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Campylobacter fetus subespécie fetus: abortamento e natimortalidade em ovinos

Campylobacter fetus subspecies fetus: abortion and stillbirths in sheep

Leticia Trevisan Gressler'™ Jackeline Karsten Kirinus" Gustavo Machado"' Felipe Libardoni'
Agueda Castagna de Vargas'

-NOTA-

RESUMO

A bactéria do género Campylobacter esta
comumente envolvida em surtos de abortos ovinos em muitos
paises. No Brasil, até o presente momento, ainda nao houve
relato sobre a ocorréncia de aborto em ovinos causado pelo C.
fetus, subespécie fetus (C. fetus ssp. fetus). No presente trabalho,
relata-se a detecgdo deste agente em fetos e natimortos ovinos
naturalmente infectados. Desse modo, alerta-se para a
possibilidade de novos casos de aborto em ovinos causados
por C. fetus ssp. fetus.

Palavras-chave: aborto, natimorto, Campylobacter fetus
subesp. fetus, ovino, PCR.

ABSTRACT

The bacteria of genus Campylobacter spp, is
commonly involved in outbreaks of ovine abortion in many
countries. In Brazil, until now, there has been no report on the
occurrence of abortion in sheep caused by C. fetus subsp. fetus.
In this paper, we report the detection this bacteria in ovine
fetuses naturally infected. Thus, alert for possible cases of
abortion in sheep caused by C. fetus subsp. fetus.

Key words: abortion, Campylobacter fetus subesp. fetus, ovine,
PCR.

Abortamento e natimortalidade em ovinos,
embora frequentes, ndo sdo diagnosticados de maneira

definitiva em cerca 56% dos casos (KIRKBRIDE, 1993).
Quando determinados, os principais agentes
infecciosos envolvidos sdo: Toxoplasma gondii,
Campylobacter fetus subespécie fetus (C. fetus ssp.
fetus), Yersinia pseudotuberculosis, Fusobacterium
necrophorum, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Brucella ovis, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, Chlamydophila abortus e
Neospora caninum (KIRKBRIDE, 1993; WEST et al.,
2006; ENTRICAN etal., 2010). Em um estudo com 1.784
produtos de abortamento e natimortalidade, observou-
se que T. gondii, C. abortus e Campylobacter spp.,
juntos, foram responsaveis por 25% dos casos
(KIRKBRIDE, 1993).

No Brasil, da mesma forma, estes sdo os
agentes mais comumente citados como provaveis
causas de abortamento e natimortalidade em ovinos,
no entanto, a maioria dos relatos esta baseada em
evidéncias sorologicas para C. abortus, N. caninum
(HELMICK, etal.,2002) e T. gondii (PINHEIRO etal.,
2009). Dessa forma, estudos demonstrando a etiologia
sdo escassos, dentre eles, VARGAS et al. (2005)
relataram o isolamento ¢ identificagdo de C. jejuni em
um feto ovino abortado e MORAES et al. (2011), a
detec¢do molecular de T. gondii em tecidos fetais.
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Diante disso, o presente trabalho tem por objetivo
relatar, pela primeira vez no Brasil, o C. fetus ssp. fetus
como etiologia em casos de natimortalidade e
abortamento em ovinos naturalmente infectados.

O primeiro caso ocorreu em abril de 2005, no
municipio Sdo Vicente do Sul, localizado no Rio Grande
do Sul (RS), onde ocorreram dois casos de natimortos
em ovelhas de um rebanho de 150 matrizes da raga Ile
France. Os animais estavam alocados em um sistema
de semiconfinamento, eram alimentados com pastagem
(aveia e milheto) e apresentavam boa condigao corporal.
Os natimortos possuiam 150 dias de idade e mediam
40cm de comprimento, da nuca ao sacro. Foi a primeira
vez que ocorreu este tipo de problema reprodutivo na
propriedade.

Em maio de 2010, no municipio Dilermando
de Aguiar, no RS, ocorreram quatro casos de aborto em
ovelhas da raca Texel, no periodo de dois dias. O
rebanho era composto por 800 animais, sendo 400
matrizes. Os animais viviam em semiconfinamento, eram
alimentados com pastagem nativa e cultivada (aveia e
azevém), e apresentavam boas condigoes fisicas. Os
fetos possuiam 105 dias de idade e mediam 30cm de
comprimento, da nuca ao sacro. Nessa propriedade,
no ano de 2009, ocorreram casos de aborto, sem
diagnostico conclusivo.

Nos casos aqui apresentados, os
proprietarios relataram natimortalidade e abortamento
no tergo final da gestagdo em duas e quatro ovelhas da
raga Ile France e Texel, respectivamente. Os animais
eram vacinados contra carbunculo sintomatico,
enterotoxemia e leptospirose. Além disso, eram
vermifugados regularmente, a cada 60 dias, e
submetidos ao pastoreio rotativo em diferentes
piquetes. Em ambos os casos, ndo houve relato de
alteracdo no manejo dos ovinos que possa estar
relacionada aos problemas reprodutivos apresentados
acima. Além dos ovinos, caninos, felinos, aves e
equinos tinham acesso aos mesmos ambientes. Apos
uma longa anamnese, suspeitou-se de
campilobacteriose.

Os produtos de abortamento e
natimortalidade foram submetidos a necropsia no
Laboratorio de Patologia Veterinaria até 12 horas ap6s
a morte. Durante a necropsia, foram coletados 6rgaos
(pulmao, figado, coragdo, rim, adrenal, abomaso,
intestino delgado e grosso, reto e encéfalo) para exames
histopatoldgicos e bacterioldgicos.

Amostras de figado e liquido abomasal
foram semeadas em base de agar (Oxoid®) acrescido de
10% de sangue ovino e incubadas a 37°C por 72 horas
em aerobiose e microaerofilia (10% CO,, 6% O,, 84%
N,). Além disso, as amostras foram também incubadas

a 37°C por trés dias em meio de transporte e
enriquecimento (TEM) (LANDER, 1990) e ap6s foram
semeadas em base de agar (Ox0id®) acrescido de 10%
de sangue ovino e incubadas a 37°C por 48 horas em
microaerofilia. Em seguida, realizou-se analise
morfologica, tintorial e bioquimica das culturas,
segundo QUINN et al. (2005).

A caracterizacao molecular foi realizada em
amostras oriundas do meio TEM apo6s cinco dias de
incubago, através da extracdo de DNA pelo protocolo
de CTAB (brometo de cetil trimetil amonio), precedido
por uma digestdo com SpL de proteinase K (20mg/mL)
por 60 minutos a 37°C (SAMBROOK & RUSSELL,
2001) e, posteriormente, submetido a técnica da reagdo
da polimerase em cadeia (PCR). Para identificacdo
molecular do género e espécie de Campylobacter,
foram wutilizados os primers (FetlF 5’
CTCATAATTTAATT GCACTCATA 3’ e 69Rar 5’
CTTAGGACCGTTATAGTTAC 3°) (BASTYNS et
al.,1994). Ja para caracterizar as subespécies de C. fetus,
foram utilizados dois pares de primers (MG3F 5’
GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT 3° e MG4R 5’
TAGCTA CAATAACGACAACT 3’ e VENSFI1 5’
CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT e VENS 2
S’GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT 3°) (HUM et
al., 1997). A mistura para reacdo constou de SuL de
DNA molde, adicionados ao mix do PCR, contendo:
25pmol de cada primer, 10mM de Tris-HCI, 50mM de
KCI, 2mM de MgCl,, 200uM de cada oligonucleotideos
(dNTPs) e 1U Taq DNA polimerase. Os resultados da
PCR foram verificados em gel de 1,5% de agarose,
corados com brometo de etidio e visualizados sob luz
ultravioleta. Como controle, foi utilizado o DNA extraido
das cepas de referéncia de C. fetus ssp. fetus (ATCC
27374) e C.fetus ssp. venerealis (ATCC 19438).

A necropsia ndo revelou alteragdes
macroscoOpicas significativas, apenas alteragdes
autoliticas. Nos figados, foi observada congestdo
difusa moderada a acentuada e consisténcia reduzida,
o0 que ndo sugere o diagndstico relacionado a suspeita
inicial, uma vez que as lesdes patognomonicas para
campilobacteriose sdo necrdticas circulares de 2cm de
didmetros com bordas elevadas, claras e centros
deprimidos e escuros na superficie do figado de
cordeiros abortados (QUINN et al. 2005). Ao exame
histopatoldgico, observou-se congestio e hemorragia
multifocal a coalescente acentuada no timo, autodlise
difusa moderada no intestino delgado, autolise difusa
acentuada, com hemorragia multifocal leve nos rins e
congestao difusa acentuada no encéfalo.

Na analise microbiologica, ndo foi
evidenciado crescimento bacteriano compativel com
Campylobacter spp., E. coli, L. monocytogenes, B.
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abortus e Y. pseudotuberculosis. No entanto, na
caracterizagdo molecular, de acordo com BASTYNS et
al. (1994), foi verificada uma amplificagdo de 835 pares
de base (pb), identificando-o como C. fetus. Na
sequencia, a fim de determinar a subespécie, utilizaram-
se dois pares de primers, sendo visualizado somente
um produto de 750pb, identificando as amostras de
DNA extraido como C. fetus ssp. fetus, de acordo com
WAGENAAR etal. (2001).

Diante do achado, recomendou-se aos
proprietarios o isolamento dos animais envolvidos nos
casos, a fim de prevenir novas infecg¢des, uma vez que
esses podem apresentar a colonizacdo da vesicula biliar
apos a infecgdo, eliminando de forma intermitente o C.
fetus ssp. fetus (HIRSH, 2003). No entanto, segundo
QUINN etal. (2005), C. fetus ssp. fetus, bem como C.
jejuni e C. coli, podem estar presentes no trato
intestinal de ovinos, podendo causar abortos
esporadicos.

As bactérias do género Campylobacter sdo
estritamente microaerofilas, logo, ndo persistem na
atmosfera rica em oxigénio e ndo sdo encontradas no
meio ambiente, além de apresentarem crescimento
fastidioso em meios de cultura artificiais (QUINN et al.,
2005) e necessitarem de condigdes especiais de
transporte (HUM et al., 1997). Essas caracteristicas,
aliadas ao grau de autolise verificado durante o exame
histopatologico, podem justificar a auséncia de
isolamento do C. fetus ssp. fetus.

No Rio Grande do Sul, estima-se 15% a 40%
de mortalidade em cordeiros (LOBO, 2002). A principal
causa ¢ o complexo inani¢do/hipotermia, responsavel
por 56% a 78% das mortes, seguido das distocias (8,6%
a16,7%) (HANCOCK etal., 1996). A predagdo primaria,
as infec¢des neonatais, os abortos, natimortos e as
malformagdes congénitas sdo pouco frequentes, com
menos de 5% para cada uma delas (NOBREGA et al.,
2005).

A identificagdo do agente etiologico pela
deteccdo do seu DNA, em comparagdo ao método
bacteriologico, torna a PCR uma alternativa pratica aos
laboratorios de diagndstico. Essa técnica elimina a
necessidade de isolamento e testes bioquimicos em
micro-organismos de crescimento fastidioso e com
poucas caracteristicas bioquimicas para identificacao,
como ¢ o caso de bactérias do género Campylobacter
(HUM etal., 1997).

O resultado da analise molecular confirmou
a suspeita inicial, sendo detectado o C. fetus ssp. fetus.
Por se tratar do primeiro relato no Brasil, alertamos para
o diagnostico molecular associado ao fenotipico, a fim
de aumentar a sensibilidade em busca de se determinar
aetiologia, bem como estabelecer o controle adequado
da doenga no rebanho.
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