamentos diagnosticados na Sui¢a e no Reino Unido, respectivamente, e por
23% dos abortamentos caprinos na Suica (WOOD, 1992; BOREL et al., 2004). Em
bovinos, o abortamento ¢ uma conseqiiéncia esporadica da infec¢do pela C. abortus., com
taxas inferiores a 20%. A conseqiiéncia mais freqiiente nessa espécie animal ¢ a redugdo da
fertilidade em decorréncia de endometrite, em fémeas e vesiculite seminal e epididimite,

em machos (LIVINGSTONE & LONGBOTTOM, 2006). As taxas de positividade em
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bovinos, utilizando-se diferentes sistemas de PCR, variaram de 0,8-60%
(KALTENBOECK et al., 2005; REITT et al., 2007). Dados mundiais precisos sobre o
impacto do AEB e das infecgdes por outras clamidofilas em bovinos nas taxas de
fertilidade, como abortamento, intervalo de partos, repeticdo de cio e qualidade do s€émen
sdo inexistentes até o momento (REINHOLD et al., 2007).

Diferentes métodos tém sido utilizados para o diagnostico da C. abortus, entretanto
as técnicas padrao (cultivo em ovo embrionado de galinha ou em células de linhagem
continua) apresentam baixa sensibilidade em comparacao as técnicas moleculares como a
PCR (EVERETT, 2000; TEANKUM et al., 2007). A PCR ¢ considerada a técnica mais
adequada para a deteccdo da C. abortus em amostras biologicas provenientes de
abortamento e sémen (AMIM, 2003; REITT et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a infeccdo pela C. abortus por meio da
deteccao do espago intergénico 16S-23S do RNAr da familia Chlamydiaceae pela técnica
da PCR realizada em uma colecdo de abortos bovinos, ovinos e caprinos e em amostras de
muco vaginal e sémen, de ovinos e caprinos.

Foram avaliados 85 abortos bovinos (estocados a -20°C por até cinco anos), 12
abortos ovinos e oito abortos caprinos e amostras de muco vaginal de 90 ovelhas e 20
cabras e sémen de 10 ovinos e cinco caprinos (estocados a -20°C por até 30 dias) de
propriedades com problemas reprodutivos, coletados no periodo de 2002 a 2007. Durante a
necropsia dos fetos abortados foram coletados fragmentos de figado, bago e pulmaio.
Suspensdes a 10% (p/v) em PBS foram centrifugadas a 1000g (5 min a 4°C) e o
sobrenadante foi utilizado para a extragdo do DNA pela técnica de silica/isotiocianato de
guanidina (BOOM et al., 1990).

A amplificacio de DNA foi realizada pela PCR (produto de 856 pb,

compreendendo regides do gene 16S e 23S do RNAr e todo espago intergénico). A reacao
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foi realizada com 5 pLL do DNA extraido e 45 uLL de PCR-mix constituido de tampao PCR
1,5x (30mM Tris-HCL, pH 8,4 ¢ 75mM KCI), 2 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 20
pmol de cada primer [Ldn 2 (5’-CCCAAGGTGAGGCTGATGAC-3’, polaridade positiva,
nt. 1470-1489 do gene 16S RNAr) e Ldn 4 (5’-GTTTCAGGTTCTATTTCACTCCC-3’,
polaridade negativa, NT. 2303-2325 do gene 23S RNAr], 2,5 unidades de Platinum Taq
DNA polimerase (Invitrogen' ™ Life Technologies, EUA) e 4gua ultra pura estéril para o
volume final de 50 pL. A reacdo foi realizada em termociclador PTC-200 (MJ Research
Co. Water Town, MA, EUA) em uma etapa inicial de 4 min/94 °C; 40 ciclos de 1 min/94
°C, 1min/59 °C, 1 min/72 °C e uma etapa final de 7 min/72 °C.

Controle positivo (saco vitelino de ovo embrionado de galinha inoculado com a
estirpe S26/3 de C. abortus) e negativo (dgua ultra pura estéril) foram utilizados em todas
as etapas da PCR. As amostras de aborto bovino também foram submetidas a PCR com
controle interno da reacdao para avaliacdo da eficiéncia das técnicas de extracdo do acido
nucléico e de amplificacdo do DNA. Reagdes individuais de PCR foram realizadas com os
primers BOV1 (5’-ATACGCCTTCATTACCAG-3’) e BOV2 (5°-
TTGAATGGAGTAGTGCTG-3’), desenvolvidos para a amplificagdo de um produto de
626 pb do gene ND5 do DNA mitocondrial bovino (WOSIACKI et al. 2005).

Os produtos obtidos na PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
2%, com de brometo de etideo (0,5 pg/mL), em tampao TBE pH 8,4 (89 mM Tris; 89 mM
acido borico; 2 mM EDTA), e visualizados sob luz ultravioleta.

O limite de deteccdo da RNAr PCR em fragmentos de 6rgaos de um aborto bovino,
contaminado artificialmente, foi de 1,05 UFI (unidades formadoras de inclusdo) de C.
abortus (dado ndo apresentados).

Todas as amostras incluidas nesse estudo e constituidas por fragmento de o6rgaos

fetais, muco vaginal e sémen foram negativas para C. abortus na PCR. Nenhuma
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amplificacdo inespecifica (banda extra), foi visualizada em gel de agarose. Em todas as
amostras de aborto bovino foi possivel a amplificagdo de um produto com 626 pb,
correspondente ao gene ND5 do DNA mitocondrial bovino (figura 1). A utilizagdo do
controle interno nestas amostras € o uso de controles negativo e positivo em todas as etapas
das técnicas de extracdo e PCR minimizaram a ocorréncia de resultados falsos-negativos
em decorréncia de erros na execugao da técnica ou da presencga de inibidores de PCR nas
amostras avaliadas.

Os abortamentos decorrentes da infec¢do pela C. abortus geralmente ocorrem no
terco final da gestacdo e sdo mais freqiientes em ovinos e caprinos (LONGBOTTOM &
COULTER, 2003; LIVINGSTONE & LONGBOTTOM, 2006). Neste trabalho, somente
dois abortamentos bovinos e dois caprinos ocorreram nesta fase da gestacao, entretanto,
estes abortos bovinos foram positivos para Mycoplasma sp. e os abortos caprinos para
Toxoplasma gondii (dados ndo apresentados).

A confirmagdo da presenca da C. abortus no Brasil foi efetuada por GOMES et al.
(2001) pelo isolamento do microrganismo em amostras de sémen de touros com vesiculite
seminal no estado do Rio Grande do Sul e pela ocorréncia de anticorpos contra
Chlamydophila spp. demonstrada em soro de bovinos do estado de Sdo Paulo por
IGAYARA-SOUZA et al. (2004) e do Parana (dados proprios nao publicados) e de ovinos
do municipio de Londrina, Parana por LIMA (2007). Assim, apesar da falta de evidéncia
da C. abortus nas amostras avaliadas pela PCR neste trabalho, a importancia econdmica

atribuida a doenca e o seu potencial zoonoético justificam a realizagdo de mais estudos
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sobre a ocorréncia e a epidemiologia do AEO e AEB e das outras doengas ocasionadas por
Chlamydophila spp. em bovinos, ovinos € caprinos.
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856 pb

626 pb

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR, RNAr (856 pb) para Chlamydophila abortus
e BOV1/2 para o gene ND5 do DNA mitocondrial de bovinos (controle interno, 626 pb) em amostras de
aborto bovino. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular de 100 pb; 2: controle positivo (ovo embrionado
de galinha inoculado com C. abortus); 3: ovo embrionado de galinha inoculado com C. abortus, negativo
para o controle interno; 4, 6, 8 e 10: amostras de aborto bovino negativas para C. abortus; 5, 7, 9 e 11:
amostras de aborto bovino positivas para o controle interno.
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3.3 Soroprevaléncia de Chlamydophila spp. em propriedades rurais com
historico de abortamento bovino do estado do Parana, Brasil.

Artigo editado de acordo com as normas de publicac¢ao do periédico Ciéncia Rural



53

Soroprevaléncia de Chlamydophila spp. em propriedades rurais com

historico de abortamento bovino do estado do Parana, Brasil

Seroprevalence of Chlamydophila spp. in herds with bovine abortion of Parana state,
Brazil

RESUMO

Chlamydophila abortus ¢ o agente etiologico do aborto epizodtico bovino. O
abortamento, nascimento de prematuros e de animais fracos, natimortalidade e repeti¢ao de
cio em intervalos irregulares sdo as manifestagdes clinicas mais freqiientes. A prova de
fixacdo de complemento ¢ a técnica recomendada pela Organizagdo Mundial de Saude
Animal (OIE) para o diagndstico soroldgico da infeccao por Chlamydophila spp. O
objetivo deste trabalho foi estimar a prevaléncia de anticorpos contra Chlamydophila spp
em fémeas bovinas de propriedades rurais com histérico de abortamento, selecionadas
dentro do delineamento amostral do Plano Nacional de Controle ¢ Erradicacdo da
Brucelose no estado do Parana. Foram testadas pela prova de fixacdo de complemento
3.102 amostras de soro de fémeas bovinas (idade > 24 meses), provenientes de 373
propriedades. Ao total, 44 (1,42%) animais foram positivos com titulos >32. A prevaléncia
estimada nas propriedades foi de 8,82% (6,15%-12,17%). A criacdo de animais confinados
ou semiconfinados foi considerada uma associagao de risco (OR= 2,21, p=0,031).
Palavras-chave: Chlamydophila abortus, prova de fixagdo de complemento, bovino,

diagnostico, bactéria, prevaléncia.

ABSTRACT
Chlamydophila abortus is a recognized cause of bovine epizootic abortion. The
abortion, premature birth and weak lamb/calf, stillbirth and repeat breeding in irregular

intervals are the most frequent disease manifestations. The complement fixation test is the
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recommended by the World Organization of Animal Health (OIE) for Chlamydophila spp
serologic diagnosis. The aim of this study was estimate the seroprevalence of
Chlamydophila spp in cattle herds with abortion, selected inside the sampling design of
National Program of Control and Erradication of Brucellosis in Parand state. Serums
samples of 3.102 cows (age > 24 months) from 373 herds were analyzed by complement
fixation test. Totally, 44 (1.42%) animal were positive with titers > 32. The seroprevalence
of Chlamydophila spp in the herds was 8.82% (6.15%-12.17%). Confined or semi-
confined breeding was a risk association (OR =2.21, p=0.031).

Keywords: Chlamydophila abortus, complement fixation test, bovine, diagnosis, bacteria,

prevalence.

INTRODUCAO

Bactérias da familia Chlamydiaceae infectam varias espécies de mamiferos e aves
domésticas e selvagens, além do homem. As manifestagdes clinicas causadas por estas
bactérias sdo variadas e dependem da espécie animal e bacteriana envolvida
(SCHACHTER & CALDWELL, 1980; CORSARO et al., 2003). As espécies
Chlamydophila abortus (C. abortus), anteriormente classificada como Chlamydia psittaci
sorotipo 1, e Chlamydophila pecorum (C. pecorum), anteriormente classificada como
Chlamydia psittaci sorotipo 2, sdo as mais importantes, do ponto de vista epidemiologico,
para a espécie bovina (LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

C. abortus ¢ responsavel por alteracdes reprodutivas denominadas aborto
epizootico bovino (EVERETT, 2000; OIE, 2004). O abortamento nas ultimas duas ou trés
semanas de gestacdo normalmente ¢ o primeiro sinal clinico da infec¢do por C. abortus,
porém o nascimento de prematuros e de animais fracos, natimortalidade, repeti¢ao de cio

em intervalos irregulares, aumento no intervalo de partos e de numero de coberturas ou de
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inseminagdes, por gestacdo, também sao observados. Nos machos em idade reprodutiva, os
sinais clinicos ndo sdo observados com freqii€éncia, entretanto podem ocorrer vesiculites,
epididimites e orquites (LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

O aborto epizootico bovino ja foi relatado em varios paises, principalmente na
Europa e nos EUA, com prevaléncias superiores a 45% em propriedades com problemas
reprodutivos. (GRIFFITHS et al., 1995; CAVIRANI et al., 2001; KALTENBOECK et al.,
2005; NIEMCZUK, 2005). No Brasil, o tnico levantamento soroldgico realizado apontou
5,3% de bovinos sororreagentes para o género Chlamydophila no estado de Sao Paulo
(IGAYARA-SOUZA et al., 2004).

A infeccao por C. pecorum também ocorre em bovinos, ovinos, caprinos, suinos e
eqiinos (EVERETT, 2000). Apesar de relatos de abortamentos em bovinos, o quadro
clinico mais expressivo ¢ a encefalomielite esporddica, além de conjuntivite, pneumonia,
encefalite, enterite e poliartrite em animais jovens. As infec¢des inaparentes sdo mais
freqiientes, com a eliminag@o da C. pecorum nas fezes (KALTENBOECK et al., 2005).

Para o diagnostico laboratorial da C. abortus, a prova de fixacdo de complemento ¢ a
técnica recomendada pela Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) e detecta
anticorpos produzidos contra o lipopolissacarideo presente em todos os membros da
familia Chlamydiaceae (STAMP et al., 1952; DONN et al., 1997a; OIE, 2004). A reagdo
cruzada entre a C. abortus e a C. pecorum e outras bactérias Gram negativas, como
Acinetobacter spp., € uma desvantagem desta técnica, porém os titulos observados nestas
reacdes sdo freqiientemente inferiores a 32 (TWOMEY et al., 2006). A sensibilidade da
prova de fixagdo de complemento ¢ diretamente influenciada pela classe de
imunoglobulina envolvida na resposta imune que o animal desenvolve frente a infecgao.
Em bovinos, a resposta humoral desenvolvida nas infec¢des por C. abortus sdo IgGl e

IgG2, mas somente a IgGl (presente nas primeiras 3-4 semanas pos-infecgdo) fixa o
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complemento de cobaio (SCHMEER et al., 1987; TWOMEY et al., 2006). Apesar de suas
limitagdes, a prova de fixagdo de complemento tem sido utilizada em paises onde existem
programas de controle de abortamentos por C. abortus (BUENDIA et al., 2001;
LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

Nos ruminantes, os abortamentos sdo responsaveis por elevadas perdas econdmicas
na pecuaria mundial. Devido sua etiologia multifatorial, ¢ necessaria a utilizagdo de provas
laboratoriais para a determinagdo precisa do agente envolvido (OTTE et al., 1995;
HASSIG & LUBSEN, 1998).

Considerando a escassez de informagdes no Brasil sobre a infeccao por C. abortus
em bovinos, o objetivo deste trabalho foi estimar a soroprevaléncia de Chlamydophila spp.
em propriedades rurais com historico de abortamento bovino do estado do Parana.
MATERIAL E METODOS
Populacio estudada

Foram estudadas propriedades selecionadas dentro do delineamento amostral,
elaborado pelo Departamento de Defesa Animal-MAPA em colaboracdo com o Setor de
Epidemiologia da Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Estado do Parana (SEAB-
PR), para o estudo da prevaléncia de brucelose bovina no estado do Parana dentro do
contexto do Plano Nacional de Controle ¢ Erradicagdo da Brucelose (DIAS, 2003). Destas
propriedades, foram incluidas no levantamento sorolégico para Chlamydophila spp.
somente aquelas que informaram no questionario epidemioldgico a ocorréncia de
abortamento nos ultimos 12 meses.

Foram analisadas 3.102 amostras de soro de fémeas bovinas, com idade igual ou
superior a 24 meses, provenientes de 373 propriedades rurais, distribuidas em sete circuitos
produtores selecionados de acordo com as caracteristicas regionais da producao pecudria.

Amostras de soro
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As amostras de sangue foram coletadas por veterinarios e técnicos da SEAB-PR,
por puncao da veia jugular dos animais, utilizando agulha descartavel estéril e tubo com
vacuo previamente identificado. As amostras de soro obtidas foram armazenadas em
microtubos de plastico e congeladas a -20°C.

Prova de fixacdo de complemento

A pesquisa de anticorpos contra Chlamydophila spp. foi realizada pela prova de
fixacdo de complemento em microplacas (DONN et al.,1997b; LIMA, 2007).

Como antigeno foi utilizada a estirpe S26/3 de C. abortus, titulado frente ao soro
ovino (controle positivo) com titulo de 512 para C. abortus. Soro fetal bovino (Gibco®-
EUA) foi utilizado como soro controle negativo.

Complemento de cobaios (Laborclin®) e hemolisina, anticorpo anti-hemacia de
carneiro (Laborclin®) foram utilizados na dilui¢do correspondente a duas unidades
hemoliticas. O sistema hemolitico, usado como sistema revelador do teste, foi preparado
adicionando igual volume de hemolisina a uma solu¢do de hemadcias de carneiro,
previamente diluidas a 2,0% (v/v) em tampao veronal (CAMBREX®).

A leitura foi realizada visualmente e os soros que apresentaram a formagdo de um

botao de hemaécias na diluicao > 32 foram considerados reagentes (OIE, 2004).
Analise estatistica

A prevaléncia estimada por propriedade (foco) foi calculada pelo programa
Epilnfo 6 (DEAN et al., 1994). A propriedade foi considerada positiva quando apresentou
pelo menos 1 (um) animal reagente na prova de fixacdo de complemento.

As varidveis relacionadas no questiondrio epidemioldgico para a identificacdo dos
fatores de risco foram: tipo de criagdo, numero total de fémeas existentes, racga
predominante, presen¢a de outras espécies animais, presenca de espécies silvestres de vida

livre, uso de inseminacdo artificial, destino de fetos e placentas, compra ou venda de
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machos ou fémeas para reproducao, local de abate dos animais, pastos comuns com outras
propriedades, areas alagadi¢as em que o gado tem acesso, piquete separado para fémeas na
fase de parto e/ou pds-parto e assisténcia veterinaria. A andlise univariada foi realizada
para verificar associagdo entre o status do rebanho para Chlamydophila spp. e variaveis de
risco, utilizando o teste de qui-quadrado ou teste exato de Fisher e o odds ratio (OR).

Variaveis com valor de p< 0,05 foram consideradas significativas.

RESULTADOS

Dos 3.102 soros de fémeas bovinas testados, 44 (1,42%) foram positivos na prova
de fixagdo de complemento, com titulos variando entre 32 a 256. Estes soros positivos
foram provenientes de propriedades de seis circuitos produtores, dos sete analisados. A
prevaléncia estimada nas propriedades foi de 8,82% (6,15%-12,17%). Os resultados
encontrados nos circuitos produtores do estado estdo apresentados na tabela 1. Das 33
propriedades positivas, 25 apresentaram apenas um animal positivo. A propriedade com
maior nimero de animais positivos (4/9) era localizada no municipio de Francisco Beltrao
(circuito 7, regido sudoeste). As trés propriedades amostradas dos municipios de Ivaipora
(circuito 3, regido norte pioneiro) e as trés de Matelandia (circuito 5, regido oeste)
apresentaram pelo menos um animal positivo.

A analise univariada das propriedades e das varidveis de risco estd apresentada na
tabela 2. A OR (odds ratio) estimada para a variavel tipo de criagdo foi 2,21
(1,00<OR<4,87, p=0,031).

DISCUSSAO

Do total de 3.102 animais, alocados nas 373 propriedades rurais analisadas, 44

(1,42%) apresentaram resultados positivos. A maioria dos animais apresentou titulo de 32,

um animal titulo de 64, um com 128 e outro com 256. Em bovinos, o desenvolvimento da
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resposta imunoldgica ocorre principalmente apds o abortamento, persistindo por varios
meses e depois, com a cronicidade da doenca os titulos tendem a cair (WILSMORE et al.,
1984; SCHMEER et al., 1987). Neste trabalho, o critério de inclusao foram propriedades
com histérico de pelo menos um abortamento nos ultimos 12 meses. Assim, os baixos
titulos observados podem ser decorrentes do declinio de anticorpos em conseqiiéncia da
cronicidade da doenga ou pela ndo ocorréncia de abortamento nos animais estudados, uma
vez que o historico de abortamento era da propriedade e nao dos animais.

A prevaléncia por propriedades foi de 8,82% (33/373), resultado inferior ao
encontrado por IGAYARA-SOUZA et al. (2004) no unico levantamento soroldgico
realizado em bovinos no Brasil, que demonstrou a ocorréncia de anticorpos contra
Chlamydophila em 51,90% (14/27) dos rebanhos avaliados no estado de Sao Paulo. Na
Europa, foram relatadas prevaléncias variando de 2% a 45% de animais sororreagentes
para C. abortus, com predominancia de titulos de 32 na Itdlia, Polonia e Alemanha
(CAVIRANTI et al., 2001; NIEMCZUK, 2005; WEHREND et al., 2005).

A OR da varidvel tipo de criagdio mostrou que propriedades com animais
confinados ou semiconfinados apresentaram um risco 2,21 (1,00<OR<4,87) vezes maior
de serem sororreagentes para Chlamydophila spp. em comparagdo as propriedades com
animais criados extensivamente. MAINAR-JAIME et al. (1998), observaram um risco 2,4
vezes maior de ovinos serem sororreagentes para animais de propriedades de exploragdo
leiteira e concluiram que esta associacdo pode estar relacionada a importancia do contato
animal na transmissdo do microrganismo, que ¢ maior nas criagdes intensivas. IGAYARA-
SOUZA et al. (2004) também encontraram maior freqiiéncia de animais com titulos de 32
em propriedades leiteiras. Duas das varidveis analisadas neste trabalho, mesmo ndo sendo
estatisticamente significativas, apresentaram valor de p proximo a 0,05 e sdo

biologicamente plausiveis como possiveis associagdes de risco. A variavel presenca de
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ovinos e ou caprinos (p=0,072) estd associada ao fato destes animais também serem
reservatorios de C. abortus e a infeccdo em ovinos ser mais freqliente e endémica,
enquanto a variavel arrendamento de pasto (p=0,086) esta diretamente relacionada a
introducdo de outros animais, com diferentes condigdes sanitarias, na propriedade
(MAINAR-JAIME et al., 1998; LONGBOTTOM & COULTER, 2003; DEGRAVES et al.,
2004).
CONCLUSAO

A soroprevaléncia de Chlamydophila abortus encontrada indica a presenca da
doenca nas propriedades rurais analisadas do estado do Parana.

Apenas o tipo de criacao foi considerado uma associagdo de risco para a infec¢ao

por Chlamydophila spp..
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Tabela 1. Resultados da prova de fixacdo de complemento para Chlamydophila spp. em
propriedades rurais, com historico de abortamento, de sete circuitos produtores do estado

do Parana-Brasil, 2007.

Circuitos produtores N° propriedades avaliadas

Total Positivas (%)

1 (regido noroeste) 46 3 (6,52%)

2 (regido centro-oeste/norte) 63 3 (4,76%)
3 (regido norte pioneiro) 60 8 (13,33%)

4 (regido centro-sul) 50 0 (0%)

5 (regido oeste) 56 8 (14,29%)
6 (regido leste/sul) 54 9 (16,67%)

7 (regido sudoeste) 44 2 (4,54%)

Total 373 33 (8,82%)
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Tabela 2. Associacdo de variaveis e soroprevaléncia para Chlamydophila spp em
propriedades rurais com historico de abortamento do estado do Parana-Brasil, 2007.

Propriedades avaliadas

Varidveis Positivos (33) Negativos (373) ' 2lor dep
Tipo de criacido
confinado + semiconfinado 15 97 _ %
extensivo 17 243 p=0,031
Tipo de exploracio
leite 17 154
misto 8 123 p=0,380
corte 8 64
Numero total de fémeas bovinas
<35 fémeas 7 126 _
> 35 fémeas 26 215 p=0.071
Raca predominante
outras 19 185 _
puras 13 145 p=0.718
Presenca de outros animais na propriedade
Ovino/caprino
sim 2 63 _ -
ndo 31 278 p=0.072
Equideos
sim 20 239 _
ndo 13 102 p=0,260
Suinos
sim 20 240 _
nio 13 101 p=0,244
Aves
sim 27 306 B o
ndo 6 35 p=0236
Cao
sim 31 131 _ ox
ndo 2 28 p=1,000
Gato
sim 24 257 _
ndo 9 84 p=0.738
Silvestres
sim 7 102 _
ndo 26 239 p=0,297
Inseminacio artificial (IA)
so [A 3 41
IA / monta natural 5 48 p=0,882
ndo usa 24 244
Destino de fetos abortados
nao faz nada/alimenta porco e cao 20 172 ~0.186
enterra/joga/queima 11 158 p=%s
Compra de reprodutores
sim 19 182 _
nio 14 156 p=0.681
Venda de reprodutores
sim 9 117 _
ndo 24 220 p=0.389
Abate dos bovinos
na propria fazenda 7 55 —0.422
ndo abate/abate com e sem inspec¢éo 25 282 P~

Arrendamento de pasto



sim

nao

Pasto comum a outras propriedades
sim

nao

Areas alagadicas

sim

nao

Piquete de paricao

sim

nao

Assisténcia Veterinaria
nao

sim

10
23

20
23

21
11

61
278

57
283

81
254

117
219

206
128
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p=0,086

p=0,491

p=0,994

p=0,602

p=0,66

* Significancia estatistica p< 0,05
** Teste exato de Fisher
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4. CONCLUSOES

A técnica de PCR para o espago intergénico 16S-23S RNAr, mostrou sensibilidade
superior, quando comparada a técnica previamente descrita para o gene omp, para o
diagnéstico e identifica¢do da C. abortus em amostras de camundongos inoculados
experimentalmente.

Apesar da falta de evidéncia da C. abortus nas amostras de aborto, muco vaginal e
sémen avaliadas pela PCR, neste trabalho, a importancia econdmica da doenca e o
seu potencial zoonotico justificam a realizagdo de mais estudos sobre a ocorréncia e
a epidemiologia da C. abortus e das outras espécies de Chlamydophila nos
rebanhos bovinos, ovinos e caprinos brasileiros.

A soroprevaléncia de Chlamydophila spp. encontrada indica a presenca da doenca
nas propriedades rurais analisadas do estado do Parana.

Apenas o tipo de criacdo foi considerado uma associagdo de risco para a infecgdo
por Chlamydophila spp. do estado do Parana.

Os resultados encontrados justificam a pesquisa de Chlamydophila no diagndstico

das doengas reprodutivas de bovinos.
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APENDICES
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APENDICE A: lista de reagentes

100 mM dNTP Set, 4 x 250 pL; 25umol cada solugdo (100 mM dATP, 100 mM dCTP,
100 mM dGTP, 100 mM dTTP) (Invitrogen Life Technologies®)

tampao de PCR 10 x (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCl) (Invitrogen Life
Technologies®)

100 bp DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies®)

Acetona, P.A. (CH;COCH3) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

Acido bérico (H;BO;) P.M. 61,83

Acido cloridrico (HC1) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido Sal di-s6dico — EDTA, P.A. (C1oH14N,OgNa,2H,0) P.M.
372,24 (Reagen®)

Agarose (Gibco BRL®)

Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3),CHCH,CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)

Azul de bromofenol (Sigma®)

Cloreto de Potéssio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

Cloreto de Sédio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

Cloroférmio, P.A. (CHCI3) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Ethidium bromide (C,;H,oN3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

Glicina, P.A. (Nuclear®)

Guanidine isothiocyanate P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

Alul (5°- AGICT -3°, 3°- TCTGA — 5°) 2500 units; 10 U/ul (Invitrogen Life
Technologies®)

Hidréxido de Sodio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®

Metanol, P.A. (CH;0OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 wunidades (Invitrogen Life
Technologies®)

Sacarose, P.A. — sucrose (C12H2,011) P.M. 342,31 (Reagen®)

Diodxido de silica (SiO;) P.M. 60,08 (Sigma®)

Triton x-100



27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Acido citrico (C¢HgO7) P.M. 192,13 (Synth®)

Citrato de sodio (Na;CsHs07.2H,0) P.M. 294,10 (Synth®)
Glicose, P.A. — dextrose (C¢H1,06) P.M. 180,16 (Biotec®)
Soro fetal bovino (Gibco®-USA)

Tampao veronal (CAMBREX"®)

Hemolisina (Laborclin®)

Complemento de cobaios (Laborclin®)

Hemécias de carneiro em solugdo de Alsever (Laborclin®)
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APENDICE B: Soluc¢des e Tampdes

Hidratacao da silica

- 60 g de silica (Sigma®)

- Adicionar 500 mL de dgua MilliQ autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 horas

- Por sucgao, desprezar 430 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 500 ml de agua bidestilada

- Manter em repouso durante 5 horas para sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Adicionar 600 uL de HCI (32% w/v) para ajustar o pH (pH=2,0)

- Aliquotar e autoclavar

Solucio L6

- 120 g de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HC1 0,1 M pH 6,4

- 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 mL de Triton x 100

Soluc¢ao L2
- 120 g de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HC1 0,1 M pH 6,4

Tampao de Amostra
- Azul de bromofenol 0,25%

- Sacarose — sucrose (C12H2,011) 45%

Tampao de corrida: TRIS — Acido bérico — EDTA (TBE) 10 x
- 0,89 M TRIS
- 0,89 M acido borico
- 0,02 M EDTA dissodium
- Agua bidestilada gsp. 1 litro
pH=28,4



Tampao fosfato salina (PBS)
-137 mM cloreto de sodio (NaCl)
- 3mM cloreto de potassio (KCI)
- 8 mM sodio fosfato dibasico anidro (Na,HPOy)
- 15 mM potéssio fosfato monobasico (K;H,POy)
- Agua MilliQ autoclavada q.s.p. 1 litro

pH=7,2

Solucio de Alsever

- 20,5 g de glicose (CsH;204)

- 8 g de citrato de sddio

- 4,2 g de cloreto de sodio (NaCl)

- 0,55 g de acido citrico

- Agua MilliQ autoclavada q.s.p. 1 litro
pH=06,1
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APENDICE C: Protocolo de Técnicas

e Extracio do DNA: silica/ tiocianato de guanidina

- 300 pL de suspensao (macerados de 6rgaos, muco vaginal ou s€émen)
- 30 pL de silica hidratada

- 1000 uL de solugdo L6

- Homogeneizar em vortex

- Agitar durante 30 minutos em temperatura ambiente

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos

- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 uL de solugdo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos

- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 uL de solugdo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos

- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Adicionar 1 mL de etanol a 70%

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos

- Desprezar sobrenadante

- Adicionar 1 mL de etanol a 70%

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 segundos

- Desprezar sobrenadante

- Adicionar 1 mL de acetona PA

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 1 minuto

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em banho-maria a 56° C durante 15 minutos (tubo aberto)
- Adicionar 50 pL de dgua MilliQ autoclavada

- Homogeneizar em vortex
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- Banho-maria a 56° C durante 15 minutos (tubo fechado)
- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 2 minutos

- Recolher sobrenadante em eppendorf de 0,5 puL

- Estacar a -20°C

e Digestdo enzimatica dos produtos de PCR — Alu 1
- 1 uL da enzima de restri¢ao A/u 1
- 2 uL do tampao da enzima (REACT 2)
- 7 uL de agua ultrapura estéril
- 10 pL do produto da PCR

- Incubar a 37°C durante 1 a 2 horas

e Gel de agarose a 2%
- 1 g de agarose
-50 mL TEB 1 x
- 30 uL brometo de etideo

e Omp PCR (HARTLEY et al, 2001)
- 10 uLL de DNA extraido

- Adicionar a 45 pLL de PCR mix constituido de tampao PCR 1x (20mM Tris-HCI, pH
8,4 ¢ 50mM KCl), 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP, 5 pmol de cada primer, 1,25
unidades de Tag DNA polimerase e agua ultra pura estéril para o volume final de 50 pL

- A reagdo foi realizada em termociclador PTC-200 (MJ Research Co. Water Town,
MA, EUA) com as seguintes condi¢des de tempo e temperatura: uma etapa inicial de 4
min/94 °C; 40 ciclos de 1 min/94 °C, 1min/55 °C, 1 min/72 °C e uma etapa final de 7

min/72 °C.

e Fixacido de complemento

- Diluir as hemacias de carneiro a 2,0% em tampio veronal (CAMBREX®)
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- Diluir a hemolisina a duas unidades hemoliticas

- Diluir o complemento a duas unidades hemoliticas

- Preparar o sistema hemolitico, adicionando igual volume de hemolisina a solucao de
hemacias a 2,0%

- Incubar em banho-maria a 37°C durante 15 minutos para sensibiliza¢do das hemacias
- Inativar os soros testes a 58°C por 30 min e dilui-los em tampao veronal de 1:32 a
1:1024

- Adicionar em cada poco da microplaca de titulagdes 25 uL de soro, 25uL do antigeno
e 25uL de complemento

- Agitar por 2 min

- Incubar a 37°C por 30 minutos

- Adicionar 25uL do sistema hemolitico & microplaca de tiutlagao

- Agitar por 2 min

- Incubar a 37°C por 30 minutos

- Centrifugacao a 1000 g por 2 min

- Leitura realizada visualmente
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ANEXOS

NORMAS PARA PUBLICACAO

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de
Santa Maria publica artigos cientificos, revisGes bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias
Agrarias que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos e notas devem ser encaminhados em trés vias, revisdes bibliograficas em
quatro vias, datilografados e/ou editados em idioma Portugués ou Inglés e paginados. O trabalho
devera ser digitado em folha com tamanho A4 210 x 297mm, com no maximo, 28 linhas em
espaco duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. O maximo de paginas sera 15
para artigos cientificos, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas,
graficos e ilustragdes. Cada figura, ilustracdo ou tabela equivale a uma pagina. Enviar a forma
digitalizada somente quando solicitada.

3. O artigo cientifico devera conter os seguintes tdpicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisao de Literatura; Material e Métodos;
Resultados e Discussao; Conclusao; Agradecimento(s); Fontes de Aquisicao, quando houver, e
Referéncias. Antes das referéncias devera também ser descrito quando apropriado que o
trabalho foi aprovado pela Comissao de Etica e Biosseguranca da instituicao e que os
estudos em animais foram realizados de acordo com normas éticas. (Modelo .doc, pdf).

4. A revisdo bibliografica devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo; Desenvolvimento; Conclusdo;
Referéncias. Antes das referéncias devera também ser descrito quando apropriado que o
trabalho foi aprovado pela Comissao de Etica e Biosseguranca da instituicao e que os
estudos em animais foram realizados de acordo com normas éticas. (Modelo .doc, pdf).

5. A nota devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-
chave; Abstract; Key words; Texto [sem subdivisdo, porém com introducdo; metodologia;
resultados e discussao e conclusdo (podendo conter tabelas ou figuras)]; Fontes de Aquisigao,
quando houver, e Referéncias. Antes das referéncias devera também ser descrito quando
apropriado que o trabalho foi aprovado pela Comissao de Etica e Biosseguranga da
instituicdo e que os estudos em animais foram realizados de acordo com normas éticas.
(Modelo .doc, pdf).

6. N3o serdo fornecidas separatas. Os artigos estdo disponiveis no formato pdf no enderego
eletronico da revista (www.scielo.br/cr).

7. Os nomes dos autores deverdo ser colocados por extenso abaixo do titulo, um ao lado do outro,
seguidos de nlimeros que serdo repetidos no rodapé, para a especificacdo (departamento,
instituicdo, cidade, estado e pais) e indicacdo de autor para correspondéncia (com enderego
completo, CEP e obrigatoriamente E-mail). Faculta-se a ndo identificagdo da autoria em duas
copias dos artigos enviados.

8. As citagOes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas seguidas do ano de
publicacao, conforme exemplos:

Esses resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al.
(1996), como uma ma formacdo congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverdo ser efetuadas conforme ABNT (NBR 6023/2000).
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9.1. Citagdo de livro:

JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.
TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazonia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

9.2, Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, 1.B.; SMITH, D.E. The thyroid.
Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

9.3. Capitulo de livro sem autoria:

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed. New
York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirargicas em animais

de grande porte. S3o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

9.4. Artigo completo: .
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1992.
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Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais...
Santa Maria : Pré-reitoria de Pos-graduacao e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236.

9.6. Tese, dissertacdo:

COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos
(Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese (Especializacao/
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9.8. Informacao verbal:
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10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em
algarismos arabicos. Tabelas e figuras devem ser enviadas a parte, cada uma sendo considerada
uma pagina. Os desenhos e graficos (em largura de 7,5 ou 16cm) devem ser feitos em
editor grafico impresso a laser, em papel fotografico glossy sempre em qualidade
maxima, e devem conter no verso o nome do autor, orientacdo da borda superior e o nimero das
legendas correspondentes, as quais PODEM estar em folhas a parte. Alternativamente, apos
aprovacao as figuras poderao ser enviadas digitalizadas com ao menos 800dpi, em
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colorida, todos os trabalhos publicados deverao pagar um adicional de US$ 120,00 por
pagina colorida impressa, independentemente do niimero de figuras na respectiva
pagina. Este pagamento também devera ser realizado até a publicagdo do artigo rubricado
obedecendo uma das formas previamente mencionadas. O pagamento da taxa de publicacao
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M Universidade

9= Estadual de Londrina

GOVERNO DO

PARANA

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N° 27/2005

Prezado Pesquisador

Londrina, 21 de julho de 2005

O CEEA/UEL, reunido aos 19 de julho do ano corrente, avaliou o projeto de

pesquisa intitulado "Pesquisa de Chlamydophila abortus em bovinos utilizando

diferentes técnicas de identificagio", registrado no CEEA sob o n° 19/05, processo n°

15970/2005, desenvolvido sob sua responsabilidade, julgando-o aprovado para execugao

por entender que 0s principios éticos postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio

Animal estdo respeitados.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

.\ -
ot S

Prof. Dr\‘;!}(ﬂio‘! ugusto T\i-zlylor Lisboa
Coordenador do CEEA/UEL

IIme. Sr.

Prof. Dr. Julio César de Freitas

Coordenador do Prejeto

Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva
Centro de Ciéncias Agrarias

Cépia para Paulo Sérgio Basoli (Chefe da DCA/PROPPG)
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TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

PESQUISA DE CHLAMYDOPHILA ABORTUS EM BOVINOS E OVINOS COM
PROBLEMAS REPRODUTIVOS

Eu, 5 RG s
proprietario do(s) animal(ais) da
propriedade concordo em participar da

pesquisa “Pesquisa de Chlamydophila abortus em bovinos e ovinos com problemas
reprodutivos” que tem por objetivo pesquisar a ocorréncia da bactéria Chlamydophila
abortus em fetos abortados e a presenca de anticorpos contra Chlamydophila abortus no
soro de fémeas bovinas e ovinas de propriedades rurais.

A coleta de sangue serd realizada por um profissional habilitado, utilizando apenas
material estéril e descartavel. O material bioldgico sera utilizado apenas para a elaboragdo
desta pesquisa, ou seja, nao sera usado para qualquer outro tipo de analise. O mesmo sera
destruido ao término da pesquisa.

Sera disponibilizada toda a informagao sobre os resultados dos exames e orientacdes sobre
medidas sanitarias a serem tomadas.

Estou ciente que as informagdes adquiridas sdo confidenciais e quando divulgados os
resultados do trabalho (exclusivamente publicagdes cientificas) serdo de forma global e
anonima, pois minha identidade sera totalmente preservada. Sei também que ndo precisarei

efetuar qualquer pagamento.

Em caso de duvidas posso esclarecer com a pesquisadora, a médica veterinaria Francielle
Gibson da Silva, pelo telefone (43) 33714259, ou com o coordenador da pesquisa Dr. Julio
Cesar de Freitas, professor de Doencas Infecciosas do Centro de Ciéncias Agrarias,
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de Londrina,
pelo telefone (43) 33714765. Entendo que tenho a liberdade de suspender a autorizagao
para coleta de amostras a qualquer momento e de me recusar a participar, sem que isso

acarrete prejuizo a continuidade da realizagdo dos exames nas amostras ja coletadas.

Londrina,............. de oo, de .o

ASSINATURA:
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