Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

Ciéncias Veterinarias

Aborto Enzodético dos Ovinos

Pesquisa de Chlamydophila abortus por PCR em ovinos
Serra da Estrela apos aborto

Luis Filipe Dinis Cristévao

Orientadores: Professor Doutor Nuno Alegria

Dr. Fernando Esteves

UNIVERSIDADE DE TRAS-OS-MONTES E ALTO DOURO
VILA REAL, 2012



Mestrado Integrado em Medicina Veterinaria

Ciéncias Veterinarias

Aborto Enzodético dos Ovinos

Pesquisa de Chlamydophila abortus por PCR em ovinos
Serra da Estrela apos aborto

Luis Filipe Dinis Cristévao

Orientadores: Professor Doutor Nuno Alegria

Dr. Fernando Esteves

UNIVERSIDADE DE TRAS-OS-MONTES E ALTO DOURO
VILA REAL, 2012



Resumo

O aborto enzodtico dos ovinos é um importante problema nas exploragdes, provocando
um elevado impacto econdmico na maioria dos paises produtores. Tem como agente etioldgico
Chlamydophila abortus, uma bactéria Gram-negativa que induz infecdo subclinica persistente
em ovelhas ndo-gestantes, podendo ser posteriormente causa de aborto, sobretudo no ultimo
terco de gestacéo.

Foram colhidas vinte zaragatoas vaginais de ovinos apds aborto, em exploracdes na
regido da Serra da Estrela. As amostras foram analisadas por PCR para detecdo de C. abortus.

A detecdo do genoma de C. abortus em 40% das amostras (8/20) sugere que esta podera
ser uma infecdo frequente na regido, sendo que a elaboracdo de futuros estudos de prevaléncia
podera conduzir a uma melhoria no rendimento das explorac@es, e a uma diminuicdo do risco de

transmissdo zoondtica do agente.



Abstract

Ovine enzootic abortion is a major problem in farms, causing high economic burden in
most sheep farming countries. Its etiological agent is Chlamydophila abortus, a Gram-negative
bacterium that induces persistent subclinical infection in non-pregnant ewes, being later a cause
of abortions, particularly in the last third of gestation.

Twenty vaginal swab samples were collected after abortion in sheep, in farms from Serra
da Estrela, and then analyzed by PCR for the detection of C. abortus.

The detection of C. abortus genome in 40% of the samples (8/20) suggests that this may
be a frequent infection in the region. Further prevalence studies may lead in the future to an
improvement in farm income, and a decreased risk of zoonotic transmission of this infectious

agent.
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Revisdo bibliografica

1. Revisdo bibliogréafica
1.1. Enquadramento historico

As clamidias sdo bactérias parasitas intracelulares obrigatorias, encontrando-se
amplamente distribuidas pelo reino animal. Algumas espécies sdo responsaveis por doencas em
humanos, tais como a psitacose, provocada por Chlamydophila psittaci, pneumonias causadas
por Chlamydophila pneumoniae e infe¢cGes oculares, respiratorias ou do trato genital devido a
presenca de Chlamydia trachomatis (Longbottom e Coulter, 2003).

As clamidias foram descritas pela primeira vez por Halberstaedter e von Prowazek
(1907), ao identificarem inclusdes intracitoplasmaticas contendo um grande ndmero de
microrganismos em células provenientes de raspagens de conjuntiva de humanos com tracoma.
Ao admitirem que 0s microrganismos eram protozoarios, foram designados “chlamydozoa”(em
grego “chlamys” significa manto (Longbottom e Coulter, 2003).

A psitacose foi identificada por Ritter, em 1879 na Suica, que descreveu uma epidemia de
sete casos de pneumonia atipica, associada a exposicéo a aves tropicais. Entre os anos de 1929 e
1930 ocorreu uma pandemia mundial de psitacose devido a importacdo de aves exoéticas da
Argentina para a Europa e América do Norte. O agente etioldgico foi descrito por Bedson e
colaboradores em esfregacos de amostras colhidas em humanos e aves infetadas. No mesmo ano,
Hellerstrom e Wassen isolaram o agente responsavel pelo linfogranuloma venéreo (LGV) em
humanos. Ambos o0s organismos foram incluidos no grupo de virus psittacosis-LGV. Num
estudo posterior, Bedson e Gostling (1954) verificaram que a multiplicacdo dos microrganismos
ocorria por fissdo binaria, o que os relacionava mais com as riquétsias do que com 0s virus
(Longbottom e Coulter, 2003).

Até aos anos 30 pensou-se que a psitacose aviaria apenas ocorria em aves exoticas ou
psitacideos. Contudo, foram descritas infe¢cbes em pombos domésticos (Pinkerton e Swank, em
1940) e em patos por Wollins em 1948. A importancia das aves domésticas como fonte de
psitacose humana tornou-se evidente durante a década de 50, ap0s a documentagdo de varios
surtos em humanos resultantes do contacto com patos e perus (Longbottom e Coulter, 2003).

A primeira infecdo em mamiferos domeésticos foi descrita em 1936 por Greig na Escdcia,
apos um surto de aborto em ovinos. Contudo, na época o autor sugeriu que fatores ambientais,
como uma dieta inapropriada, estivessem na origem dos abortos. A doenca foi designada por

Aborto Enzootico dos Ovinos (AEO), mas apenas em 1950 Stamp e colaboradores
1



Revisdo bibliografica

demonstraram que se tratava de uma doenga infeciosa provocada por um organismo do grupo
psittacosis-LGV (Longbottom e Coulter, 2003).

Apenas em 1966 se concluiu definitivamente que as clamidias ndo eram virus mas sim
bactérias, pois possuiam DNA e RNA, tinham um ciclo de desenvolvimento diferente dos
mecanismos de replicagdo viricos, possuiam parede celular semelhante & das bactérias Gram-

negativas e ribossomas suscetiveis a a¢do dos antibiéticos (Moulder, 1966).

1.2. Taxonomia

Antes da existéncia de dados genéticos apenas eram conhecidas duas espécies na Ordem
Chlamydiales: Chlamydia psittaci e C. trachomatis. Durante muitos anos estas foram as Unicas
espécies dentro da familia Chlamydiaceae, a unica familia desta Ordem (Everett, 2000). Em
1988 e 1989 foi pela primeira vez descrita a hibridagdo DNA-DNA de diferentes estirpes de
Chlamydia, que revelou uma grande diversidade gendmica na espécie até entdo designada por C.
psittaci (Cox et al., 1988; Grayston et al., 1989). A maioria das estirpes de C. psittaci analisadas
tinha uma percentagem de semelhanca entre si inferior a 70%, um critério que Schleifer e
Stackebrandt (1983) tinham estabelecido para a separacdo de espécies bacterianas. Com base
neste mesmo critério, verificou-se que C. psittaci (que neste momento ainda continha C.
pecorum e C. pneumoniae) englobava pelo menos seis espécies diferentes (Everett, 2000).

Os serogrupos de C. trachomatis tinham muitas semelhangas, como tropismos tissulares e
quadros clinicos associados, bem como terem os humanos como principais hospedeiros. O
mesmo se verificava com o novo tdxon — C. pneumoniae. Contudo, estas alteracbes néo
melhoraram significativamente os problemas taxonémicos associados a C. psittaci. A distincao
entre C. psittaci e C. pecorum ndo era totalmente conseguida, bem como entre as diferentes
estirpes das restantes C. psittaci, uma vez que estas estirpes afetavam uma grande diversidade de
hospedeiros animais, e com grande variedade de quadros clinicos. Algumas estirpes de C.
psittaci causavam psitacose fatal em humanos. Estes fatores associados as dificuldades na
identificacdo e cultivo de C. psittaci constituiram importantes entraves ao estudo do agente
(Everett, 2000).

Devido a grande diversidade entre as populacdes de C. psittaci e a inexisténcia de
métodos adequados para a sua identificagdo, Everett e Andersen, desenvolveram testes baseados
em DNA. Para tal, colneram uma grande quantidade de dados de sequenciacdo dos genes

ribossémicos e dos genes de expressdo da “major outer membrane protein” (>100 000 bp)

2
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(Everett e Andersen, 1997). As suas andlises do rRNA 16S e 23S demonstraram que as
Chlamydiaceae continham duas linhagens monofiléticas e nove grupos ao nivel das espécies
(Everett et al., 1999). Esta constatacdo estava de acordo com dados ndo genéticos (Herring,
1993), com os estudos de rRNA 16S (Pudjiatmoko et al., 1997; Takahashi et al., 1997; Tanner et
al,. 1999) e com os dados genéticos obtidos da “major outer membrane protein” (MOMP)
(Kaltenboeck et al., 1993). Mais importante, a caracterizacdo de cada uma das nove espécies
estava agora apoiada por um conjunto de analises fenotipicas, antigénicas, genéticas
(polimorfismo derivado de clivagem com enzimas de restri¢do), doencas associadas e viruléncia
das estirpes, locais de infegé@o e hospedeiros. (Everett, 2000).

A nova classificacdo das Chlamydiaceae dividiu o até entdo género Chlamydia em dois
novos géneros, Chlamydia e Chlamydophila, nos quais se inserem nove espécies (Figura 1). As
cinco novas espécies compreendem principalmente organismos patogénicos para 0s animais, trés
dos quais retirados de C. psittaci, e dois de C. trachomatis. A nova classificagédo proporciona um
agrupamento das clamidias com diferentes relagcdes genéticas subjacentes (Everett et al., 1999).
Adicionalmente, foram criadas trés novas familias na Ordem Chlamydiales, para acomodar
bactérias proximas das clamidias recentemente descobertas: Parachlamydiaceae, Simkaniaceae e
Waddliaceae. Estas possuem um ciclo de desenvolvimento semelhante as Chlamydiaceae, e tém
rRNA 16S e 23S pelo menos 80% idéntico ao das Chlamydiaceae (Everett, 2000).

Chlamydia trachomatis e C. pneumoniae afetam principalmente 0os humanos, ao passo
que as restantes sete espécies possuem como hospedeiro natural as aves e mamiferos nado-
humanos. Também foi reconhecido potencial zoonético as espécies C. psittaci e C. abortus, uma
vez que podem provocar infecdo em humanos (Longbottom e Coulter, 2003; Rodolakis e
Mohamad, 2010). Dos agentes patogénicos associados apenas aos animais ndo-humanos, trés
estdo associados a infecOes nas espécies pecudrias: C. pecorum infecta ruminantes e suinos, e
estd associada a conjuntivite, pneumonia, artrite e infecdo entérica aparentemente inocua,
principalmente em ovinos; C. suis esti restrita aos suinos, causando doenga reprodutiva,
respiratdria e entérica; e C. abortus causa aborto principalmente em ovinos e caprinos (Aitken e
Longbottom, 2007).
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Figura 1 - Rela¢es evolutivas da Ordem Chlamydiales. Analise pelo método de maxima parciménia do gene
rRNA 16S. Crédito: Robin M. Bush, Universidade da Califérnia, Irvine. Adaptado de Everett et al., 1999.

Desde a sua publicacdo que esta revisao taxonémica tem sido adotada pela maioria dos
investigadores, particularmente daqueles ligados a medicina veterinaria, sendo contudo algo
controversa na comunidade cientifica mais ligada a medicina humana. Do ponto de vista dos
autores do estudo (Everett et al., 1999), a principal vantagem desta nova classificacdo é a
subdivisdo do antigo heterogéneo conjunto de Chlamydia psittaci em quatro novas espécies
(Tabela 1). Além disso, C. abortus e C. psittaci, os principais agentes com potencial zoonético,
sdo agora considerados espécies distintas. Contudo, a medida que sdo estudadas e analisadas
novas estirpes, utilizando metodologias cada vez mais elaboradas, é provavel que aumente o

namero de espécies individuais destes géneros (Sachse et al., 2009).

Tabela 1 - Taxonomia de Chlamydiales. Adaptado de Everett et al., 1999.

Classificagdo anterior Classificagdo revista
' Ordem | Chlamydiales =~ | Chlamydiales
Familia | Chlamydiaceae Chlamydiaceae (contém Simkaniaceae; Parachlamydiaceae; Waddliaceae)
Género | Chlamydia Chlamydia Chlamydophila
Espécie | C. trachomatis C. trachomatis

C. muridarum

C. suis
C. pneumoniae C.pneumoniae
C. psittaci C. psittaci
C. abortus
C. felis
C. caviae
C. pecorum C. pecorum
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1.3. Ciclo de desenvolvimento

A familia Chlamydiaceae é constituida por um diversificado grupo de bactérias
Gram-negativas, parasitas intracelulares obrigatorios, responsaveis por doencas em mamiferos —
incluindo humanos — e aves (Longbottom e Coulter, 2003; Aitken e Longbottom, 2007).

As Chlamydiacea possuem um ciclo de desenvolvimento bifasico (Figura 2),
caracterizado por duas formas morfoldgicas distintas: o corpo elementar (CE), e o corpo
reticulado (CR). O corpo elementar € uma forma infeciosa extracelular, de pequenas dimensdes
(0,3um de diametro), enquanto o corpo reticulado (0,5 — 1,6um) é uma forma intracelular
ndo-infeciosa e metabolicamente ativa. Existem também formas intermediarias entre os dois
estadios. O ciclo de desenvolvimento comega com a endocitose do CE pela célula eucariota. O
CE localizado dentro de uma pequena inclusdo intracitoplasmatica, transforma-se em CR e a
replicacdo ocorre posteriormente por fissdo binaria (Moulder, 1991; Longbottom e Coulter,
2003). Através da multiplicacdo dos CRs, a inclusdo rapidamente fica cheia e aumenta de
dimensdes. Apos 24-48 horas, dependendo da espécie, os CRs voltam a converter-se em formas
infeciosas metabolicamente inativas — CEs — que sdo entdo libertados apds a rutura da célula

hospedeira, e invadem as células vizinhas (Aitken e Longbottom, 2007).

Endocitose
Lise celular e A < B Niicleo
libertagdo dos ™ )
CEs ( /
0 Conversdo do
CE em CR
Horas &

| 24-48

Reorganizacao
dos CRs em CEs

| "/ Multiplicagio do CR
| ‘.\ ,/J | por fissdo binaria

Figura 2 - Ciclo de desenvolvimento de Chlamydiales. Adaptado de Longbottom e Coulter, 2003
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A grande particularidade das Chlamydiae est4 no seu crescimento e multiplicacdo, que
apenas ocorrem em ambiente intracelular. Os CEs caracterizam-se pela sua resisténcia fisica e
quimica a fatores ambientais adversos no meio extracelular, bem como pela auséncia de
atividade metabolica. A sua resisténcia reside na rigidez do invélucro celular, osmoticamente
estavel e de reduzida permeabilidade, mas também na reduzida &rea de superficie dos CEs
comparativamente aos CRs. Assim, o CE esta adaptado a longos periodos de sobrevivéncia no
meio extracelular (Longbottom e Coulter, 2003).

Em condicdes laboratoriais, as clamidias podem ser cultivadas no saco vitelino de ovo
embrionado de galinha e em cultura celular. Sdo inativadas pelo calor (10 min a 60°C) e pela
exposicao a formalina ou ao éter. Contudo, a forma infeciosa pode permanecer vidvel apds vérias

semanas a temperaturas ambientais baixas, e durante anos a -70°C (Aitken e Longbottom, 2007).

Figura 3 - Inclus@es intracelulares de clamidias numa célula infetada; encontram-se visiveis CRs, e CEs — mais
escuros e de menores dimensdes. Adaptado de Aitken e Longbottom, 2007.
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1.4. Epidemiologia e Transmissiao

O aborto provocado pela infecdo por clamidias provoca elevadas perdas econémicas nas
principais areas de produgdo de ovinos no mundo, tais como o Reino Unido, América do Norte e
Africa, e com a excecdo da Australia e Nova Zelandia. Apesar dos atuais conhecimentos sobre a
doenca e da disponibilidade de programas de controlo, continua a ser a principal causa infeciosa
de aborto em ovinos no Reino Unido e outros paises do Norte da Europa, enquanto no Sul, a
infecdo por Brucella melitensis aparentemente possui uma prevaléncia superior. O aborto por
Chlamydiae também atinge caprinos e, em menor escala, bovinos, equinos, suinos e veados
(Longbottom e Coulter, 2003; Aitken e Longbottom, 2007).

Num estudo efetuado na Suica, C. abortus foi 0 agente mais frequentemente identificado
em casos de aborto infecioso, sendo encontrado em 39% dos abortos ovinos e em 23% dos
caprinos (Chanton-Greutmann et al., 2002). No mesmo pais, um estudo de seroprevaléncia
efetuado em 775 exploracdes, representativo de cerca de 76% da populacdo ovina da Suica,
demonstrou que aproximadamente 19% (144) das exploracOes testadas eram seropositivas para
Chlamydiae (Borel et al., 2004).

O aborto ocorre mais frequentemente em ovinos explorados em regime intensivo, sendo
menos frequente nas exploracGes extensivas tipicas das zonas de montanha do Reino Unido
(Aitken e Longbottom, 2007). Nos sistemas intensivos, a utilizagdo das mesmas salas (indoor) ou
campos onde se efectuam os partos, pode levar a uma consideravel contaminacdo ambiental por
C. abortus. O contacto de fémeas suscetiveis com um ambiente tdo contaminado é um fator
importante na transmissao da doenca (Aitken e Longbottom, 2007). Normalmente a bactéria
entra na exploracdo através da introducdo de fémeas infetadas, que vdo disseminar o agente. Os
animais sensiveis podem infetar-se independentemente da sua idade e, na época reprodutiva
seguinte, pode ocorrer um surto com uma proporcao de fémeas que abortam superior a 30 por
cento. Apds este episddio, normalmente, apenas as fémeas mais jovens serdo afetadas, e serdo
esperadas proporcdes de aborto de 5-10 por cento, a ndo ser que se introduzam medidas de
controlo. As fémeas sensiveis introduzidas numa exploracdo afetada correm um grande risco de
infecdo, sendo provavel que desenvolvam infe¢do placentaria, abortando na época reprodutiva
seguinte (Aitken e Longbottom, 2007).

As ovelhas que abortam ou originam cordeiros fracos ou natimortos devido a infecdo
placentéria por C. abortus, libertam grandes quantidades deste agente nas placentas e descargas
vaginais, sendo estes os principais produtos virulentos (Buxton et al.,, 1990; Aitken e

Longbottom, 2007; Livingstone et al., 2009). Considerando como referéncia as condicGes
7
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climatéricas médias da primavera no Reino Unido, o agente permanece viavel no ambiente
durante varios dias, permitindo assim a propagacao da infecdo (Aitken e Longbottom, 2007).

Os animais infetam-se provavelmente pelas vias oral e orofaringea, podendo as amigdalas
estar envolvidas como foco primario (Aitken e Longbottom, 2007).

Em rebanhos nos quais foram detetados abortos por clamidia, alguns animais poderdo
tornar-se portadores intestinais de C. abortus por um periodo indefinido e libertam
intermitentemente clamidias nas fezes. Contudo, ainda se desconhece o papel desta via de
transmisséo na epidemiologia da doenca (Storz, 1971; Aitken e Longbottom, 2007).

Nos machos, a infe¢do por C. abortus pode distribuir-se pelo aparelho genital, originando
orquite e, na fase aguda da infecdo, o microrganismo pode ser detetado no sémen. A infecéo
testicular crénica pode resultar em alteracdes estruturais palpaveis, contudo, a transmissdo
venérea € pouco comum, admitindo-se que tenha pouco relevo na epidemiologia do aborto
(Aitken e Longbottom, 2007). A deposicdo intravaginal de C. abortus em ovelhas virgens
durante o estro - 5 semanas antes da época natural de acasalamento - origina cordeiros de menor
peso Vvivo ao nascimento e fraca viabilidade, mas sem ocorréncia de abortos (Papp e Shewen,
1996). Observou-se algum grau de placentite, e foi comprovada a presenca de C. abortus em
esfregagos vaginais e nos cordeiros. Contudo, o papel de uma possivel transmissdo mecénica
entre fémeas, através da contaminacdo do macho requer investigagdes adicionais (Aitken e
Longbottom, 2007).

Experimentalmente demonstrou-se que apds o aborto induzido por inoculacao subcutanea
de C. abortus, as ovelhas desenvolveram infecdo persistente mas ndo patolégica do trato
reprodutivo, sendo reativada nas estacdes reprodutivas seguintes, com excrecdo transitéria de
antigénios de clamidia durante o estro (Livingstone et al., 2009). Segundo os autores, apesar da
possibilidade da presenca de infecdo persistente em ovinos apds o aborto, a reduzida quantidade
de material genético do microrganismo detetado ndo apresenta um impacto significativo na
epidemiologia do AEO. Os produtos resultantes do aborto sdo considerados a principal fonte de
infecdo (Livingstone et al., 2009).

Os cordeiros vivos cujas maes possuam infecdo placentaria ativa, bem como os cordeiros
amamentados por ovelhas que tenham abortado ou parido cordeiros mortos, sdo muito sensiveis
a infecdo, devido ao contacto proximo com a progenitora, apesar de poderem ndo apresentar
sinais clinicos de doenca. A bactéria ndo se transmite diretamente da mée para o filho através do
colostro nem do leite, contudo ndo pode descartar-se a contaminagédo do Ubere e dos tetos pelas

excrecOes vaginais. Dados experimentais e de campo sugerem que, se forem cobertas no
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primeiro ano de vida, até um terco das cordeiras infetadas no periodo neonatal poderdo
desenvolver infecdo placentaria, sendo que algumas abortam durante a primeira gestacdo (Aitken
e Longbottom, 2007).

1.5. Patogenia

Os microrganismos dos géneros Chlamydia e Chlamydophila tém uma grande capacidade
para estabelecer infecbes persistentes numa ampla variedade de hospedeiros naturais,
frequentemente sem sinais clinicos de doenca. Normalmente, os ovinos ndo gestantes infetados
com C. abortus ndo demonstram sinais clinicos de infecdo, exceto quando atingem o terco final
da gestacdo, em que pode ocorrer aborto, mais frequentemente nas Ultimas 2 ou 3 semanas
(Longbottom e Coulter, 2003). Podem observar-se descargas vaginais em torno do momento do
aborto mas, apesar disso, 0s animais encontram-se aparentemente saudaveis. Por estas razdes, a
infecdo por C. abortus permanece indetetavel na exploracdo até a época de partos, momento em
que, muitas vezes, ja é demasiado tarde para implementar medidas preventivas (Aitken e
Longbottom, 2007).

1.5.1. Mecanismos de persisténcia de C. abortus em ovinos

No estudo das doencas infeciosas, a fase de laténcia pode ser considerada como uma fase
estatica do microrganismo, assintomatica para o hospedeiro. Ja o conceito de persisténcia pode
englobar tanto uma fase estatica como uma produtiva, que podera ou ndo ser sintomatica. Deste
modo, o termo persisténcia parece estar mais indicado no que se refere a infecdo por C. abortus
(Rocchi et al., 2009).

A producdo de citocinas € um fator importante na resposta imunitaria do hospedeiro,
influenciando os mecanismos de estabelecimento e persisténcia da infecdo, ao induzir vias
bioguimicas intracelulares que limitam a multiplicacdo das clamidias. A infecdo experimental de
células de ovinos por corpos elementares de C. abortus resulta na multiplicacdo do
microrganismo e consequente morte celular. Contudo, se as células forem “tratadas” com
interferdo-gama recombinante ovino (IFN-y) no momento da infe¢do, 0 crescimento do

organismo € restringido de um modo dose-dependente (Entrican et al., 1998).
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Vaérios estudos comprovaram que os efeitos anti-clamidia do interferdo-gama (IFN-vy)
estdo diretamente associados com a inducédo da enzima indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) e a
privacao de triptofano nas células (Brown et al., 2001; Entrican et al., 2002). A sequenciacéo do
genoma de C. abortus permitiu confirmar a sua dependéncia no triptofano do hospedeiro, pois o
organismo é auxotréfico para o triptofano, uma vez que ndo possui o operdo triptofano sintetase
(Thomson et al., 2005).

Globalmente, estes dados indicam que o IFN-y controla o crescimento de C. abortus de
uma forma reversivel e dose-dependente, permitindo que o organismo infete de forma persistente
células animais. Qualquer alteracdo no equilibrio entre a producdo de IFN-y, a expressdo da IDO
e a disponibilidade de triptofano podera portanto alterar a dindmica desta infecdo (Rocchi et al.,
2009).

1.5.2. Imunidade materna durante a gestacao

A gestacdo nos mamiferos eutérios representa um desafio para 0 modelo de ativacdo
imunitaria e distingdo entre “self” e “nonself”. Com base neste modelo, seria previsivel que o
sistema imunitario materno rejeitasse um feto que herdou metade dos genes paternos, algo que
contudo ndo se verifica (Medawar, 1953). Uma explicacdo para este facto seria uma possivel
depressdo ou supressao do sistema imunitario materno, mas tal teria como consequéncia um
aumento da sensibilidade materna a infegdes e tumores durante a gravidez, fendmeno que
geralmente ndo se observa (Rocchi et al., 2009).

A solucdo para esta questdo aparentemente reside na observacdo de que existe uma
modulacéo - e ndo supressdo - do sistema imunitario materno (Raghupathy, 1997). As hormonas
produzidas pela mée e pelo feto, tais como progesterona, estrogénios e prostaglandinas, sdo
fundamentais na manutencdo da gravidez, desde a implantacdo até ao parto, tendo também
efeitos imunomoduladores (Rocchi et al., 2009). A progesterona é a mais importante no que diz
respeito ao perfil das citocinas, pois sabe-se que em humanos induz a producdo de IL-4 pelos
linfocitos T e inibe a atividade citotdxica dos linfocitos T e células NK (Piccinni et al., 1995;
Arck et al., 2007). Nos ovinos, a concentracdo de progesterona aumenta marcadamente a partir
do 90° dia de gestacdo (Wooding e Flint, 1994). Apesar de este aumento causar uma reducdo na
producdo de IFN-y materno, e que poderia teoricamente resultar numa perda de controlo do
crescimento de C. abortus no seu local de persisténcia, levando a invasdo placentaria, esta

reducdo ndo é, aparentemente, suficiente para suportar esta hipotese. Como serd discutido
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posteriormente, os linfécitos T de ovinos gestantes tém capacidade de produzir IFN-y na
sequéncia da infe¢do por C. abortus, sendo o nivel de producdo de IFN-y correlacionado com a
protecdo contra o aborto. Uma explicacdo alternativa podera basear-se na acessibilidade da
bactéria ao trofoblasto placentario (Rocchi et al., 2009), mas para explorar esta teoria, €

necessario ter em consideracdo a estrutura da placenta dos ovinos.

1.5.3. Estrutura da placenta

As ovelhas possuem uma placenta sinepiteliocorial, que se caracteriza pela adesdo sem
fusdo das membranas coridnicas fetais e o epitélio uterino materno (Wooding e Burton, 2008).
De acordo com a distribuicdo das vilosidades coridnicas, a placenta pode também ser
classificada como cotiledonar, ja que estas vilosidades se encontram aglomeradas em tufos, e ndo
dispersas por todo o cérion, estando estes separados por areas sem vilosidades — que tomam a
designacdo de para-placenta ou placenta avilosa. Nos ovinos, as carinculas sdo concavas
(Wooding e Burton, 2008). Histologicamente, ao nivel dos cotilédones, observa-se uma
infiltracdo e invasdo muito limitada das estruturas epiteliais maternas pelo trofoblasto, embora
ndo dos vasos ou capilares endometriais. Na area de contacto com as estruturas maternas, o
corion fetal fomenta a formacgdo de células sinciciais binucleadas (Wooding e Burton, 2008),
cuja migracao e posterior fusdo com células epiteliais maternas da origem a placas sinciciais que
recobrem a superficie dos placentomas (Wooding e Burton, 2008). Esta migracdo do cérion em
profundidade nas estruturas maternas é localizada sobretudo nas areas em que se formam os
cotilédones e, além disso é limitada no tempo, sendo revertida em duas ou trés semanas.

Por volta deste momento, forma-se uma rede capilar na area cotiledonaria materna que
reflete, com alguns dias de diferenca, o processo que ja tinha arrancado na componente fetal,
originando o suprimento vascular indispensavel a gestacdo (Wooding e Burton, 2008). Esta rede
vascular assume um padrdo caracteristico compativel com a realizacdo de trocas materno-fetais
segundo um sistema de contracorrente. A semelhanca do observado em bovinos, este padréo vai
crescendo e ramificando-se ao longo da gestacdo, para aumentar a superficie de troca, tornando-
se gradualmente mais complexo (Leiser et al., 1997).

A partir do dia 60 de gestacdo observa-se ocasionalmente a formagdo de pequenos
hematomas na interface materno-fetal, que tém a sua origem no extravasamento de sangue
materno, entre os epitélios uterino e trofoblastico. Em bovinos, estes hematomas observam-se

com mais frequéncia no terco final da gestacdo. Estas areas podem ter a designacdo de areas
11
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hemofagas ou hematomas placentérios. Foi sugerido que as &reas hemdfagas participem na
transferéncia de ferro da mée para o feto, por eritrofagocitose realizada pelas células epiteliais do
trofoblasto e pelas células binucleadas da placenta (Cazerta et al., 2007).

Estas alteraces fisioldgicas podem ter um papel importante no decorrer do AEO. As
alteracOes placentarias podem observar-se cerca do dia 90° de gestacdo, mas os antigénios de
C. abortus podem ser detetados desde aproximadamente o dia 60° de gestacdo, data que coincide
com a formagc&o dos hematomas placentarios (Aitken e Longbottom, 2007). E possivel que a sua
existéncia possa favorecer a invasdo placentaria de C. abortus a partir do sangue materno em
ovelhas persistentemente infetadas. A patogenia do AEO tem sido relacionada com a capacidade
da ovelha controlar os niveis de CEs infeciosos no sangue, sugerindo que tanto o periodo como a
dose de infecdo sdo fatores importantes (Sammin et al., 2006). Assim, pode tratar-se
simplesmente de um caso de infecdo oportunista do trofoblasto por C. abortus quando as células
fetais entram em contacto direto com o sangue materno. Isto pode também explicar o porqué da
infecdo por C. abortus em mulheres gravidas ter uma evolucdo tdo rapida e severa (Hyde e
Benirschke, 1997), dada a relativamente alta exposicdo do trofoblasto ao sangue materno em
humanos (Rocchi et al., 2009).

Hilo do
, o placentoma Septos
;az;s:xsineos \'ﬂ9§lQades i cagxl\culm-es
s coridnicas Areas
fetais hemofagas
Epitélio

corionico
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/_,/—\ Miométrio o

Figura 4 - Representacdo esquematica de um placentoma ovino. Adaptado de Rocchi et al., 2009.
1.5.4. Infecdo placentaria por C. abortus

Assim que atinge a placenta, C. abortus multiplica-se eficientemente. Apesar de néo se
saber a razdo pela sua particular afinidade pelo trofoblasto, ou porque se multiplica téo

livremente nestas estruturas, tém surgido algumas possiveis explicagdes. A primeira baseia-se
12
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nas interagOes especializadas recetor-ligando no trofoblasto. Estas interages tém sido descritas
para estirpes de Plasmodium falciparum, um protozoario que causa doenca em mulheres
gravidas, por ligacdo ao sulfato de condroitina A, que é expresso em altos niveis na placenta
(Duffy, 2007). Chlamydia trachomatis serovar E utiliza um componente do recetor de estrogénio
para se ligar as células endometriais humanas (Davis et al., 2002), mas esta propriedade ainda
n&o foi estudada para C. abortus. Outro fator que facilita o crescimento de C. abortus na placenta
podera ser a disponibilidade de nutrientes neste meio (Rocchi et al., 2009). Por exemplo,
relativamente a Brucella abortus, a sua viruléncia esta ligada a capacidade de utilizar eritritol
(Essenberg et al., 2002). O terceiro fator podera centrar-se na natureza altamente especializada
das interagdes imunoldgicas na interface materno-fetal para prevenirem a rejeicdo do feto.
Atualmente ainda ndo se conhecem em detalhe 0os mecanismos que atuam nos ovinos (Rocchi et
al., 2009). Na regulacdo imunitaria do Utero ovino foi descrita a serpina uterina — uma proteina
produzida pelo endométrio que inibe a proliferacdo linfocitéaria através da reducdo da expressdo
do recetor IL-2, CD25 (Peltier et al., 2000). A administracdo local de progesterona no Utero da
ovelha promove a sobrevivéncia de xenotransplantes uterinos a concentragdes mais baixas do
que as necessarias para suprimir a proliferacdo linfocitaria, sugerindo um efeito imunomodulador
local (Majewski e Hansen, 2002). Isto indica que existe pelo menos um mecanismo

IMuNOSSUpPressor nos ovinos que evita a rejeicdo materna do feto (Rocchi et al., 2009).

1.5.5. Mecanismo de aborto

A principal alteracdo patologica da infecdo por C. abortus em ovelhas gestantes € a
necrose do epitélio endometrial e do trofoblasto fetal. Em ovelhas gestantes infetadas com C.
abortus por via subcutanea a meio da gestacdo (dia 75), as inclusbes de C. abortus podem ser
detetadas 14 dias pds-infecdo nas células mononucleares do estroma materno, e em seguida no
epitélio junto as zonas intercarunculares (Navarro et al.,, 2004). Estas inclusbes, muito
provavelmente de origem hematégena estdo acompanhadas por um infiltrado celular
mononuclear e polimorfonuclear. Apesar das lesdes maternas serem normalmente reduzidas,
poder-se-a observar necrose focal e colonizacdo das células epiteliais maternas por C. abortus,
sem aparecimento de danos no trofoblasto. A porcéo fetal do placentoma em proximidade as
lesbes maternas apresenta lesbes mais graves aos 28 dias pos-infe¢cdo, nomeadamente edema
corioalantoico, arterite, trombose, e um infiltrado de células mononucleares e

polimorfonucleares, acompanhado de uma multiplicacdo significativa de C. abortus nas células
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do trofoblasto, e aumento da espessura das membranas intercotiledonares (Buxton et al., 1990;
Navarro et al., 2004). A caracterizacdo fenotipica das placentas abortadas revelou que o
infiltrado inflamatdrio € principalmente constituido por células que expressam o CD14 ou as
proteinas do complexo principal de histocompatibilidade do tipo Il, caracteristicas tipicas dos
macrofagos. Também se observa reduzida quantidade de linfocitos T (CD4+, CD8+, v/6, TCR) e
linfocitos B (Buxton et al., 2002). O infiltrado celular estd acompanhado por uma grande
producdo de fatores pré-inflamatorios, como o fator de necrose tumoral a (TNF-a), mas nao de
fatores protetores, como o IFN-y (Buxton et al., 2002). Portanto, o aborto resulta da combinacéo
de diversos fatores, incluindo a trombose vascular induzida por citocinas, rotura do epitélio
coriénico devido ao crescimento descontrolado de C. abortus, perda da capacidade enddcrina da
placenta e consequente desequilibrio dos niveis hormonais responsaveis pela manutencdo da

gestacdo (Entrican, 2002).

1.5.6. Imunidade adaptativa na infe¢éo por C. abortus

Segundo a literatura disponivel, assim que C. abortus invade a placenta, € desencadeada
uma cascata de eventos, ligada ao crescimento do microrganismo no epitélio corionico, que
parece acelerar a partir do dia 90 de gestacéo, causando graves danos celulares e inflamagéo, e
terminando quase inevitavelmente em aborto (Buxton et al., 1990; Maley et al., 2009; Rocchi et
al., 2009).

Consequentemente, a protecdo contra o AEO parece estar muito dependente da
capacidade do sistema imunitario materno em prevenir a invasdo placentéria por C. abortus. As
ovelhas que tenham abortado uma vez, ndo continuam a abortar repetidamente, pelo que o
grande objetivo da vacinacdo consiste em mimetizar a protecdo imunitaria que ocorre apds o
aborto (Entrican et al., 2001).

1.5.6.1. Imunidade humoral

Durante a infecdo por C. abortus sdo produzidos de anticorpos — seroconversao — que
poderdo ser Uteis para o diagndstico. Ao que tudo indica, estes desempenham um papel ativo na
protecdo contra a reinfecdo, quer pela opsonizagéo dos CEs quer pela prevencdo da adesao dos

CEs as células alvo, sendo contudo questionavel se podem dar resposta a uma infecdo ja
14



Revisdo bibliografica

estabelecida. Ovelhas experimentalmente infetadas, seroconvertidas a MOMP ou POMPs
(“polimorphic outer membrane proteins™) durante a gestagéo, continuam a desenvolver as lesdes

placentéarias e abortam (Livingstone et al., 2005).

1.5.6.2. Imunidade celular

Sendo C. abortus um parasita intracelular obrigatério, torna-se evidente a importancia da
resposta imunitaria mediada por células, particularmente dos linfocitos T produtores de
IFN-y. A importancia do IFN-y no controlo da infecdo foi confirmada através de um estudo in
vivo em ratos (McCafferty, 1994). A producdo de IFN-y estd ainda correlacionada com a
protecdo em ovinos, ndo sé pela sua presenca no sistema linfatico apds o contacto com 0s corpos
elementares, como também pela sua capacidade de inibir o crescimento de C. abortus nas células
do animal (Graham et al., 1995).

A proveniéncia do IFN tem uma grande importancia, uma vez que podem ser desenhadas
vacinas baseando-se em diferentes componentes do agente, para estimularem diferentes
populacdes de linfocitos T e deste modo atingir a protecdo desejada (Rocchi et al., 2009).

Estudos fenotipicos que recolheram linfa eferente de ovelhas apds infecdo por C. abortus,
revelaram uma predominancia das populacdes celulares de linfécitos T CD4+, CD8+ ¢ y/6 no
momento de resolucdo da infecdo (Huang et al., 1991). E portanto provavel que varios tipos
celulares e as suas interacOes, os perfis de citocinas e as suas funcdes efetoras sejam
determinantes na protegédo contra 0 AEO (Rocchi et al., 2009).

Os novos avangos na medicdo das citocinas de ovinos, permitiram a Rocchi e
colaboradores estudar os perfis de citocinas, através da colheita de células mononucleadas de
sangue periférico de ovelhas experimentalmente infetadas com C. abortus no dia 70 de gestacao,
e reestimuladas in vitro com concanavalina A, um mitogénio de linfocitos T. Um dado
interessante foi o facto de as ovelhas que ndo abortaram durante a experiéncia terem produzido
um pico elevado e precoce de IFN-y, e que ndo se observou nos animais que abortaram. Outro
padrdo digno de registo € o pico de producdo de IFN- y em torno no periodo de aborto ou parto.
Os autores colocaram a hipotese de que este pico corresponderia a grande estimulacdo antigénica
causada pela extensa infecdo placentaria por C. abortus, uma vez que varias ovelhas que ndo
abortaram mantinham sinais de infecdo placentéria, apesar de estes ndo serem tdo graves como
nas placentas abortadas. Estes padrdes corroboram a correlagéo do IFN- y com a prote¢éo contra
0 AEO. Durante a gestagdo, 0s niveis de IL-4 permaneceram baixos e sem padrdes de

diferenciagéo significativos entre ovinos infetados e ndo infetados, independentemente de terem
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ou ndo abortado. Quanto a producdo de IL-10, também ndo foram observadas diferencas
significativas entre grupos (Rocchi et al., 2009).

Os autores ndo identificaram a fonte celular destas citocinas, mas acreditam que possam
derivar de células fenotipicamente distintas, baseadas no paradigma dos perfis de citocinas dos
subtipos celulares de linfocitos T CD4+ (Thl/ Th2/ Th3/ Treg/ Thl7) descritos no rato (Bettelli
et al., 2007).

Apesar de tradicionalmente os linfécitos T y/0 ndo serem considerados um componente
do sistema imunitario adaptativo, atuando mais como uma ponte entre a imunidade inapta e
adaptativa, o estudo de Rocchi e colaboradores pareceu revelar uma resposta anamnéstica
seletiva dos linfocitos T 7y/3. Esta possibilidade podera ter alguma importancia para o
desenvolvimento de novas vacinas, pois estas células sdo um importante componente da resposta
imunitaria mediada por células em ruminantes, e tém capacidade de produzir IFN-y (Baldwin et
al., 2002).

1.6. Sinais clinicos

O aborto por clamidias ocorre aparentemente sem sinais premonitérios, apesar de alguns
dias antes do aborto ser possivel observar uma discreta descarga vaginal antes da expulsdo dos
cordeiros (Aitken e Longbottom, 2007).

Apbs o aborto, as lesdes caracteristicas da doenca sdo a presenca de membranas fetais
espessadas, necroticas e com sinais de inflamacdo. Os fetos abortados encontram-se
normalmente bem desenvolvidos e ndo apresentam alteraces anatémicas significativas, sendo a
placentite um elemento chave na patogenia do AEO (Buxton et al., 2002; Kerr et al., 2005).

Alguns cordeiros abortados podem apresentar 0 abdémen dilatado devido a acumulacao
de fluidos nas cavidades serosas, e apresentar a 1& parcialmente manchada, devido a exsudados
de origem placentaria. No entanto raramente se observam alteracfes degenerativas mais graves,
tal como opacidade da cornea e |a facilmente destacaveis, indicativas de morte alguns dias ou
semanas antes do aborto (Aitken e Longbottom, 2007).

De um modo geral, os cordeiros que nascem fracos raramente sobrevivem, ainda que com
cuidados médicos (Papp e Shewen, 1996). Algumas ovelhas com infecdo placentaria podem no
entanto originar cordeiros vivos, que sdo criados com sucesso. No caso de gestagdes multiplas
pode originar-se um cordeiro morto e os restantes fracos ou normais (Aitken e Longbottom,
2007).
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Durante varios dias ap6s o aborto, as ovelhas podem eliminar descargas uterinas, mas
apesar disso, encontram-se clinicamente normais. As descargas acabam por terminar ap6s um
periodo de tempo variavel, e o futuro reprodutivo dos animais nao sofre alteracdes. As ovelhas
tornam-se clinicamente imunes, apesar de algumas poderem continuar a excretar clamidias
durante o estro e parto seguintes (Papp et al., 1994; Livingstone et al., 2009). Em casos
esporédicos pode ocorrer retencdo placentéria e consequentemente metrite, conduzindo a um
agravamento do quadro clinico, e morte como resultado de infecdo bacteriana secundaria (Aitken
e Longbottom, 2007).

Apesar de ainda ndo ter sido confirmado em condicGes naturais, estudos experimentais
sugerem que poderd ocorrer morte fetal e reabsorcdo sensivelmente a meio do periodo de

gestacdo (Aitken e Longbottom, 2007).

N = B T e _ AP I A
Figura 5 - Cordeiro abortado a 182 semana de gestacdo. Observa-se espessamento das
membranas na zona intercotiledonar, e uma coloracdo vermelho-escura dos cotilédones.
Crédito: D. Buxton, Moredun Research Institute (Adaptado de Longbottom e Coulter, 2003)

1.7. Diagnéstico

Em muitos casos é possivel estabelecer um diagndstico presuntivo baseado na anamnese,
sinais clinicos e alteracdes patoldgicas. Contudo, antes de enviar qualquer amostra para anélise,
deve ter-se em conta a possibilidade de estarem envolvidos outros agentes infeciosos, e
considerar também eventuais causas ndo-infeciosas de aborto (Sachse et al., 2009).

O aborto de cordeiros com auséncia de malformacdes, proximo do termo da gestagéo e

com placentite necrética associada sdo suspeitos de aborto por clamidias, apesar de em alguns
17



Revisdo bibliografica

casos a toxoplasmose (Toxoplasma gondii) poder apresentar sinais clinicos semelhantes, e da
possibilidade de mais do que uma espécie de microrganismos poderem estar envolvidos num
surto de aborto. A placentite necrética ndo é caracteristica de outras causas infeciosas menos
comuns de aborto, tais como Listeria e Campylobacter. Ainda que menos frequente, o aborto
pode ocorrer como consequéncia da infecdo das ovelhas gestantes por Coxiella burnetii — uma
riquétsia também transmissivel a humanos, causando uma doenca semelhante a uma gripe,
designada Febre Q (Aitken e Longbottom, 2007).

Sendo Chlamydiae parasitas intracelulares, o seu isolamento e cultura requerem técnicas
mais elaboradas, como por exemplo a cultura celular. Para demonstrar a viabilidade de uma
determinada estirpe é necessario proceder a sua cultura em linhas celulares permanentes, ou em
ovo embrionado de galinha. Estes procedimentos, permitem uma detalhada caracterizacdo
através de posteriores analises moleculares e bioquimicas, e por esta razdo, continuam a ser
considerados o “gold standard” no diagnostico das infe¢Oes por Chlamydiae (Thejls et al., 1994).
Contudo, estas técnicas apresentam algumas limitacdes, fator que tem estimulado o
desenvolvimento de novas técnicas, nomeadamente de detecdo direta de proteinas do LPS, de
anticorpos ou de DNA (Sachse et al., 2009).

Existem fundamentalmente duas abordagens principais no diagnostico das infecdes por
clamidias: a primeira baseia-se na detecdo direta do agente nos tecidos ou em amostras colhidas
por zaragatoa, e a segunda envolve a colheita de sangue do animal, para posterior rastreio
soroldgico para pesquisa de anticorpos anti-clamidia (Sachse et al., 2009).

De uma forma geral, os autores sugerem 0s seguintes passos a ter em conta quando se

pretende chegar ao diagnoéstico de aborto por Chlamydiae ou outro agente infecioso:

(i) Caracterizacdo do tipo de aborto (ex. precoce, no final de gestacdo, fetos
mumificados).

(i)  Conhecer o historial de doencgas da exploracdo/ rebanho (se é o primeiro ou tem
havido casos repetidos de aborto, niUmero de animais afetados).

(ili)  Colheita de amostras sanguineas dos animais afetados para analise soroldgica (para
excluséo de outros agentes como Brucella melitensis, entre outros).

(iv)  Inspecdo macroscopica da placenta (se disponivel).

(v) Colheita de amostras da placenta e de oOrgdos fetais para andlises adicionais

(microbiologia, histopatologia, biologia molecular).
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(vi)  Realizacdo de procedimentos bacterioldgicos de rotina (ex. preparacao de esfregacos,
cultura).

(vii)  Analise histopatoldgica da placenta e/ou 6rgaos fetais.

(viii) Detecdo de antigénios no interior das lesdes (por imunohistoquimica).

(ix)  Detecao/ confirmacdo/ diferenciacdo de antigénios por reacdo Ag-Ac e/ou outras
técnicas moleculares.

(x) De acordo com os regulamentos especificos individuais do pais, relatar a doenca (em

caso de notificacdo obrigatoria).

No passo vii, & importante assegurar que o agente infecioso diagnosticado estd de acordo
com as lesdes apresentadas, ndo se tratando de uma contaminagédo, uma vez que as placentas séo
normalmente colhidas de ambientes contaminados. Em muitos casos ndo sera possivel ou mesmo
necessario seguir todos estes procedimentos. Por exemplo, se apenas forem colhidas zaragatoas
vaginais ou da superficie dos fetos abortados, 0s passos iii a v, vii e viii ndo serdo necessarios
(Sachse et al., 2009).

1.7.1. Detecéo do antigénio

A presenca do antigénio em amostras de tecidos ou zaragatoas pode ser demonstrada
através da preparacdo e coloracdo citoquimica de esfregacos. Nos laboratérios de patologia
veterinaria, a detecdo de antigénios em amostras clinicas (ex. placentas de casos de aborto) €
geralmente realizada em amostras fixadas em formol ou fixadas em formol e incorporadas em
parafina, utilizando diversas técnicas de coloracdo histoquimica e imunohistoquimica. Outra
abordagem baseia-se na utilizacdo de outras técnicas, tais como ELISA (“enzime-linked
immunosorbent assays™) e testes de anticorpos fluorescentes. Contudo, apesar de estes testes
comprovarem com sucesso a presenca dos microrganismos, geralmente ndo permitem a distin¢ao
entre espécies, serotipos ou subtipos envolvidos. Isto deve-se ao facto da maioria dos testes
envolver o uso de corantes citoquimicos ndo especificos, ou de anticorpos monoclonais baseados
em antigénios especificos de Chlamydiaceae, como os LPS (Sachse et al., 2009).

A maior desvantagem desta abordagem € estar dependente de um adequado
armazenamento e transporte das amostras para garantir a viabilidade dos microrganismos
(Sachse et al., 2009). Como existe sempre um periodo de tempo entre a colheita das amostras e a
sua rece¢do no laboratorio, estas deverdo ser mantidas a 4°C num meio de transporte adequado,
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tal como o sacarose/ fosfato/ glutamato (SPG) suplementado com soro fetal bovino, antibioticos
e um inibidor fungico (Spencer e Johnson, 1983). Dependendo do tipo de amostra submetida a
analise e do método de detecdo utilizados, podera ocorrer contaminacdo causada por outras
espeécies bacterianas, nomeadamente bactérias Gram-negativas, o que podera originar resultados
falso-positivos. Além disso, o isolamento € um processo demorado, que requer pessoal e
instalagdes qualificadas. Devem também ser ponderados os problemas de seguranca que
envolvem o manuseamento destes microrganismos, nomeadamente de C. abortus e C. psittaci
(Sachse et al., 2009), espéecies zoondticas que poderdo causar infecGes graves em humanos
(Longbottom e Coulter, 2003). Contudo, apesar das limitacbes e precaugdes inerentes ao
isolamento do microrganismo, esta técnica mantém uma grande importancia do ponto de vista
epidemioldgico, pois permite caracterizar as estirpes e identificar de forma inequivoca as

espeécies, serotipos e subtipos envolvidos na infecdo (Sachse et al., 2009).

1.7.1.1. Esfregacos

Na suspeita de aborto por clamidias, deverad proceder-se a colheita de amostras para a
preparacdo de esfregacos, que poderdo ser efetuados a partir das membranas placentarias —
nomeadamente dos cotilédones — ou através de zaragatoas vaginais ou da superficie dos fetos
(Longbottom e Coulter, 2003).

Os esfregacos podem ser corados através de varias técnicas e procedimentos, como por
exemplo, Machiavello-modificado, Gimenez-modificado ou Ziehl-Neelsen modificado (MZN).
Através do MZN, os esfregacos obtidos de amostras positivas quando examinados por
microscopia, demonstram a presenca de pequenas formas cocdides — 0s corpos elementares —
com uma coloragdo vermelho-rosada, contrastados com um fundo celular azul ou verde. Apesar
de este método funcionar bem para tecidos com elevada quantidade de clamidias, em amostras
com baixos niveis de infecdo e em que o0s corpos elementares aparecem sozinhos, estes
dificilmente serdo detetados. Além disso, no caso de suspeita de infecdo por C. abortus, mas com
auséncia de sinais clinicos na placenta, devem tomar-se precaucdes acrescidas na observacao dos
esfregacos, devido a possivel confusdo com Coxiella burnetti, uma ricketsia com formato de
bastdo, que também pode causar aborto, e possui caracteristicas de coloracdo semelhantes
(Sachse et al., 2009). A aplicacdo de um método de estreptavidina-biotina para coloracdo de
esfregacos de C. abortus obteve maior sensibilidade e especificidade que a técnica de MZN
(Szeredi e Bacsadi, 2002).
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A sensibilidade da detecéo de corpos elementares de C. abortus em esfregacos pode ser
aumentada através da utilizacdo de testes de anticorpos fluorescentes, utilizando anticorpos
anti-LPS especificos de Chlamydiaceae ou anticorpos monoclonais especificos anti-MOMP.
No entanto, quando o numero de microrganismos é demasiado baixo, a probabilidade de sucesso
aumenta com a utilizacdo de ensaios imunomediados ou métodos de amplificacdo de DNA
(Sachse et al., 2009).

1.7.1.2. Imunoensaios

Os testes de detecdo de antigénios disponiveis no mercado sdo principalmente utilizados
para a detecdo de Chlamydia trachomatis em amostras clinicas humanas, embora teoricamente
também sejam adequados para a detecdo de infecdes por clamidia em animais, pois baseiam-se
nos antigénios de LPS especificos da familia Chlamydiacea. Estes imunoensaios incluem testes
de imunofluorescéncia direta e ELISA.

Além do menor tempo despendido, uma das principais vantagens da utilizacdo de
imunoensaios face a cultura de células é que estes conseguem detetar tanto corpos elementares
viaveis como ndo viaveis, bem como antigénios de LPS sollveis nas secre¢des. Contudo, a
sensibilidade e especificidade dos imunoensaios é varidvel, estando as menores sensibilidades
geralmente associadas a baixos graus de infecdo, e, portanto, reduzido ndmero de
microrganismos presentes na amostra (Sachse et al., 2009). Por este motivo, muitos laboratorios
preferem usar métodos sorolégicos ou métodos moleculares de detecdo, com maior

especificidade e sensibilidade (Sachse et al., 2009).

1.7.1.3. Isolamento

Além das precaucbes necessarias para manter a viabilidade das amostras durante o
armazenamento e transporte até ao laboratério, devem tomar-se cuidados acrescidos no ato de
colheita das amostras, para evitar possiveis contaminagdes com outras bactérias que podem
interferir com o isolamento de clamidia. A adicdo de antibidticos ajuda a reduzir os efeitos da
contaminacgdo, contudo, devem selecionar-se antibioticos adequados, tais como a estreptomicina

(200pg/ml), gentamicina (50ug/ml), vancomincina (75ug/ml) ou nistatina (25unidades/ml). As
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penicilinas, tetraciclinas e o cloranfenicol ndo podem ser utilizados pois inibem o crescimento de
Chlamydiae (Sachse et al., 2009).

No caso de isolamento em ovos embrionados de galinha, o saco vitelino de embrides com
6-8 dias € inoculado com uma suspensdao da amostra, e 0s embrides morrem entre 4 a 14 dias
apos a infecdo. Os esfregagos preparados a partir das membranas do saco vitelino, sdo depois
corados por MZN modificado, Machiavello ou Giemsa, para permitir a observacdo dos CEs.
Apesar da cultura em ovo continuar a ser uma técnica valida para o isolamento bacteriano, €
dispendiosa, incomoda, tem pouca reprodutibilidade, e consoante a espécie ou subtipo
envolvidos, a sensibilidade é varidvel. No entanto, a cultura em ovo continua a ser utilizada,
principalmente para obtencdo de antigenios para produgdo de vacinas, ou para a obtencdo de
indculos necessarios em estudos de infecdo experimental. A experimentacdo em embrides vivos
esta restrita em alguns paises e obedece a legislacdo especifica, requer instalacbes apropriadas e
licenciadas, com sistemas de controlo face ao risco bioldgico envolvido e pessoal técnico
especializado para 0 manuseamento das amostras (Sachse et al., 2009).

O desenvolvimento dos métodos de cultura celular tornou-se uma alternativa com maior
sensibilidade para isolamento dos agentes. Desde os anos 70 que a cultura em ovo foi sendo
gradualmente substituida pela cultura de células, para isolamento direto de Chlamydiae. O
isolamento de Chlamydophila abortus, na época designada Chlamydia psittaci, foi pela primeira
vez descrito por Hobson e colaboradores (1977), utilizando células de McCoy, as mais
frequentemente utilizadas para o isolamento deste agente. Contudo, C. abortus também cresce
em outros tipos celulares, tais como BGMK (“Buffalo green monkey kidney cells”), BHK
(“baby hamster kidney™) e fibroblastos de rato (Sachse et al., 2009).

A infecdo das Chlamydiae na cultura celular, beneficia da centrifugacdo e/ou tratamento
quimico, antes ou durante a infecdo, utilizando por exemplo cicloheximida (1pg/ml), citocalasina
B (2 pg/ml), emetina (1pg/ml), dietilaminoetil-dextrano (20pg/ml) ou 5-iodo-2deoxiuridina
(80ug/ml). Os componentes do meio de cultura celular também podem influenciar o crescimento
do microrganismo, particularmente no caso das espécies mais dificeis de propagar, ou quando o
indculo contém um baixo ndmero de organismos (Sachse et al., 2009).

Apo6s uma incubacdo a 37°C durante 2-3 dias (dependendo da espécie de clamidia), as
culturas celulares inoculadas podem ser fixadas em metanol e coradas pelo método de Giemsa,
fixadas em acetona/metanol e coradas por imunofluorescéncia ou utilizando o método da
imunoperoxidase, para demonstrar a presenca de inclusfes intracitoplasméticas (Sachse et al.,
2009).
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1.7.2. Detegao de anticorpos

Em medicina veterindria, a detecdo de anticorpos € principalmente utilizada na
confirmacéo de suspeita de infecdo, em estudos epidemioldgicos para estimar a prevaléncia e na
determinacdo do estatuto imunitario pds-vacinal dos efetivos. A detecdo do anticorpo ligado
pode ser conseguida através da utilizacdo de anticorpos fluorescentes (teste de
imunofluorescéncia indireta), anticorpos marcados com enzima (ELISA indireto), ou pelo teste
de fixacdo do complemento (TFC). Como nos ruminantes e suinos, varias espécies de clamidia
podem infetar 0 mesmo hospedeiro, a selecdo do teste mais adequado deve basear-se na
distribuicdo epidemiologica relativa ao hospedeiro em causa (Sachse et al., 2009).

O diagnostico soroldgico do AEO é dificultado por vérios fatores, nomeadamente pela
natureza persistente da infecdo, que permanece indetetavel até ao dia 90 de gestacdo (Buxton et
al., 1990). Além disso, frequentemente os ruminantes encontraram-se infetados por C. pecorum,
0 que causa diferentes manifestagdes clinicas (Fukushi e Hirai, 1992; Kaltenboeck et al., 1993;
Philips e Clarkson, 1995; Anderson et al., 1996). Outra limitagdo baseia-se no facto de terem
sido isoladas das fezes de ovinos estirpes de C. abortus, sem historia prévia de aborto, mas com
baixos titulos de anticorpos, no limiar de positividade (Storz, 1971; Rodolakis e Souriau, 1989;
Salti-Montesanto et al., 1997; Gut-Zangger et al., 1999).

Durante mais de 50 anos o teste de fixacdo de complemento (TFC) foi o teste mais
utilizado para o diagndstico sorolégico de AEO, e o teste recomendado pela OMSA. Contudo, o
TFC tem pouca especificidade, porque os antigénios em causa — principalmente os LPS — sdo
comuns a todas as espécies de Chlamydiaceae (Brade et al., 1987). Durante muito tempo, o
principal entrave ao aperfeicoamento dos testes sorolégicos para diagnostico de AEO foi a
inexisténcia de um método especifico que permitisse a distin¢do das infecdes de C. abortus das
causadas por C. pecorum. Todavia, tém sido desenvolvidos varios métodos para ultrapassar estas
dificuldades, nomeadamente através do recurso a testes de imunofluorescéncia direta ou de
“immunoblotting” (Markey et al., 1993; Jones et al., 1997). Com o avango das técnicas
moleculares, tém sido desenvolvidos testes baseados em antigénios recombinantes (LPS)
(Griffiths et al., 1996), bem como na MOMP (Kaltenboeck et al., 1997; Salti-Montesanto et al.,
1997; Gut-Zangger et al., 1999; Hoelzle et al., 2004), e na 80-90 kDa POMP (Buendia et al.,
2001; Longbottom et al., 2001; Longbottom et al., 2002).
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1.7.2.1. Testes baseados nos LPS

1.7.2.1.1. Teste de fixacdo do complemento

O teste de fixacdo do complemento (TFC) foi o primeiro teste baseado nos
lipopolissacarideos (LPS) membranérios (Stamp et al., 1952), sendo frequentemente utilizado
nos laboratdrios veterinarios (Sachse et al., 2009). No AEO, os titulos de anticorpos aumentam
no momento do aborto e permanecem elevados durante pelo menos 6 semanas (Storz, 1971). Um
titulo no TFC superior a 32 é considerado indicativo de infegdo por C. abortus, enquanto que
valores mais baixos poderdo dever-se a presenca de infecdes subclinicas por C. abortus ou a
reacOes cruzadas com C. pecorum ou outros LPS bacterianos (Sachse et al., 2009). O TFC ndo é
exequivel com soro hemolisado nem com soro anti-complementar (Cross e Clafin, 1963) e, além
disso, nem todos os isétipos de imunoglobulinas tém a capacidade de fixar o complemento
(Schmeer et al., 1987; Kaltenboeck et al., 1997). Estudos recentes em que foram utilizados soros
de ovinos e caprinos com documentada presenca ou auséncia de AEO, obtiveram entre 83 e
98,1% de especificidade e 68,8 a 91,4% de sensibilidade (Jones et al., 1997; Longbottom et al.,
2001, 2002; Vretou et al., 2007). A origem e a preparacdo dos LPS para utilizacdo no TFC tém
uma grande importancia no sucesso da técnica (Sachse et al., 2009). Foi desenvolvida uma
versdo automatizada da técnica do TFC, cujos resultados possuem uma elevada correlagdo com

o0s testes manuais (Magnino et al., 2005).

1.7.2.1.2. ELISA recombinante

O teste de ELISA recombinante (rELISA), baseado nos LPS foi descrito como uma
alternativa viavel ao TFC (Griffiths et al., 1996). O antigéenio utilizado no rELISA contém o0s
dois tipos de epitopos presentes no LPS, o “02 — 4 linked dissaccharide moiety” e o “(2 — 8)
linked chlamydial specific epitope” (Brade et al., 1994). Este teste foi originalmente
desenvolvido para o diagnostico das infecdes por Chlamydia trachomatis e C. pneumoniae em
humanos, mas foi posteriormente adaptado para o diagnostico sorolégico do AEO (Griffiths et
al., 1996). Tal como outros meios de diagnostico soroldgicos, este teste ndo consegue diferenciar
a infecdo de C. abortus da causada por C. pecorum, mas mostrou possuir uma sensibilidade
superior a do TFC no rastreio priméario de AEO (Griffiths et al., 1996). De uma forma geral, o

rELISA caracteriza-se por uma boa sensibilidade e reprodutibilidade, bem como uma
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correspondéncia de 80,6% com o TFC estimada por anélise de 297 amostras de soro (Sachse et
al., 2009).

1.7.2.2. Testes baseados na MOMP

1.7.2.2.1. Péptidos sintéticos e MOMP recombinantes

A diversidade dos dominios varidveis VD1-4 nos genes ompA de C. abortus e C.
pecorum constituiu a base molecular para o desenvolvimento de testes especificos capazes de
distinguir as duas espécies (Kaltenboeck et al., 1993). A reatividade dos decapéptidos sintéticos
abrangendo os quatro dominios variaveis (VDs) das MOMP em soro de sete ovelhas gestantes
infetadas por C. abortus e em soro de dez borregos SPF (“specific pathogen free”) infetados por

C. pecorum foi significativamente diferente (Sachse et al., 2009).

1.7.2.2.2. ELISA de competicéo

O teste ELISA de competicdo (CELISA) baseia-se na ligacdo de anticorpos monoclonais
especificos dirigidos aos dominios variaveis 1 e 2 da MOMP, que ¢ inibida pela presenca de
anticorpos séricos. Esta inibicdo depende em grande parte da quantidade e afinidade dos
anticorpos séricos que irdo competir com o0s monoclonais, que podem reconhecer epitopos
lineares e conformacionais na MOMP (Vretou et al., 2001). Uma avaliacdo recente do teste
utilizando soros de referéncia e um “cut-off” a 50% de inibicdo, permitiu estimar uma
especificidade de 98,1% e uma sensibilidade de 77,7% para o teste de cELISA (Vretou et al.,
2007). O teste mostrou-se adequado para um estudo em larga-escala que abrangeu 76% da
populacdo de ovinos da Suica que, recorrendo a “pools” de soros e métodos estatisticos
sofisticados, permitiu estimar a prevaléncia da infecdo no pais. Os resultados do rastreio
sorologico demonstraram uma boa correlagdo com a incidéncia de abortos (Borel et al., 2004).
Um recente estudo de campo comparou os titulos de anticorpos entre animais com infecéo
latente, animais doentes e animais vacinados, durante um periodo de dois anos consecutivos
(Gerber et al., 2007). As principais conclusGes desse estudo sdo as seguintes: os titulos de
anticorpos anti-MOMP né&o baixaram significativamente durante o periodo em estudo, em

nenhum dos grupos, confirmando resultados anteriormente obtidos (Papp et al., 1994); os titulos

25



Revisdo bibliografica

de anticorpos anti-MOMP provocados pela vacinacdo com uma vacina viva foram variaveis,
bem como os titulos de anticorpos observados em animais naturalmente infetados (Gerber et al.,
2007). Além disso, o estudo sublinhou a necessidade do desenvolvimento de testes capazes de

distinguir animais infetados de animais vacinados (Gerber et al., 2007).

1.7.2.3. Testes baseados nos POMPs

Com a descoberta da familia multigénica codificadora de proteinas de 90 kDa em 1996,
verificou-se que estas proteinas altamente imunorreativas e bastante complexas do ponto de vista
antigénico, incluiam epitopos presentes nas espécies de Chlamydophila. Com base nesta
constatacdo, foram entdo desenvolvidos varios testes de CELISA (Sachse et al., 2009).

Num recente estudo comparativo de 6 testes soroldgicos distintos, os dois testes de
ELISA com base no rOMP90 provaram ser os mais especificos e sensiveis (Wilson et al., 2009).
O teste ELISA rOMP90-3 apresentou uma sensibilidade de 96,8%, e ndo ocorreram reacoes
cruzadas em animais infetados por C. pecorum (100% especificidade). Os anticorpos dirigidos
contra as proteinas da familia POMP apareceram mais cedo do que os anticorpos anti-MOMP,
tanto na infecdo experimental de ovinos gestantes, como ap6s hiperimunizacéo no rato (Vretou
et al., 1996; Livingstone et al., 2005). Além disso, a resposta anti-POMP foi elevada e excedeu a
resposta anti-MOMP em animais com um parto normal (Livingstone et al., 2005). Esta
observagao sugere que a infecdo dos ovinos por C. abortus pode ser detetada sorologicamente
antes da manifestacdo da doenca, porém, sdo necessarios mais estudos para confirmar esta
hipbtese (Sachse et al., 2009).

1.7.3. Métodos de amplificacdo de DNA

1.7.3.1. PCR convencional

A utilizacdo de métodos moleculares na detecdo de Chlamydiae, particularmente a
utilizacdo do PCR, melhorou significativamente o diagnostico da doenca, permitindo uma
andlise rapida e especifica, bem como a diferenciacdo de diferentes espécies e a sua identificacéo
direta em amostras clinicas (Sachse et al., 2009).

A maioria dos protocolos de PCR convencional publicados tém como alvo o operédo de
RNA ribossomico (Messmer et al., 1997; Everett et al., 1999) ou o gene ompA (Kaltenboeck et
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al., 1997; Yoshida et al., 1998). Este ultimo codifica as MOMP e possui quatro dominios
varidveis (VDs), cada um deles flanqueado por uma regido conservada. Enquanto 0s
determinantes antigenicos especificos do género e da espécie estdo codificados pelas regides
conservadas, 0s segmentos especificos de cada serovar estdo localizados nos dominios variaveis,
principalmente em VD2 e VDA4. Esta estrutura heterogénea priméria torna o gene ompA o alvo
ideal para o diagndstico por PCR, bem como para os testes de diferenciacdo intraespecificos
(Pantchev et al., 2009; Sachse et al., 2009).

Estdo descritos na literatura diversos protocolos de PCR. No ano 2000, foi validado um
ensaio para a detecdo de Chlamydia trachomatis, C. pneumoniae e Chlamydia psittaci (antiga
nomenclatura), executado em modo triplex (Madico et al., 2000). Em 2001 foi proposto um
sistema de PCR cujo alvo era o gene ompB, o qual inicialmente originava um produto especifico
da familia, e, apos clivagem por enzimas de restricdo, conseguia identificar a maioria das
espécies de clamidias, de acordo com a classificagdo revista (Hartley et al., 2001). Em 2003, foi
descrito um teste otimizado de “nested PCR” para Chlamydiaceae (Sachse e Hotzel, 2003). A
primeira amplificacdo origina um produto Chlamydiaceae-especifico, que ira servir como molde
na segunda amplificacdo, onde sdo utilizados “primers” especificos para cada espécie. Este teste
foi considerado valido para uso na rotina laboratorial, sendo o mais sensivel quando comparado
com outros protocolos. Contudo, o facto de os “primers” terem sido desenhados com base na
tradicional classificagdo de quatro espécies, tornou-se uma importante limitacdo da técnica
(Sachse et al., 2009). Foi proposto um teste de PCR para identificacdo das estirpes de C. psittaci
(antiga classificacdo), que foi utilizado para identificar clamidias em aves e ovinos.
Notavelmente, este teste tinha como alvo o locus pmp e demonstrou possuir uma sensibilidade
superior a outros testes PCR baseados no gene ompA ou no espaco intergénico 16S-23S
(Laroucau et al., 2007).

A medida que o nimero de testes PCR para clamidias ou outros microrganismos
aumenta, podem surgir davidas acerca da validacdo dos protocolos. A utilizacdo de protocolos
mal validados, ou mesmo nao validados, pode conduzir a origem de resultados invalidos. Esta
tematica foi abordada num recente artigo de revisdo (Apfalter et al., 2005). Os autores
salientaram que os procedimentos pré-analiticos, preparacdo de amostras e extracdo de DNA, a
concecdo do ensaio e das instalagdes, bem como a interpretacdo e confirmacdo dos resultados

devem ser cuidadosamente avaliados, de modo a garantir a sua validade.
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1.7.3.2. PCR em tempo real

Enquanto o PCR convencional apenas consegue confirmar a presenca ou auséncia de um
determinado agente, o PCR em tempo real (PCRrt), adicionalmente, permite quantificar o
genoma do microrganismo presente na amostra. A acumulacdo de produto amplificado é
monitorizada pela medicdo do sinal fluorescente originado por digestdo de uma sonda
fluorogénica (Livak et al., 1995; Heid et al., 1996). Uma importante vantagem do PCR em
tempo real € que este ndo requer manipulacdo da amostra ap6s a amplificacdo, o que dificulta
potenciais contaminacdes e proporciona resultados mais rapidos e validos (Sachse et al., 2009).

A possibilidade de quantificagdo representa a eliminacdo da principal desvantagem do
PCR convencional, no qual a amplificagdo logaritmica esta limitada apenas a um determinado
numero de ciclos. Esta fase de amplificacdo logaritmica € caracterizada pelo aumento
logaritmico dos produtos de amplificacdo apds cada ciclo e é seguida de um patamar onde o
aumento na producdo se torna cada vez menos ingreme. Enquanto o PCR convencional é
geralmente efetuado até ao patamar (35-50 ciclos) para produzir altas quantidades de produtos
amplificados, o PCRrt quantitativo baseia-se nas medicdes efetuadas na fase de crescimento
logaritmico. Os sinais fluorescentes sdo gerados por ligacdo especifica a moléculas de um
corante - SYBR Green | - a dupla cadeia DNA (Wittwer et al., 1997) ou a sondas de hibridizacéo
marcadas com fluorocromos (Livak et al., 1995). Como a leitura da fluorescéncia pode ser
correlacionada com o namero inicial de cépias do gene alvo, pode efetuar-se a estimativa do
namero de células microbianas presentes na amostra. Na pratica, a concentracdo de DNA é
calculada a partir do nimero de ciclos de amplificagdo necesséario para originar o sinal
fluorescente de um determinado limiar de intensidade (Sachse et al., 2009).

Ao contrario dos testes de PCR convencionais previamente descritos, a maioria dos testes
de PCRrt tém como alvo o gene 23S rRNA. Diversas metodologias tém sido validadas e
utilizadas na rotina laboratorial (Everett et al., 1999; DeGraves et al., 2003; Ehricht et al., 2006).
O limite de detecdo foi descritos como sendo de uma Unica copia de DNA alvo. No entanto,
Ehricht e colaboradores (2006) salientam que o limite de detecdo esta dependente da integridade
do DNA alvo. Em alguns casos, o processo de extracdo do DNA da amostra clinica podera
causar ruturas na cadeia e consequente degradacdo parcial dos acidos nucleicos, o0 que requer um

numero superior de copias alvo para assegurar a reprodutibilidade do teste (Sachse et al., 2009).
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1.7.4. “Microarrays” de DNA

A medida que os testes de diagnostico se tém estendido a um nimero maior de
microrganismos, e com a atual disponibilidade de tecnologia sofisticada, tem-se assistido ao
aparecimento de novas metodologias capazes de fornecer informacdes adicionais sobre o0s
agentes em estudo. Em muitos casos, a mera identificacdo das espécies envolvidas ndo sera
suficiente, sendo necessaria informacdo adicional sobre subespécies, serdtipos, gendtipos,
toxinas e outros fatores de viruléncia. Sempre que sdo necessarios dados multidimensionais
acerca do microrganismo presente na amostra, tornam-se 6bvias as limitagdes dos testes de PCR.
A detecéo de diferencas subtis entre estirpes, tais como polimorfismos num nucle6tido e outras
variagcOes intraespecificas, torna-se dificil recorrendo a testes padrdo de amplificacdo, pois
apenas algumas regides alvo podem ser analisadas em paralelo (Sachse et al., 2009).

A tecnologia dos “microarrays” abriu novas possibilidades particularmente benéficas para
o diagnostico laboratorial de doencas infeciosas. A sua abordagem paralela permite que as
amostras de DNA sejam simultaneamente analisadas por um grande nimero de provas, que
podem ser derivadas de um segmento genético polimorfico e/ou de diferentes regides do
genoma. Essencialmente, um teste de hibridacdo especifico “microarray” é equivalente a
sequenciacdo do respetivo local gendmico. Assim, os “microarrays” de DNA podem alcancar
uma discriminacao entre amostras superior a conseguida com o PCR (Sachse et al., 2009).

Apesar de os “microarrays” se terem tornado amplamente aceites pela comunidade
cientifica como ferramentas para a monitorizacdo da expressdo do mRNA na analise de
transcricdo genética, a sua utilizacdo no diagnostico de bactérias e agentes patogénicos virais é
ainda emergente (Sachse et al., 2009).

1.8. Tratamento

Quando se suspeita de um surto de AEO numa exploracdo, deve administrar-se
oxitetraciclina de longa acdo as fémeas gestantes, na dose de 20mg/kg, por via intramuscular, de
modo diminuir a ocorréncia de aborto (Aitken et al., 1982). O tratamento deverd ser
administrado apds o dia 95-100 de gestacdo, altura em que comecam as primeiras alteracfes
patoldgicas na placenta causadas pelo agente (Buxton et al., 1990). Sendo o objetivo do
tratamento suprimir a multiplicagdo do microrganismo, devem administrar-se doses adicionais de

antibidtico de duas em duas semanas, até ao momento do parto. Apesar de se reduzir a
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quantidade de bactérias libertadas para o ambiente, este tratamento ndo erradica a infe¢cdo nem
consegue reverter as lesGes placentarias presentes em infecdes muito avancadas. Portanto,
algumas ovelhas poderdo continuar a abortar ou produzir cordeiros fracos ou inviaveis e a
libertar C. abortus nas secre¢des vaginais. Por este motivo, o tratamento antibiotico ndo devera
ser utilizado por rotina para controlar a infecdo, mas sim estar reservado para circunstancias
excecionais. A alternativa preferencial é controlar a infecdo atraveés do correto maneio e da
vacinacao (Longbottom e Coulter, 2003; Woldehiwet, 2006).

1.9. Controlo e Prevencao

Ap0s o aborto, as ovelhas devem ser imediatamente isoladas. Durante a época de partos,
deve assegurar-se a identificacdo e isolamento de todos os animais que evidenciaram sinais
clinicos compativeis com AEO. Todos os cordeiros mortos, placentas e camas dos animais
devem ser eliminados com seguranca, e as baias de paricdo limpas e desinfetadas, para limitar o
risco de disseminagdo da infecdo. E essencial uma boa assepsia das mos apds o contacto com
material infecioso, particularmente antes de cuidar de outros animais (Longbottom e Coulter,
2003).

O principal objetivo do maneio consiste em evitar a introdugdo do agente na exploracéo,
mantendo-a “fechada” ou introduzindo animais de reposicdo de exploragcdes comprovadamente
livres de C. abortus (Entrican et al., 2001). Quando existem duvidas acerca da condicdo de
animais a introduzir, estes devem ser vacinados antes da sua entrada na exploracdo. Se a infecéo
ja foi previamente diagnosticada numa exploragdo, os animais devem ser vacinados antes da
época reprodutiva, e fazer o reforco da vacinacdo apds 3 anos, ou mais cedo se a exploracao
estiver gravemente afetada (Longbottom e Coulter, 2003).

A estratégia mais eficaz para o controlo das infecbes causadas pelas espécies de
Chlamydia e Chlamydophila baseia-se no desenvolvimento de vacinas. Estdo disponiveis vacinas
inativadas e atenuadas, e ambas proporcionam um grau de protecdo aceitavel, reduzindo também
a quantidade de bactérias libertadas para o ambiente (Woldehiwet, 2006).

As vacinas inativadas podem ser preparadas promovendo a multiplicacdo do
microrganismo em ovo embrionado de galinha ou em cultura celular. As vacinas atenuadas séo
produzidas com estirpes obtidas por mutagénese quimica, que origina mutantes sensiveis a
temperatura, que crescem a 35°C mas néo a 39,5°C. Como as estirpes vacinais se multiplicam de

uma forma semelhante a que ocorre na infecdo natural, originam uma resposta imunitéria celular
30



Revisdo bibliografica

e humoral (Woldehiwet, 2006). Rocchi e colaboradores (2009) estudaram a resposta celular face
aos CEs de C. abortus em ovelhas previamente imunizadas com Enzovax® (vacina atenuada).
Os autores descrevem que € possivel estimular a proliferacdo celular induzida pelo antigénio e a
producdo de IFN-y pelas células mononucleadas de sangue periférico das ovelhas vacinadas.
Esta condigdo mimetiza a resposta imunitéria das ovelhas pos-abortadas, reforcando o conceito
de que o IFN-y esta fortemente correlacionado com a protecdo contra o AEO (Rocchi et al.,
2009).

As ovelhas saudaveis e as infetadas mas nao gestantes podem ser vacinadas com qualquer
uma destas apresentacfes em qualquer época do ano, até 4 semanas antes do acasalamento. A
vacina atenuada ndo podera ser administrada a animais submetidos a tratamento com
antibidticos, particularmente tetraciclinas (Longbottom e Coulter, 2003).

O operador devera tomar precau¢fes no manuseamento e administracdo destas vacinas.
Os organismos inativados séo incorporados em vacinas com adjuvante oleoso, que pode induzir
uma inflamacéo grave no local de injecdo no animal, e sdo também um risco para o operador em
caso de injecdo acidental. A vacina viva deverad ser manuseada apenas com luvas, e nunca por
mulheres gravidas ou imunodeprimidas, pois podera causar infecdo e aborto (Longbottom e
Coulter, 2003).

Nas Gltimas décadas fizeram-se muitos progressos na identificacdo dos componentes
bacterianos antigénicos mais importantes destes microrganismos intracelulares. Varios estudos
demonstraram que as MOMP sdo as principais estimulantes da resposta imunitaria humoral em
animais e humanos. Contudo, as vacinas baseadas nos complexos membranares externos
contendo MOMP, eram apenas parcialmente protetoras (Woldehiwet, 2006), principalmente
devido a estas proteinas estruturais ndo estimularem significativamente a imunidade mediada por
células, que tem um papel preponderante nas infecBes causadas por bactérias intracelulares.
Diversos estudos em humanos e animais mostraram que as células CD4+ “T-helper” tipo 1 e as
suas citocinas, tais como o IFN-y e o TNF-a sdo importantes no desenvolvimento de uma
imunidade eficaz (lgietseme et al., 2000).

As vacinas obtidas por via recombinantes sdo geralmente menos imunogénicas quando
comparadas com as vacinas inativadas e vacinas atenuadas (Petrovsky e Aguilar, 2004).
Contudo, a utilizacdo de adjuvantes e outros imunomoduladores sdo ferramentas com potencial
para aumentar a sua eficacia (Woldehiwet, 2006).

Recentemente tém sido desenvolvidas vacinas de DNA eficazes no controlo de algumas

doencgas provocadas por Chlamydiae (Woldehiwet, 2006). A compreensdo das bases celulares e
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moleculares da imunidade anti-clamidia e a disponibilidade de informacdo acerca da natureza
das principais proteinas imunogénicas e respetivos genes permitirdo novas abordagens para o

desenvolvimento de vacinas mais eficazes (Woldehiwet, 2006).

1.10. Potencial zoonético de C. abortus

Foram detetados casos esporadicos de doenca respiratoria em trabalhadores de
laboratdrio, operarios de matadouro e de fabricas produtoras de vacinas, que manusearam C.
abortus. Contudo, aparentemente, os agricultores e proprietarios de explorac@es infetadas néo
desenvolvem sintomas respiratorios associados (Longbottom e Coulter, 2003).

Em contrapartida, os rebanhos infetados na época de partos constituem um fator de
elevado risco para mulheres gravidas, devido a capacidade de C. abortus colonizar a placenta
humana. Desde 0s anos 50 que comecou a suspeitar-se de uma possivel relacdo entre 0s casos de
aborto em pequenos ruminantes provocados por Chlamydophila abortus (na época designado
Chlamydia psittaci serovar 1) e alguns casos de aborto espontaneo em mulheres gravidas, mas
essa relacdo so foi descrita em 1967 (Roberts et al., 1967).

Entre os anos 1987 e 2000 foram descritos 20 casos de aborto provocados por C. abortus,
e todos relatam um contacto prévio com pequenos ruminantes (Hyde e Benirschke, 1997; Feist et
al., 1999). Nos casos descritos, os principais sinais clinicos sdo inespecificos, tais como febre,
dor de cabeca, vémitos e tonturas. Se ndo forem tratadas adequadamente, as pacientes poderdo
desenvolver septicemia com coagulacédo intravascular disseminada. O aborto espontéaneo ocorre
pouco tempo ap6s 0 aparecimento dos primeiros sinais clinicos, e nos casos descritos, ocorreu
apos as 14 semanas de gravidez. A bactéria replica-se no interior do epitélio do trofoblasto,
conduzindo a uma disfuncdo placentaria e morte fetal (Pospischil et al., 2002). Assim, as
mulheres gravidas devem ser aconselhadas a evitar o contacto com pequenos ruminantes na
época de partos, e com qualquer produto resultante de aborto. As mulheres gravidas que
desenvolvam febre ou outros sintomas ndo-especificos, devem ser hospitalizadas tendo em conta

uma possivel infegcdo por C. abortus (Pospischil et al., 2002).
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Tém sido descritas infecdes zoonoticas por C. abortus, provenientes de diversas espéecies
animais (Longbottom e Coulter, 2003).
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Figura 6 - Potencial zoon6tico de Chlamydiae. Adaptado de Longbottom e Coulter, 2003
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2. Pesquisa de Chlamydophila abortus por PCR em ovinos Serra da Estrela
apoés aborto

O presente estagio curricular foi desenvolvido em cooperacdo com as Brigadas Sanitarias

da ANCOSE - Associagéo Nacional de Criadores de Ovinos Serra da Estrela.
Periodo: 4 de Julho a 30 de Agosto de 2011

Objetivo: Avaliar a importancia relativa da clamidiose nos casos de aborto declarado nos

ovinos da regido, através da técnica de PCR.

2.1. Instituicio de acolhimento e Area geografica do estudo

A ANCOSE, fundada em 1981 por um grupo de criadores, teve como principais objetivos
o melhoramento e defesa da raca ovina Serra da Estrela. Desde 1988 que a Associacdo €
detentora de uma estrutura interna responsavel pela execucdo no terreno de campanhas de
erradicacdo de varias doencas, bem como de um vasto conjunto de medidas de profilaxia,
educacdo sanitaria e bem-estar animal, com vista a melhoria do rendimento das exploracoes
(ANCOSE, 2001).

A campanha de luta contra a Brucelose dos Pequenos Ruminantes, assumiu-se desde o
inicio como a principal batalha a travar, pois alem de se tratar de uma zoonose com importantes
consequéncias na Saude Publica da regido, € uma doenca que afeta gravemente os efetivos
ovinos e caprinos, com implicacdes diretas na rentabilidade das explora¢ées (ANCOSE, 2001).

A acdo desta OPP (Organizacdo de Produtores Pecuérios) engloba atualmente doze
concelhos: Fornos de Algodres, Celorico da Beira, Gouveia e Seia, que reportam a Direcéo
Regional de Agricultura da Beira Interior, e Oliveira do Hospital, Tabua, Arganil, Gais,
Pampilhosa da Serra, Nelas, Mangualde e Carregal do Sal — Direcdo Regional de Agricultura da
Beira Litoral (Esteves, 2010). N

o

&

Figura 7 - Distribui¢o
dos principais efetivos da
- raca Bordaleira Serra da
Estrela. Adaptado da
Sociedade Portuguesa de
Ovinos e Caprinos
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2.2. ARegido

O presente trabalho foi desenvolvido na regido Centro de Portugal, uma &rea geografica
dominada pela imponéncia da Serra da Estrela, a mais importante montanha de Portugal
Continental.

A producdo ovina é uma das principais atividades pecuarias do nosso pais, sendo em
muitas regides uma importante fonte de subsisténcia. A regido da Serra da Estrela é uma dessas
zonas, em que 0 potencial da raca ovina autoctone associado a um dos melhores queijos de
montanha da Europa, contribui decisivamente para a fixacdo da populacdo nesta regido, onde a
indUstria dos lacticinios assume uma particular importancia na criacdo de postos de trabalho

diretos e indiretos (Esteves, 2010).

2.3. Efetivos pecuérios

A ovelha Serra da Estrela é explorada quase exclusivamente na vertente leiteira, em
regime semiextensivo. O seu maneio alimentar é conseguido através do recurso a pastagens
espontaneas e melhoradas, forragens e alimento concentrado, durante a época de lactacdo
(Cabral et al., 2004).

A maioria das exploracBes é do tipo familiar, em &reas geralmente pequenas, sendo 0s
seus efetivos de dimensdo bastante variada, como é tipico da regido Mediterranea (Carolino et
al., 2003). Segundo Borrego (1985), em 1980, o efetivo ovino Serra da Estrela seria constituido
por 275.654 animais, verificando-se desde entdo um constante decréscimo, particularmente
acentuado nas duas Ultimas décadas, para cerca de 75.000 animais (Dinis, 2009). A
desertificacdo do interior associada as dificuldades inerentes a atividade, sdo apenas alguns dos
fatores que contribuem para a crescente diminuicao do efetivo autdctone (Esteves, 2010).

Nos Ultimos anos, tem-se assistido a introducdo crescente de efetivos de outras ragas que
ameacam alterar significativamente o mapa populacional desta regido. Na maioria das situacdes,
os produtores adquirem machos de ragas Assaf ou Lacaune, que inserem em efetivos de fémeas
Serra da Estrela, resultando em cruzamentos que em poucas geracdes poderdo pér em causa a

sobrevivéncia da raga autoctone, e desvirtuar o Queijo Serra da Estrela (Esteves, 2010).
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2.4. Estrutura agréria e Sistemas de producao

A estrutura de producdo na Regido da Serra da Estrela é francamente minifundiaria,
estando a grande maioria da producdo assente em pequenas exploracbes. A maioria dos
produtores corresponde a uma populacdo envelhecida, com baixo nivel de instrucdo académica,
cuja aprendizagem se baseou em conhecimentos empiricos, muitos passados de geragdo em
geracdo. O nimero de produtores que abandonam a atividade ndo é suficientemente compensado
pelos jovens agricultores que ingressam na atividade (Cabral et al., 2004).

As principais justificacdes para o reduzido numero de cabecas por exploracdo baseiam-se
na estrutura agraria de pequenas dimensdes, com parcelas muito reduzidas, e na escassez de
mé&o-de-obra para a elaboracdo do queijo e conducdo do rebanho. Muitas exploragdes apresentam
também muitas deficiéncias a nivel estrutural, com reflexo nas condi¢fes higiossanitarias. No
entanto, tem-se vindo a registar uma crescente melhoria nas condicdes de exploragéo,
nomeadamente no que diz respeito ao nivel da edificacdo dos ovis, e a instalacdo de salas de
ordenha mecanizadas (Esteves, 2009).

O maneio alimentar baseia-se em producdes forrageiras proprias ou arrendadas, bem
como em subprodutos de cultivo, complementando-se com um importante recurso a matos, sob
cobertos de floresta e baldios. A utilizacdo de concentrados comerciais €, em média, baixa e
restrita as épocas de maiores necessidades nutritivas dos animais (lactacdo), o que revela o
predominio dos esquemas tradicionais extensivos, com bastante pastoreio de percurso, mas
poucos prados instalados. A escassez de recursos forrageiros implica que a transumancia de
Verdo ainda tenha alguma expressao (Cabral et al., 2004).

O periodo de atividade sexual decorre durante todo 0 ano mas em regra a época principal
de cobricdo decorre entre Abril e Junho, havendo outra época complementar em Setembro e
Outubro, para as malatas e as ovelhas vazias da época anterior (Barbas et al., 1998).

O maneio reprodutivo tradicional estd orientado fundamentalmente para paricdes
outonais, visando o fabrico do queijo durante o Inverno. No entanto, a melhoria das condicdes de
fabrico do queijo tem conduzido ao aparecimento gradual de exploragdes que optam por duas

épocas de cobricdo (Esteves, 2010).
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2.5. Racga

A ovelha Serra da Estrela é uma das ragas portuguesas mais produtivas, sendo explorada
nas suas duas variedades: branca e preta. A variedade preta constitui cerca de 10% do efetivo
total (Borrego, 1985).

Das suas caracteristicas consagradas no Livro Genealdgico, destacam-se os olhos grandes
e expressivos, 0s cornos em ambos o0s sexos e enrolados em espiral, e nas fémeas o Ubere de
forma globosa, desenvolvido, com sulco mediano evidente, e tetos grandes e bem implantados
(Esteves, 2010).

L

Figura 8 - Exemplar da raca Bordaleira Serra da Estrela - variedade branca. Foto do autor.
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Neste estudo foram colhidas amostras aos ovinos recentemente abortados, até um periodo
maximo de 14 dias apds o aborto. A area geografica limitou-se a zona de agdo da ANCOSE.
Foram colhidas um total de vinte amostras — Anexo I.

3.2. Caracterizacéo da amostra

Todas as amostras foram obtidas em animais da raca Bordaleira Serra da Estrela.

A temperatura corporal registada encontra-se no intervalo de 38,2 a 40,0°C
(valor médio 38,92°C).

O tempo decorrido entre o aborto e a data de colheita da amostra foi de 1 a 13 dias.

As amostras sdo provenientes de exploracdes com estatuto sanitario B3 e B4.

Concelho

9

8

7

6

5

4

3

2

1 _

O - T T

Arganil Téabua Oliveira do Gouveia Nelas
Hospital

Gréfico 1 - Numero de amostras colhidas por concelho
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Exploracoes

A

Gréfico 2 - Namero de amostras colhidas por exploracéo
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Gréfico 3 - Distribuicdo etéria da populacdo em estudo
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Gréfico 4 - Tempo estimado de gestacdo no momento do aborto
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3.3. Colheita e armazenamento das amostras

As amostras foram colhidas por zaragatoa vaginal. Seguidamente, foram inseridas em
tubo estéril seco, e armazenadas a -20°C até posterior analise no Laboratério de Microbiologia
do Departamento de Ciéncias Veterinarias da UTAD.

3.4. Protocolo experimental

Adicionou-se 400ul de tampdo fosfato (pH 7,2) aos tubos e, apds homogeneizacdo,
retirou-se 200 ul para extracdo dos &cidos nucleicos.

O DNA foi extraido recorrendo ao “High Pure PCR Template Preparation Kit”
(Roche®), de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante — ANEXO IlI.

Como controlo positivo, foi extraido o DNA de 50 ul de vacina Bedsa-Vac (Fort

Dodge®), segundo 0 mesmo protocolo.

3.5. “Primers”

Foram selecionados os oligonucle6tidos descritos por Panchev e colaboradores (2009),
que tém como alvo o gene ompA, resultando um fragmento com 82 pb.

Sequéncia dos “primers” utilizados:

CpaOMP1-F 5" GCAACTGACACTAAGTCGGCTACA 3

CpaOMP1-R 5" ACAAGCATGTTCAATCGATAAGAGA 3°

Os “primers” foram elaborados pela empresa STAB VIDA. Previamente, foram testados
na Plataforma BLAST® (“Basic Local Alignment Search Tool”) onde a sua especificidade foi

comprovada.
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3.6. PCR

As reagdes de amplificagdo ocorreram em termociclador (T Personal, Biometra®) tendo
em conta as precaucdes inerentes a realizacdo da técnica, como sejam a utilizacdo de
compartimentos e pipetas automaticas diferentes para a extracdo de DNA, a mistura dos
reagentes, a colocacdo das amostras e a eletroforese dos produtos de amplificacdo. Também néo
se descurou a utilizacdo de pontas com filtro e luvas descartaveis, bem como de hipoclorito de
sodio, com 2% de cloro livre, na limpeza das superficies.

Foi seguido o protocolo descrito por Panchev e colaboradores (2009). Para a reacdo
foram utilizados 12,5ul de SuperHot Master Mix (Bioron®) — Anexo Il — 5ul da amostra, 0,5l
(25pmol) de cada “primer” e 4gua ultrapura até perfazer um volume de 25pl.

Como controlo negativo foi utilizada agua ultrapura.

As condicgdes de amplificacdo foram: 94 °C — 15 min; 45 ciclos de 94 °C — 15 seg, 60 °C —
15 seg, 72 °C — 45 seg; extenséo final, 72 °C - 3 min.

N&o foi efetuada a sequenciacdo dos produtos de amplificagéo.

3.7. Eletroforese

A visualizacdo dos produtos das amplificacbes foi feita apos eletroforese em gel de
agarose a 2% em TBE (45 mM Tris-Borato, 1 mM EDTA), contendo 0,5 pg/ml de brometo de
etideo, em tina de eletroforese apropriada (Pharmacia®).

A eletroforese decorreu durante 1 horaa 85 V.

Registaram-se imagens, sob a acdo de luz UV, com camara fotogréafica digital (FinePix
ax250, Fujifilm®).
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4. Resultados

176 pb
133 pb
82 pb
Legenda:
1. Marcadores 176 pb e 133 pb 9. Amostra 14
2. Controlo Positivo 10. Amostra 10 (+)
3. Amostra 1 11. Amostra 4
4. Amostra 16 12. Amostra 19 (+)
5. Amostra 18 (+) 13. Amostra 17
6. Amostra 5 14. Amostra 12
7. Amostra 2 15. Amostra 3
8. Amostra 7 (+) 16. Controlo Negativo
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Legenda:
1. Marcadores 176 pb e 133 pb
2. Amostra 3
3. Amostra 11 (+)
4. Amostra 13
176 pb —» 5. Amostra 9 (+)
133 pb —» 6. Controlo Positivo
82 pb 7. Amostra 8 (+)
8. Amostra 15
9. Amostra 6 (+)

10. Amostra 20
11. Controlo Positivo
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Oito das 20 amostras (40%) revelaram uma banda nos 82 pb pelo que foram consideradas

positivas. Estes 8 animais pertenciam a 5 explorac6es de um total de 12 em que foram colhidas

amostras, localizadas nos concelhos de Oliveira do Hospital, Gouveia e Tébua. A caracterizacao

dos animais onde as amostras positivas foram recolhidas encontra-se na tabela seguinte:

Tabela 2 - Caracterizacdo das amostras positivas

N Tempo . .
e | Bxloracio | Caneaho | G | stmeao | S0 | TerEeaLe
de gestacéo P

6 D Gouveia 7 anos 3 meses 12 38,9

7 E Gouveia 2 anos 3 meses 13 39,2

8 OI|ve|r_a do 5 anos 3 meses 1 38,8
Hospital

9 F O|IV€II"a do 3 anos 3 meses 6 38,2
Hospital

10 F O||ve|r_a do 5 anos 4 meses 5 39,1
Hospital

11 F O|IV€II"a do 3 anos 3 meses 3 38,5
Hospital

18 J Gouveia 3 anos 4 meses 8 38,8

19 K Tabua 3 anos 3,5 meses 4 39,3

No exame fisico dos animais abortados na exploracdo F verificou-se a presenga de

corrimentos vaginais sanguinolentos:
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Figura 9 - Corrimento vaginal (amostra 8). Figura 10 - Corrimento vaginal (amostra 9).
Foto do autor Foto do autor

Figura 12 - Corrimento vaginal (amostra 11).
Foto do autor

Figura 11 - Corrimento vaginal (amostra 10).
Foto do autor

44



Discussao

5. Discussao

Chlamydophila abortus pode ser detetada diretamente na placenta, 6rgdos fetais e
excrecdo vaginal até 14 dias apds o aborto, através de cultura em ovo embrionado ou cultura de
celulas, imunofluorescéncia direta, imunohistoquimica, ELISA e testes de detecdo de DNA
(Storz et al., 1968; Johnson et al., 1983; Mahony et al., 1987; Brown e Newman, 1989; Dagnall
e Wilsmore, 1990; Griffiths et al., 1992; Buxton et al., 1996; Laroucau et al., 2001). Apesar das
diferencas significativas em termos de sensibilidade e especificidade, todas as técnicas sdo um
recurso importante no diagnostico do AEO (Sachse et al., 2009).

A utilizacdo do PCR revelou-se uma opcao valida, ndo s pela elevada especificidade e
sensibilidade, como também pela facilidade de colheita e manuseamento das amostras, e pela
diminuicdo dos riscos zoonoticos associados a manipulacdo destes materiais. Foram selecionados
os “primers” descritos por Pantchev e colaboradores (2009), tendo como alvo o gene ompA. Este
é considerado o segmento mais promissor para uma distin¢éo eficaz das espécies de Chlamydiae,
quando analisadas por PCR (Pantchev et al., 2009).

Apesar das limitacdes do PCR convencional quando comparado com o PCR em tempo
real (Sachse et al., 2009), ndo nos foi possivel utilizar esta Ultima metodologia. A
impossibilidade de quantificar o material genético (e indiretamente o nimero de microrganismos
presente na amostra) obriga a precau¢des adicionais na analise dos resultados, uma vez que um
resultado positivo apenas indica a presenca do microrganismo nos corrimentos vaginais. Apesar
de o quadro clinico ser compativel com AEO, ndo pode contudo afirmar-se que o aborto foi
causado por Chlamydophila abortus, pois também ndo evidenciamos as lesdes placentérias
caracteristicas provocadas por este agente. Além disso, ndo foram realizados testes para pesquisa
de outros agentes infeciosos potencialmente causadores de aborto.

O reduzido niumero de amostras podera ter resultado do receio dos produtores declararem
casos de aborto, associando possivelmente a infecdo por Brucella spp, e consequente recolha dos
animais. Talvez por este motivo, alguns produtores ignoraram este tema, mesmo sabendo tratar-
se de um estudo gratuito e apenas com fins académicos. As explicacBes dadas pelos produtores
na presenca de casos de aborto fundamentavam-se sobretudo, e empiricamente, em causas
ligadas ao regime alimentar e de maneio, ndo sendo geralmente por eles admitida a possibilidade

da presenca de agentes infeciosos como causa do aborto.
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Os dados obtidos aquando da colheita de amostras serviram para complementar a
informacdo da anamnese. A temperatura corporal dos animais foi registada, embora esses dados
ndo devam ser submetidos a analise estatistica, pois a comparabilidade ndo esta assegurada.

Os resultados estdo de acordo com a evidéncia clinica da presenca de C. abortus na
regido, como causa frequente de aborto em ovinos, mas poucas vezes alvo de diagnostico
laboratorial devido a restricbes econémicas. Apesar do tamanho reduzido da amostra (n=20), a
detecdo do genoma da bactéria em 8 dos animais testados alerta-nos para a possibilidade de esta
ser uma infecdo frequente na regido, e com um elevado impacto econdmico nas exploracfes. A
percentagem obtida (40%) aproxima-se dos resultados de Chanton-Greutmann e colaboradores
(2002) que analisaram um total de 86 amostras suspeitas de aborto infecioso em ovinos, em duas
épocas reprodutivas consecutivas, na Suica. Os autores identificaram o agente em 39% dos
ovinos testados, sendo a causa infeciosa de aborto mais frequente nos ovinos testados (Chanton-
Greutmann et al., 2002). Em Portugal, os unicos dados encontrados acerca da infecdo em ovinos
relataram uma presenca do agente em 26/59 (44%) dos animais testados, em amostras enviadas
para 0 LNIV, ao longo de 4 estacbes reprodutivas consecutivas, provenientes das regides de
Tréas-os-Montes, Beira Interior e Alentejo (Clemente et al., 2011).

No grupo dos resultados positivos, observam-se 4 casos de abortos isolados, detetados
nas exploragdes D, E, J e K, e 4 resultados positivos obtidos na exploracdo F. Nessa exploragéo,
0 produtor revelou a introdugéo de 11 animais adquiridos no ano 2010, de uma exploragdo com
estatuto desconhecido relativamente a presenca de C. abortus. De acordo com a epidemiologia
da doenca, esta introducdo de animais podera ter sido a porta de entrada do microrganismo na
exploracdo, e que tera originado varios casos de aborto na estacdo reprodutiva seguinte (2011).
Ocorreram 4 abortos em ovelhas das quais foram colhidas amostras positivas para C. abortus,
tendo-se observado corrimentos vaginais sanguinolentos nos animais afetados. Além disso, o
proprietario referiu a ocorréncia de mais 3 abortos na mesma época reprodutiva, num total de 68
fémeas que ficaram gestantes, indicando portanto uma percentagem de aborto de cerca de 10%.
Relativamente a época reprodutiva de 2012, tudo decorreu com normalidade, sem casos de
aborto a relatar.

O microrganismo foi identificado em 42% das exploragdes que notificaram a ocorréncia
de abortos, distribuidas pelos concelhos de Oliveira do Hospital, Gouveia e Tabua. A idade
média das fémeas no momento do aborto foi de 3,9 anos. O tempo médio de gestacdo foi de
aproximadamente 3,3 meses, periodo que se encontra no limite inferior relatado pela maioria das

fontes bibliograficas, que referem o Gltimo terco de gestagdo. Em alguns animais foram
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observados corrimentos vaginais sanguinolentos, um sinal clinico compativel com AEO (Aitken
e Longbottom, 2007).

Tendo em conta a metodologia utilizada, os resultados negativos apontam para outras
causas de aborto, uma vez que ndo foi detetada C. abortus nas zaragatoas vaginais. Nestes casos
seria Util a realizacdo de analises para detecdo de outros agentes infeciosos. Todas as exploracoes
em que se efetuaram colheitas possuiam estatuto sanitario B3 ou B4, sendo portanto menos
provavel a ocorréncia de abortos causados por Brucella spp. Contudo, seria importante afastar
esta possibilidade uma vez que a detecdo precoce desta afecdo é uma importante medida para o
seu controlo.

A técnica permitiu detetar C. abortus no periodo descrito na bibliografia como adequado
para a colheita das amostras por zaragatoa vaginal, pois por exemplo as amostras 6 e 7, foram
colhidas 12 e 13 dias ap0s o aborto. Assim, confirma-se a utilidade da técnica mesmo ap6s um
periodo consideravel de tempo apds o aborto bem como a importancia da excre¢do do agente por

via vaginal.
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6. Considerac0es finais

Chlamydophila abortus encontra-se muito bem adaptada aos seus hospedeiros,
estabelecendo uma infegdo subclinica persistente nas fémeas ndo gestantes, e provocando aborto
na fase final de gestacdo. Consequentemente, sdo libertados para o ambiente grandes quantidades
de CEs infeciosos, ndo s6 na época do parto como em cios posteriores (Livingstone et al., 2009;
Rocchi et al., 2009). Apesar de ainda permanecerem muitas questfes relativas a patogenia, tais
como o local de persisténcia do microrganismo, 0s conhecimentos atuais indicam que a

prevencdo da infecdo placentaria € a chave do sucesso (Rocchi et al., 2009).

O método de PCR convencional permitiu-nos analisar de uma forma rapida e
relativamente economica as amostras colhidas, e comprovar por metodos moleculares que o

organismo esta presente em varias exploracfes de ovinos na Regido da Serra da Estrela.

No futuro, seria vantajoso o desenvolvimento de metodologias PCR (nomeadamente
“PCR multiplex”) que permitam a detecdo simultdnea de véarios agentes infeciosos

potencialmente causadores de aborto em ovinos, e desta forma, reduzir os custos analiticos.

Em Portugal, até a data desta publicacdo ndo foram encontrados dados epidemioldgicos
acerca do papel das Chlamydiaceae na patologia reprodutiva dos animais de producdo. Apesar
de ndo poder excluir-se a presenca de outros agentes potencialmente causadores de aborto, a
frequéncia de detecdo de Chlamydophila abortus no presente estudo, e os dados obtidos por
Clemente e colaboradores (2011) sugerem que esta infe¢do tenha um papel importante no aborto

dos ruminantes domeésticos em Portugal.

No nosso pais sdo necessarios estudos epidemioldgicos adicionais de forma a melhorar a

performance reprodutiva dos ovinos e reduzir o risco de transmissao zoono6tica do agente.
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Anexo | — Caracterizagdo das amostras

Tempo Tempo de
. Estatuto Idade ] . ] Temperatura
Amostra | Exploracéo . Concelho ] estimado | colheita ap6s
Sanitario Animal . (°C)
gestacéo aborto
Oliveira do .
1 A B3 ] 7 anos 3 meses 1 dia 40,0
Hospital
Oliveira do
2 A B3 . 6 anos 3 meses 2 dias 39,4
Hospital
] 2 meses e .
3 B B4 Arganil 4 anos . 13 dias 38,2
meio
Oliveira do )
4 C B3 . 5 anos 3 meses 10 dias 39,5
Hospital
Oliveira do
5 C B3 . 4 anos 3 meses 8 dias 38,7
Hospital
6 D B4 Gouveia 7 anos 3 meses 12 dias 38,9
7 E B4 Gouveia 2 anos 3 meses 13 dias 39,2
Oliveira do .
8 F B4 . 5 anos 3 meses 1dia 38,8
Hospital
Oliveira do .
9 F B4 ) 3 anos 3 meses 6 dias 38,2
Hospital
Oliveira do .
10 F B4 ) 5 anos 4 meses 5 dias 39,1
Hospital
Oliveira do
11 F B4 ] 3 anos 3 meses 3 dias 38,5
Hospital
3 meses e )
12 G B4 Nelas 7 anos . 10 dias 38,9
meio
13 G B4 Nelas 5 anos 3 meses 10 dias 384
3 meses e
14 G B4 Nelas 6 anos . 12 dias 38,9
meio
15 G B4 Nelas 5 anos 3 meses 8 dias 39,2
3 meses e
16 H B3 Gouveia 6 anos ) 7 dias 39,4
meio
] 3 meses e )
17 | B4 Gouveia 5 anos ) 3 dias 384
meio
18 J B4 Gouveia 3 anos 4 meses 8 dias 38,8
3 meses e .
19 K B3 Tébua 3 anos ) 4 dias 39,3
meio
20 L B4 Tébua 7 anos 3 meses 12 dias 38,6
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Anexo Il — Protocolo de extracdo de acidos nucleicos

1- Para um tubo estéril de microcentrifugadora de 1,5 ml:
a. Adicionar 200 pl da amostra.
b. Adicionar 200 ul de Binding Buffer.
c. Adicionar 40 ul da solucéo de Proteinase K reconstituida, e misturar
imediatamente o contetdo do tubo.

d. Incubar o tubo durante 10 minutos a 70°C.

2- Ap0s a incubacédo, misturar a amostra com 100 pl de Isopropanol.

3- Para transferir a amostra para o High Pure Tube:
a. Inserir um High Pure Filter Tube num Collection Tube.

b. Pipetar toda a amostra para o reservatorio superior do Filter Tube.

4- Inserir toda a montagem do High Pure Tube na microcentrifugadora, e centrifugar
durante 1 minuto a 8000 x g.

5- Apobs a centrifugacao:
a. Remover o Filter Tube do Collection Tube e descartar o liquido e o Collection
Tube.

6- Para remover os inibidores:
a. Adicionar 500 pl de Inhibitor Removal Buffer ao reservatoério superior do
conjunto Filter Tube. Repetir a centrifugagédo (1 min a 8000 x g) e descartar o
sobrenadante e o Collection Tube.

b. Voltar a inserir o Filter Tube num novo Collection Tube.

7- Para lavar a amostra:
a. Adicionar 500 pl de Wash Buffer ao reservatorio superior do Filter Tube.

b. Repetir a centrifugagdo (como no Ponto 4).
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8- Apo0s a primeira lavagem:
a. Repetir o Ponto 5.
b. Repetir o passo de lavagem (Ponto 7). Descartar o sobrenadante.
c. Centrifugar o conjunto Filter Tube — Collection Tube durante 10 segundos a
velocidade méaxima (aprox. 13 000 x g) para remover a Wash Buffer residual.

9- Descartar o Collection Tube e inserir o Filter Tube num tubo estéril de

microcentrifugadora de 1,5 ml.

10- Para eluir o acido nucleico:
a. Adicionar ao Filter Tube 200 ul de Elution Buffer pré-aquecida (70°C).

b. Centrifugar o conjunto durante 1 minuto a 8000 x g.
11- O tubo contém agora os acidos nucleicos eluidos.

a. Utilizar diretamente uma fracdo dos acidos nucleicos eluidos para PCR, ou

conservar a uma temperatura de 2-8°C para posterior analise.
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ANEXO Il — SuperHot Master Mix (2x)

Composicao

o Taq DNA Polimerase em tampé&o de reacdo: 0.1 u/pl

« Anticorpos anti- Taqg DNA Polimerase, concentracdo ajustada para a inibicao eficaz da
DNA Polimerase a 37°C

32 mM (NH4)2SO4

130 mM TrisHCI, pH 8.8 a 25°C

0.02% Tween-20

3 mM MgCl ,

dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP): 0.4 mM de cada

Condicdes de armazenamento

-20°C

Protocolo de PCR utilizando a “SuperHot PCR Master Mix (2x)”

Devido a inibicdo da actividade da polimerase através da presenca de anticorpos anti- Taqg DNA
Polimerase, as reacdes poderdo decorrer a temperatura ambiente.
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ANEXO 1V — Formulario de caracterizacdo de amostras

AMOSTRA? DATA DE COLHEITA
CODIGO DE EXPLORAGAO : ESTATUTO SANITARIO:
MORADA:

PROPRIETARIO:

IDENTIFICAGCAO DO ANIMAL:

IDADE: RACA:
JA ABORTOU PREVIAMENTE: SIM( ) NAO ( )
DATA DO ABORTO: T(2C)

TEMPO PROVAVEL DE GESTACAO:

VACINAGAO: BRUCELOSE ()
LINGUAAZUL ( )
OUTROS:
DESPARASITAGAO: DATA:
OBSERVACOES:
utad % -
:Eifiztfi ' N
P ANCOSE
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