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RESUMO GERAL

A Clamidofilose é uma doenca infectocontagiosa, causada pela bactéria Chlamydophila
abortus, responsavel por causar distarbios reprodutivos, ocasionando grandes perdas
econémicas na caprinovinocultura. O presente trabalho teve como objetivo realizar um
estudo soroepidemioldgico e fatores de risco da Clamidofilose, nas duas mesorregides
mais representativas (Central Potiguar e Oeste Potiguar) do Estado do Rio Grande do
Norte (RN), através da técnica Reacdo de Fixacdo de Complemento (RFC), alem de
realizar analise de possiveis fatores de risco a doenga. Foram coletadas amostras de
sangue de 540 animais, sendo 230 da mesorregido Central Potiguar e 310 da Oeste
Potiguar. Das 54 propriedades, 17 (31,5%) apresentaram pelo menos um animal
soropositivo para a infeccdo, sendo que dos 540 animais, 20 (3,7%) foram
sororreagentes para C. abortus. A soroprevaléncia por propriedade na mesorregido
Oeste Potiguar foi de 35,5% (11/31) sendo superior a encontrada na mesorregido
Central Potiguar de 26,1% (6/23). As propriedades em estudo estdo distribuidas em sete
municipios, 0s quais todos apresentaram pelo menos uma propriedade positiva a
infecgdo. Estatisticamente, nenhuma varidvel foi considerada associada a maior
probabilidade de ocorréncia de propriedades positivas. O fator sexo, neste estudo,
apresentou associacdo significativa (p<0,05) para infec¢do, pois 5,1% (19/373) das
fémeas foram soropositivas, enquanto que somente 0,6% (1/167) eram machos.
Verificou-se que as matrizes (5,6% - 18/321) s@o numericamente mais afetadas que
machos jovens (2,9% - 1/35) e fémeas jovens (1,2% - 1/82). Desta forma, foi possivel
concluir que, embora a Clamidofilose esteja presente em baixa frequéncia no estado
estudado, torna-se relevante a elaboracdo de programas de controle e prevencdo desta
enfermidade, pelos 6rgdos oficias do Estado do Rio Grande do Norte, bem como, a
implantacdo de medidas sanitarias e de capacitacdo dos técnicos e criadores de caprinos,
visto que se trata de uma enfermidade com facil disseminagéo entre os rebanhos e por

apresentar riscos a saude humana.

Palavras-chave: Caprinocultura; Clamidofilose; Epidemiologia.
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GENERAL ABSTRACT

Chlamydophilosis is an infectious contagious disease caused by Chlamydophila
abortus, responsible for causing reproductive disorders, and great economic losses in
goat breeding. The aim of this study was to perform a seroepidemiological study risk
factors of chlamydophilosis in the two most representative mesoregions (Central
Potiguar and West Potiguar) of the Rio Grande do Norte (RN), using the Complement
Fixation Reaction (CFR) technique. Blood samples were collected from 540 animals, of
which 230 were from the Central Potiguar mesorregion and 310 from the West
Potiguar. Of the 54 properties, 17 presented at least one seropositive animal for an
infection, with prevalence of 31.5%, with a prevalence of serum reagent for C. abortus
of 3.7% (20/540). The seroprevalence by property in the west Potiguar mesoregion was
35.5% (11/31), higher than that found in the Central Potiguar mesoregion of 26,1%
(6/23). The properties under study are distributed in seven municipalities, which are
presented by at least one positive property infected. Statistically, no variables were
considered to be associated with a higher probability of occurrence of positive
properties. The sex factor, in this study, presented a significant association (p <0.05) for
infection, since 5.1% (19/373) of the females were seropositive, only 0.6% (1/167) were
males. It was found that the matrices (5.6% - 18/321) were more affected than the
young male and femal animals respectively (2.9% - 1/35) and (1.2% - 1/82). It was
possible to conclude that chlamydophilosis is present at low frequency in the state.
Therefore, it is relevant, through official agencies, the elaboration of disease control and
prevention programs in the Rio Grande do Norte State, as well as the implementation of

sanitary measures and the training of technicians and goat farmers.

Keywords: Goat breeding; Chlamydophilosis; Epidemiology.
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CONSIDERACOES INICIAIS

A caprinocultura € uma atividade socio-econbmica presente em todos 0s
continentes. Essa vem despontando no agronegocio brasileiro como opcdo de
diversificacdo da producgéo, gerando oportunidades de emprego, renda e fixagdo do
homem no campo, demonstrando seu importante papel no contexto da pecuaria
brasileira. Entretanto, ainda apresenta, geralmente, baixos indices de produtividade e
rentabilidade, sendo exercida, em sua maioria, de forma empirica e extensiva (SANTOS
etal., 2011).

No Nordeste do Brasil, a caprinocultura apresenta sua importancia econdémico-
social que consiste na producdo de leite e de carne para alimentacdo das populagdes,
como fonte de proteina animal. Devido a capacidade de sobreviver ao clima adverso
que periodicamente ocorre na regido, o caprino € tido como uma das importantes fontes
de proteina para as familias nordestinas (SILVA et al., 2000).

Contudo, a cadeia produtiva da caprinocultura no Brasil ainda é fragil,
necessitando que ocorram mudancas culturais importantes para torna-la competitiva e
consolidada no cenario nacional e entdo, atingir o0 mercado exterior com maior solidez
(SOUSA, 2007). As limitacbes zootécnicas e sanitarias, e a baixa capacidade de
investimento ainda acarretam baixos indices de produtividade e de rentabilidade
(PINHEIRO et al., 2000).

Os distarbios reprodutivos, notadamente o aborto, tém sido relatados e
apontados por alguns pesquisadores do Nordeste como a principal queixa clinica depois
da helmintose gastrintestinal (PINHEIRO et al., 2000). Para qualquer sistema de
producdo, o manejo sanitario é de grande importancia. O desequilibrio neste manejo
pode afetar o desenvolvimento da atividade e ocasionar risco a salde publica. Neste
contexto, esta inserida a doenca Clamidofilose.

A Clamidofilose € uma infeccdo bacteriana responsavel por problemas
reprodutivos em muitas espécies. Em caprinos e ovinos, a Chlamydophila abortus é um
dos agentes mais comumente isolados de cabras e ovelhas que abortaram, em varios
paises do mundo (RODOLAKIS, 2001). Alem dos prejuizos econdmicos atribuidos a
infeccdo por este agente (NIEUWHOF; BISHOP, 2005), destaca-se, sua relevancia
como zoonose (PAPP; SHEWEN, 1997).

Esta enfermidade foi inicialmente diagnosticada por STAMP et al. (1952) na

Escocia e em seguida comecou a ser prevalente em outros paises europeus. STORZ et
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al. (1960) foram os pioneiros no isolamento da bactéria da familia Chlamydiaceae a
partir de amostras de aborto (liqguido amnidético, feto e placenta) em bovinos. Ja no
Brasil, o primeiro relato foi feito por Freitas; Machado (1988), em Belém-PA.

Em pequenos ruminantes geralmente a ocorréncia de abortos ocorre nas ultimas
semanas de gestacdo, o qual é um dos primeiros sinais de que a C. abortus esté presente
no rebanho (LONGBOTTOM; COULTER, 2003; NAVARRO et al., 2004). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude Animal, OIE (2000) a enfermidade pode ser
diagnosticada através da sorologia, usando o método da Reacdo de Fixacdo do
Complemento (RFC).

A transmisséo da C. abortus pode ocorrer de forma vertical, da mée para o feto e
horizontal pela via digestiva, genital ou conjuntival. A principal via de infeccdo para o
ser humano e animais € atraves da ingestdo dos corpos elementares (CE). Além desta,
tem sido igualmente relatadas a via aerdgena (aerossol), contato direto com mucosas
bucal, genital ou conjuntival e, ainda, transmissdo venérea, embora esta Gltima ndo
tenha sido devidamente comprovada (APPLEYARD et al., 1985; JONES;
ANDERSON, 1988; TEAKUN, 2007).

A Clamidofilose é classificada como zoonose e representa um risco a mulheres
gestantes (AISEN, 2008). Ressalta-se a importancia para saude publica, ja que existem
relatos sobre casos de transmissao deste agente para funcionarios de abatedouros, bem
como para mulheres gestantes que trabalham em propriedades e tem contato com
animais infectados (AITKEN; LONGBOTTOM, 2007).

Considerando a importancia desta enfermidade para a exploragéo de caprinos,
no que tange as limita¢6es reprodutivas, o presente trabalho teve como objetivo realizar
um estudo soro-epidemioldgico aliado a analise dos fatores de riscos associados a
Clamidofilose no Estado do Rio Grande do Norte. Destaca-se, ainda, que este trabalho é
parte integrante do projeto intitulado: ESTUDO ZOOSSANITARIO DA
CAPRINOCULTURA E OVINOCULTURA TROPICAL: Epidemiologia, riscos e
impacto econémico das enfermidades, aprovado e financiado pelo CNPg-MAPA, no
edital N° 64 de 2008.
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INTRODUCAO

A Clamidofilose ¢ uma infeccdo bacteriana responsavel por causar problemas
reprodutivos em varias especies. Em caprinos e ovinos € uma das principais causas de
aborto (RODOLAKIS, 2001). Além de causar aborto em pequenos ruminantes as
infecgBes por clamidofilas sdo reconhecidas mundialmente por apresentarem serios
riscos a satude humana. O seu potencial zoonético é reconhecido com relatos da doenca
em mulheres gestantes expostas ao agente (BUXTON, 1986; AITKEN et al., 1990).

As consequéncias da infeccdo sdo infertilidade, aborto, natimortalidade e
nascimento de animais fracos (GRIFFITHS et al., 1992; HOLLIMAN et al., 1994). O
patégeno pode ser transmitido de forma vertical ou horizontal. A ingestdo do agente é a
principal via de transmissdo, podendo os animais se contaminarem em qualquer idade
ou periodo do ano (DeGRAVES et al., 2004).

No Brasil, ainda sdo poucos os estudos sobre a Clamidofilose em pequenos
ruminantes. O primeiro relato foi feito por Freitas; Machado (1988), que isolaram C.
psittaci de oOrgdos de bufalos, com sintomas de serosite e abatidos para consumo.
Romijn; Liberal (1990) isolaram Chlamydia sp. por cultivo celular de pulmao e traqueia
de bezerros necropsiados no Rio de Janeiro. Gomes et al. (2001) isolaram Chlamydia
psittaci de fluido seminal de touros com vesiculite. lgayara-Souza et al. (2004)
realizaram estudos de prevaléncia em bovinos no Estado de Sdo Paulo e encontraram
5,3% de animais positivos para C. abortus. Piatti et al. (2006) relataram uma
soroprevaléncia de 12,0% para Chlamydophila spp. em caprinos, procedentes dos
Estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Minas Gerais e Bahia, enquanto que 0s ovinos

apresentaram resultados negativos.

Buscando subsidiar mais estudos sobre a Chlamydophila abortus no Brasil, o
presente trabalho tem como objetivo realizar um levantamento soroepidemiologico
junto a anélise dos fatores de riscos associados a Clamidofilose no Rio Grande do

Norte.
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CLAMIDOFILOSE EM CAPRINOS

Caprinocultura

A caprinocultura € uma atividade explorada em todos os continentes, entretanto,
somente em alguns paises apresenta expressividade econémica, sendo na maioria dos
casos, desenvolvida de forma extensiva, com pouca utilizacdo de tecnologias
(EMBRAPA CAPRINOS, 2000).

A maioria dos caprinos no mundo encontra-se em regides em desenvolvimento,
evidenciando a capacidade de adaptacdo da espéecie em condigdes adversas, ressaltando
sua rusticidade (RIBEIRO, 1998). Nessas regifes, a caprinocultura representa uma parte
importante da economia agropecudria por meio da comercializacdo de diversos
produtos, como leite e derivados, carne e peles, gerando desta forma, renda e emprego
para a sociedade (UZEDA et al., 2007).

Na Regido Nordeste o efetivo caprino destaca-se nos Estados da Bahia (33,4%),
Pernambuco (19,8), e Piaui (16,8%), que, juntamente com Ceard (12,3%), Paraiba
(7,6%) e Rio Grande do Norte (4,9%), representam 94,8% do total da regido (IBGE,
2015).

O desenvolvimento da caprinocultura, nesta regido, é gravemente afetado por
inimeros fatores, entre eles, a alta incidéncia de problemas sanitarios. A criacdo de
caprinos nas regiGes semiaridas brasileiras é caracterizada por praticas de manejo
sanitario inadequadas, o que interfere, sobretudo na produtividade do rebanho
(SIMPLICIO et al., 1981; AZEVEDO, 1982; BRITO, 2009).

Independentemente do sistema de producdo, evidencia-se uma forte demanda de
cursos e informagdes técnicas por parte de produtores e instituicBes (oficiais e privadas),
quanto a forma de criacdo e as préaticas de controle de doencas, em decorréncia dos altos
indices de mortalidade e grande ocorréncia de enfermidades observadas na préatica
(GOUVEIA, 1994).

Os distarbios reprodutivos, em especial, o aborto, tém sido relatados e apontados
por alguns pesquisadores no Nordeste como a principal queixa clinica depois da
helmintose gastrintestinal (PINHEIRO et al., 2000). Embora se acredite que grande
parte dos casos de aborto nos rebanhos caprinos do semiarido nordestino seja por
problemas relacionados & nutricdo animal (SILVA; SILVA, 1983), diversos agentes
infecciosos podem estar envolvidos e muitas vezes ndo sdo diagnosticados, gerando

prejuizos as criacdes e limitando o seu desenvolvimento.
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Agente Etiologico

Chlamydophila abortus é uma bactéria Gram-negativa, esférica, medindo entre
0,2 a 1,5um de didmetro, imével e possuindo parede celular constituida por
lipopolissacarideos (LPS) e um genoma pequeno (JONES et al., 2000; RODOLAKIS,
2001), pertence a familia Clamidiaceae, a qual apresenta um ciclo de desenvolvimento
com diferencas entre as formas infectante e reprodutiva (BARRON, 1988).

Por um grande periodo a familia Clamidiaceae, era composta somente pelo
género Chlamydia, abrangendo duas espécies, trachomatis e psittaci, com muitos
sorovares. Com o surgimento de novas tecnologias na area de biologia molecular,
principalmente estudos filogenéticos sobre o gene 16S e 23S do RNAr, conseguiu-se a
divisdo desta familia em dois géneros, sendo eles Chlamydia e Chlamydophila. No
género Chlamydia estdo incluidas as espécies C. trachomatis, patdgeno de seres
humanos, C. suis, de suinos e C. muridarum de ratos e hamsters (EVERETT, 2000).

O género Chlamydophila, recentemente descrito, compreende as espécies C.
pneumoniae, patdégeno de humanos, C. abortus de ruminantes e suinos, C. pecorum de
ruminantes, suinos e marsupiais, C. felis de gatos, C. psittaci de aves e C. caviae de
cobaia (LONGBOTTOM; LIVINGSTONE, 2006). Estas espécies demonstram um alto
grau de correlacdo com os hospedeiros (OIE, 2004). Estudos genéticos demonstram que
a C. pneumoniae e C. pecorum estdo intimamente relacionadas e que C. abortus €
derivada da C. psittaci (VAN LOOCK et al., 2003).

As bactérias desta familia apresentam ciclo de vida (Figura 1) considerado Gnico
e bifésico, caracterizado, principalmente, por duas formas morfologicas distintas do
agente. Estas formas sdo: corpo elementar infeccioso (CE), extracelular,
metabolicamente inerte, com cerca de 0,3um; e o corpo reticulado ndo-infeccioso (CR),
metabolicamente ativo e com didmetro variando de 0,5 — 1,6 pm, além de formas
intermediarias (WARD, 1988; MOULDER, 1991).
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Fonte: Adaptado de LONGBOTTOM; COULTER, 2003.

Figura 1 - Ciclo de vida da familia Chlamydiaceae, na célula hospedeira.

O ciclo ocorre no citoplasma da célula hospedeira e inicia-se pela ligagdo do CE
a célula, essa adesdo induz a fagocitose dentro de um fagossomo. Depois de entrar na
célula, no intervalo de 12-24h, os CEs se convertem em CRs, iniciando assim a sintese
macromolecular. Apds a multiplicacdo por divisdo binaria os CRs se convertem em
CEs, que sdo liberados pela célula hospedeira por lise ou exocitose (RODOLAKIS;
MOHAMAD, 2010).

Os CEs e CRs sdo geralmente Gram-negativas e possuem membranas internas e
externas com um espaco periplasmatico varidvel (EVERETT, 2000). Os CEs de quase
todas as espécies da ordem Chlamydiales, incluindo todas da familia Chlamydiaceae,
permanecem em vacuolos, onde eles se transformam em corpos reticulados. Os CRs
consomem 0s nutrientes a partir da célula hospedeira, e sdo submetidos a vérios ciclos
de divisdo binaria. Aproximadamente 48 as 72h apdés infeccdo realizada in vitro, um
envoltério clamidial pode apresentar centenas de estruturas como CE, CR e formas
intermediarias (VANROMPAY et al., 1995; EVERETT, 2000).

Os corpos elementares caracterizam-se pela sua resisténcia fisica e quimica a

fatores ambientais adversos no meio extracelular. Esses podem sobreviver por meses a
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dessecacdo ou a acao direta do sol. Entretanto, em condicGes laboratoriais, as clamidias
sdo inativadas pelo calor (10 min a 60°C) e pela exposi¢do a agentes quimicos que
destroem os componentes lipidicos da parede celular, como a formalina ou éter
(AITKEN; LONGBOTTOM, 2007; LEAL, 2013).

Epidemiologia

C. abortus durante muitos anos foi caracterizada como C. psittaci. E, segundo
anélise genética, tal espécie ainda estd evoluindo da C. psittaci. Essa espécie é
considerada endémica entre os ruminantes e tem sido isolada a partir de ovelhas, vacas e
cabras em todo o mundo. Ainda é associada com casos de aborto em éguas, coelhas,
cobaias, camundongos e suinos. Mulheres que trabalhavam com ovelhas apresentaram
esporadicamente, casos de aborto enzo6tico devido a C. abortus (EVERETT, 2000).

As cepas de C. abortus sao eficientes em colonizar a placenta e estdo associadas,
principalmente, a casos de aborto e de recém-nascidos fracos (EVERETT, 2000). A
infeccdo pode ocorrer em qualquer animal, independente da idade ou periodo do ano
(LONGBOTTOM; COULTER, 2003; DeGRAVES et al., 2004). Materiais infectantes
mais corriqueiros s8o amostras resultantes do aborto, como feto e placenta, e as
descargas uterinas. Em seguida ao aborto ou parto, as bactérias sdo eliminadas em
abundancia nos fluidos, na placenta e envoltorios fetais. Essa eliminag¢do continua por
até 7-14 dias nas secrec¢des vaginais (LONGBOTTOM; COULTER, 2003).

O aborto em ovinos e caprinos, causado pela Clamidofilose, é considerado o
sinal mais relevante e tem sido relatado em estudos (NANDA et al., 1992; GRIFFITHS
et al., 1995; OGINO et al., 1996; RODOLAKIS et al., 1998; REKIKI et al., 2002;
SZEREDI; BACSADI, 2002). STAMP et al. (1950) foram o0s primeiros a
diagnosticarem o aborto enzodtico em ovinos, na Escocia. STORZ et al. (1960) os
pioneiros no isolamento de bactérias da familia Chlamydiaceae em bovinos.

Estudos em varios paises revelam a importancia da Clamidofilose nos problemas
reprodutivos de ovinos, caprinos e bovinos (WITTENBRINK et al., 1993; DANNATT
et al., 1998; REKIKI et al., 2002; AMIM, 2003; LONGBOTTOM; COULTER, 2003).
Estudos epidemiologicos na Italia Pugliese et al. (1991), utilizando a reacao de fixacao
de complemento, encontraram 53,7% bovinos positivos, enquanto na india por Nanda et
al. (1992) obtiveram 80,7% de bovinos soropositivos para C. abortus. A
soroprevaléncia na Espanha foi de 50,5% em 52 rebanhos estudados (MAINAR-JAIME
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et al.,, 1998). A prevaléncia da enfermidade em ovinos, na Suica, foi calculada em
aproximadamente 19% (BOREL et al., 2004). Posteriormente, na Italia, um estudo com
1815 amostras de soros de 130 propriedades foi realizado pelo teste de Imunoadsor¢éo
Enzimatica (ELISA) para se determinar a relacdo da C. abortus nos casos de abortos em
caprinos. Encontrou-se 5,8% de soropositivos para 0s animais e 19,2% para
propriedades (MASALA et al., 2005) (Tabela 1).

Na Europa, estudos realizados por Aitken et al. (1990) e Leonard et al. (1993),
concluiram que 45% dos abortamentos diagnosticados no Reino Unido sdo causados
pela C. abortus, sendo considerada a maior causa de aborto em ovelhas no pais.
Entretanto, na Austrdlia e Nova Zelandia, &areas tradicionais da ovinocultura, esta
enfermidade néo é considerada um problema (LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Na
Republica Eslovaca analisaram-se soros de 1162 caprinos no periodo 2001-2005,
obtendo média anual de 7,7% de positividade pelo teste de RFC, caracterizando assim a
ocorréncia de anticorpos anti-C. abortus (CISLAKOVA et al., 2007). Rekiki et al.
(2006) realizaram na Tunisia um estudo, o qual foram analisadas 53 amostras
procedentes de cinco rebanhos caprinos com problemas reprodutivos, os resultados
evidenciaram soropositividade de 15% para o teste de RFC e 11,3% para o ELISA
(Tabela 1).

Tabela 1 - Estudos de prevaléncia de Clamidofilose por paises, nas espécies ovina,
caprina e bovina.

PAIS PREVALENCIA ESPECIE AUTOR,ANO
Remno Unido 45,0% Ovinos AITKEN etal., 1990
ltlia 53,7% Bovinos PUGLIESE etal,, 1991
fndia 80,7% Bovinos NANDA etal, 1992
Reino Unido 450% Ovinos LEONARD etal, 1993
Espanha 50,5% Ovinos MANA}}ggAgﬂ\/IEeta]”
Suica 19.0% Ovinos BORELetal, 2004
Tlia 58% Ovinos e MASALAetal,, 2005
caprinos
Tunisia 15’00/"((551(35“’0% Caprinos REKIKI etal., 2006
Repiblica 7% Capinos  CISLAKOVAtal, 2007

FEslovaca
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Pereira et al. (2009) no estado do Pernambuco, Brasil, constataram uma
associacao significativa entre 0 manejo intensivo e a presenca de infecgdo pela bactéria
Chlamydophila sp. em caprinos, demonstrando a importancia do contato entre animais
para a transmissdo do agente. Este fator neste estudo também explicaria a maior
frequéncia de positividade em caprinos do que em ovinos, pois 51,5% dos caprinos
eram criados em sistema intensivo contra apenas 4,9% de ovinos.

O aborto enzodtico caprino é considerado semelhante em severidade ao dos
ovinos, porém sdo escassos 0s dados epidemiologicos que esclarecam a disseminacgdo e
impacto econdmico decorrente da doenca na espécie (AITKEN et al., 1990;
LONGBOTTOM; COULTER, 2003). No Brasil, estudos sobre a enfermidade em
ovinos foram realizados por Piatti et al. (2006), onde ndo evidenciaram amostras
reagentes anti-Chlamydophila sp. nos estados de Séo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso
e Bahia. No mesmo estudo, para a espécie caprina 0s autores relataram a prevaléncia de
12% para a infecgdo por C. abortus. Estudo realizado por Rossi et al. (2012) em ovinos
nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais, 0s resultados demonstram uma porcentagem
de 19,55% (43/220), de ovinos sorologicamente positivos para C. abortus, pela técnica
RCF. Cardoso et al. (2008), observaram, em estudo na regido Sudoeste do estado de Sao
Paulo, uma prevaléncia de 18% de ovinos e 20% de caprinos soropositivos pela RCF.

No Nordeste brasileiro, um estudo realizado no estado de Pernambuco, com
caprinos e ovinos, demonstrou que a Chlamydophila sp. encontra-se disseminada nos
rebanhos estudados, com prevaléncia de 10,3% (30/290 animais), sendo 12,0% (20/167)
para caprinos e 8,1% (10/123) para ovinos. Das 12 propriedades, 11 (91,6%), foi
encontrado pelo menos um animal positivo (PEREIRA et al., 2009). Santos et al. (2012)
detectaram que a frequéncia de caprinos soropositivos do semiarido da Paraiba foi de
9,3% para a infeccdo com C. abortus. Os autores citados usaram como teste de
diagnostico a RFC.

No Estado de Alagoas, estudo realizado com 274 matrizes ovinas de 27
rebanhos, verificou-se 21,5% de positividade e 77,77% das propriedades apresentavam
animais sororreagentes a RFC. A existéncia de bebedouros comuns para jovens e
adultos, a regido onde se localizavam as propriedades, aquisi¢do de reprodutor nos
ultimos cinco anos, sistema de manejo intensivo e ocorréncia de abortos nas
propriedades foram considerados fatores de risco a soropositividade para C. abortus.
(PINHEIRO JUNIOR, 2010). No Estado do Piaui, em um estudo com caprinos e

ovinos, foi detectado soroprevaléncia geral por C. abortus de 7,2% (79/1100), sendo
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6,3% (38/600) para caprinos e 8,2% (41/500) para ovinos (LEOPOLDO et al., 2016).
Farias et al. (2013) realizando estudo com ovinos deslanados na Paraiba determinaram
soroprevaléncia de 19,7% (94/476) para a doenca.

Esses dados revelam a importancia dessa doenca tanto no Brasil como em outros
paises, afetando a producdo econdmica da caprinocultura. Sabe-se que o impacto
econdmico da Clamidofilose em rebanhos caprinos esta associado, principalmente, com
elevadas taxas de aborto e menores taxas de sobrevivéncia de cordeiros (AITKEN et al.,
1990).

Patogenia

Dados sobre a patogenia da infeccdo na espécie ovina sao utilizados para as
demais espécies acometidas, dentre elas a espécie caprina, pois a maioria dos estudos de
infeccdo com C. abortus foram realizados utilizando essa espécie como modelo
(LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Geralmente, em pequenos ruminantes e bovinos,
a ocorréncia de abortos nas ultimas duas semanas de gestacdo € um dos primeiro sinal
de que o agente C. abortus estd presente no rebanho (LONGBOTTOM; COULTER,
2003; NAVARRO et al., 2004).

Estudos afirmam que o primeiro local de replicacdo de C. abortus sdo as
tonsilas, também conhecidas como amidalas, através da ingestdo de CE. Posteriormente
0 agente passa para corrente sanguinea, linfa e outros 6rgdos como: pulmdes, figado,
rins e tecidos linfoides. A infeccdo uterina sé ocorre durante a gestacdo (JONES;
ANDERSON, 1988; ENTRICAN, 2001). Em animais experimentalmente infectados
por via oral, a clamidemia ocorre entre 0 quinto ao sétimo dia apés a infeccdo (AMIN;
WILSMORE, 1995).

Nas fémeas a infeccdo ocorre de forma latente até a gestacdo subsequente,
durante a qual o microrganismo determina o aparecimento dos sinais clinicos,
aproximadamente um ano ap6s a infeccdo. O inicio da toxemia é conexo com o
surgimento da placenta (PHILIPS; CLARKSON, 2002). No periodo de laténcia a C.
abortus permanece possivelmente em tecido linfoide (ENTRICAN et al., 1998).

O aparecimento de hematomas no hilo dos placentomas ocorre
aproximadamente no 60° dia de gestacdo, entretanto so ira aparecer alteracdo patologica
evidente depois do 90° dia de gestacdo (NAVARRO et al., 2004). A C. abortus invade

as células dos placentomas, onde se replicam, formando inclusbes citoplasmaticas. A
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bactéria passa a habitar o corion, causando lesdo epitelial, edema e inflamacdo. Estas
alteracdes causam espessamento das membranas e coloragéo avermelhada da placenta,
caracteristico da doenca (ENTRICAN et al., 1998; LONGBOTTOM; COULTER,
2003; NAVARRO et al., 2004).

Os mecanismos que causam aborto sdo resultado da associacdo das lesbes
coribnicas, que dificultam as trocas gasosas e de nutrientes entre mée e feto, e das
alteracdes patoldgicas fetais, principalmente necrose do figado, dos pulmdes, baco,
cérebro e linfonodos (BUXTON et al., 2002). De acordo com Keer et al. (2005)
alteracbes nas concentracbes dos hormonios estradiol e progesterona, e de
prostaglandina no liquido amnidtico e alantoide, sdo consequéncias da infeccdo
placentaria por C. abortus, que também podem resultar em parto prematuro.

A resposta de anticorpos IgM especificos para clamidia sofre elevacdo uma
semana apos a infeccdo e, em seguida, cai drasticamente, permanecendo baixo até uma
semana antes do parto ou aborto. A resposta de 1gG, por outro lado, se mantém
persistente por até dois anos e meio apds a infeccdo (PAPP et al., 1994). Além disso, se
observa um incremento de IgM, duas a trés semanas apds a infeccao intravaginal e uma
semana apos a infeccdo subcutanea. A resposta de IgG desenvolve-se mais lentamente,
mas as ovelhas que apresentam distarbios reprodutivos permanecem soropositivas apos
a reinfeccdo ou parto (PAPP; SHEWEN, 1996).

Os animais infectados intrauterino que ndo sdo abortados nascem fracos, e
quando sobrevivem, frequentemente apresentam infeccéo latente que se manifesta logo
na primeira gestacdo (PAPP; SHEWEN, 1996).

Sinais Clinicos

Em ovinos, caprinos e bovinos, geralmente a ocorréncia de abortos nas ultimas
duas ou trés semanas de gestacdo € o principal sinal de que a infeccdo por C. abortus
estd instalada no rebanho (LONGBOTTOM; COULTER, 2003; NAVARRO et al.,
2004). Segundo Wilsmore et al. (1984), ha uma correlacdo entre a presenca de sinais
clinicos de aborto e titulos maiores ou igual a 1:128.

Com a instalagdo da infeccdo no rebanho, os casos de abortamento séo
superiores a 30% no primeiro ano, podendo diminuir (LONGBOTTOM; COULTER,
2003). Segundo Papp et al., (1994) essa queda da percentagem ocorre devido ao

desenvolvimento de imunidade especifica contra C. abortus, pois dificilmente um
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animal infectado aborta duas vezes, entretanto, alguns animais ndo desenvolvem
imunidade completa e abortam novamente, elevando o percentual de abortamentos no
rebanho no segundo ano de infec¢do. Poréem a disperséo intermitente do patdgeno nestes
animais pode ocorrer por até trés anos (KEER et al., 2005). Quando ocorre a
manifestacdo dos sinais clinicos, as fémeas gestantes podem apresentar anorexia, febre e
descarga vaginal sanguinolenta antecedendo o aborto (RODOLAKIS et al., 1984).

Os fetos abortados podem apresentar-se normais ou com variados graus de
tumefacdo. A placenta encontra-se espessa, com coloracdo vermelho amarelada e fluido
inflamatorio vaginal, de coloracdo rosea escura sendo eliminado até 7 a 10 dias pés-
abortamento (LONGBOTTOM; COULTER, 2003) (Figura 2). Em caprinos e bovinos, a
ocorréncia de retencdo placentaria, endometrites e vaginites sdo frequentes e,
ocasionalmente, pode ocorrer metrite e morte por infeccdo bacteriana secundaria
(RODOLAKIS et al., 1984; PAPP et al, 1994).

Fonte: LONG BOTTOM; COULTER, 2003.

Figura 2 - Cordeiro abortado em gestacdo de 18 semanas, com destaque para
membranas inter cotiledonarias vermelhas e espessas, cotilédones vermelhos escuros,

bem como secregdo ou exsudado de cor amarela a superficie da placenta.

Além de aborto, outros sinais de problemas reprodutivos como nascimento
prematuro ou de animais fracos e natimortos também sdo sinais da infeccdo por C.
abortus. Animais recém-nascidos podem apresentar insuficiéncia respiratoria e
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encefalites, podendo ir a 6bito com 48 horas apds o nascimento (LONGBOTTOM;
COULTER, 2003).

Em machos a infeccdo genital resulta em infertilidade e esterilidade
(RODOLAKIS, 2001). Ainda sdo observados como sinais clinicos vesiculites,
epididimites e orquites (STORZ et al., 1968, GOMES et al., 2001).

Em humanos, a infeccdo por C. abortus é particularmente preocupante quando
ocorre em mulheres gestantes devido a colonizacdo da placenta. Inicialmente os
sintomas podem ser confundidos com os da gripe comum culminando em aborto no
primeiro trimestre da gestacdo (LONGBOTTOM; COULTER, 2003).

Transmissdo

A transmissdo da C. abortus pode ser vertical, por via intrauterina e horizontal
por contaminagdo direta por via digestiva, genital ou conjuntival. A principal via de
transmissdo para homens e animais é através da ingestdo do CE. Tem sido também
relatadas as vias aerogena (aerossol) e, ainda, a venérea, embora esta Ultima ainda nao
tenha sido devidamente comprovada (APPLEYARD et al., 1985; WILSMORE, 1986;
JONES; ANDERSON, 1988; TEAKUN, 2007), apesar da bactéria ja ter sido isolada do
sémen e glandulas sexuais em carneiros com infecgbes cronicas (RODOLAKIS;
BERNARD, 1977).

Os pontos de infeccdo mais comuns sdo os fetos abortados, a placenta e as
descargas uterinas. A eliminacdo da bactéria ocorre até 7-14 dias, ap6s o aborto, nas
secrecOes vaginais, sendo essas consideradas as principais fontes de contaminagéo
ambiental (LONGBOTTOM; COULTER, 2003). O agente pode ser encontrado ainda
em fezes e urina de ruminantes assim como no leite de cabras (RODOLAKIS, 2001).

A infeccéo por C. abortus também pode ocorrer através da monta natural e por
sémem infectado usado em programas de inseminacédo artificial (CARVALHO et al.,
2007; OIE, 2008). Estudos revelam ocorréncia da transmisséo pelo contato direto entre
animais infectados e animais sadios (AISEN, 2008). E que, ovelhas se tornam
resistentes a uma reinfeccdo por C. abortus, mas podem continuar eliminando o agente
durante o estro, tornando-se uma fonte de infec¢do para o rebanho (SAMMIN et al.,
2005).
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Diagnostico

O diagnostico da Clamidofilose pode ser feito por diversos métodos. O patdgeno
pode ser detectado diretamente na placenta e drgédos fetais, na excrecdo vaginal até 14
dias pds-abortamento ou no sémen. Essa deteccdo pode ser por cultivo em ovo
embrionado, cultura celular e por testes de deteccdo de DNA. Pode ser detectada
indiretamente pela imunofluorescéncia indireta, ELISA e RCF (STORZ et al., 1968;
JOHNSON et al.,, 1983; MAHONY et al.,, 1987; BROWN; NEWMAN, 1989;
DAGNAL; WILSMORE, 1990; GRIFFITHS et al., 1992; BUXTON et al., 1996;
EVERETT, 2000; MADICO et al., 2000; LAROUCAU et al., 2001).

Vaérias técnicas de coloracdo para analise direta em laminas com esfregaco de
material placentario, produtos do aborto, tecidos fetais ou swabs vaginais, constituem
ferramentas Uteis para diagnostico, sendo elas Giemsa e Machiavello ou Ziehl-Neelsen
modificadas as mais utilizadas. Entretanto deve-se considerar que nem sempre estara
disponivel material placentario e de aborto ou uma fémea que tenha abortado nas
ultimas 24 horas (DAGNALL; WILSMORE, 1990; OIE, 2004). Além disso, uma série
de outros fatores pode interferir na acuracia destes testes como: tipo de amostra a ser
analisada; viabilidade dos organismos nestes tecidos, que depende do transporte e do
estado de conservacdo da amostra (SACHSE et al., 2009).

Técnicas como Reacdo da Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real, com
utilizacdo de sondas fluorescentes de deteccdo da sequéncia amplificada se mostram
eficazes para o diagnostico da Clamidofilose (CREELAN; McCULLOUGH, 2000;
MADICO et al., 2000). Entretanto, a diferenciacdo da C. abortus pode ser realizada
utilizando iniciadores (primers) especificos ou através do sequenciamento de genes dos
produtos da PCR, que ndo é barato e corriqueiro para diagnostico de rotina (WATSON
etal., 1991; SHEEHY et al., 1996; EVERETT, 2000; HARTLEY et al., 2001).

Os testes de diagnosticos indiretos apesar de apresentarem dificuldade de
padronizacdo e producdo de antigenos, proporcionam, quando ja padronizados, alta
sensibilidade e facilidade de execucdo, por isso sdo amplamente empregados
principalmente nos paises onde existem programas de controle da doenga (DONN et al.,
1997; KALTENBOECK et al., 1997; GOMES et al., 2001). A técnica de
imunofluorescéncia indireta é largamente usada em diagndstico das infec¢fes por outras

espécies de Chlamydia e Chlamydophila em humanos, porém nédo tem sido empregada
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na medicina veterindria (PEREZ-MARTINEZ et al., 1986; MARKEY et al., 1993;
GRIFFTHS et al., 1995; BUENDIA et al., 2001; OIE., 2004).

Portanto, entre os testes para revelacdo de anticorpos, a Reacdo de Fixagdo de
Complemento (RFC) é o mais usado no diagnostico de triagem sendo o teste
recomendado pela OIE. Ele pode detectar anticorpos de vacinagdo ou infeccdo natural.
A reacdo cruzada entre C. abortus e C. pecorum, assim como outras bactérias gram-
negativas, pode resultar em alguns resultados falso-positivos com baixos titulos. Assim,
titulos inferiores a 1:32 em individuos devem ser considerados inconclusivos para C.
abortus. Consequentemente, a colheita de soros pareados na época do aborto e trés
semanas depois, pode revelar uma elevacdo dos titulos de anticorpos da RFC, o que

podera servir de base para um diagnostico retrospectivo (OIE, 2000).

Tratamento e controle

As bactérias da familia Chlamydiaceae se mostram suscetiveis a Varios
antibidticos, sendo as tetraciclinas os alvos para o tratamento das infecces. No caso, a
oxitetraciclina (20mg kg™, intramuscular) é a mais usada no tratamento da
Clamidofilose em animais de producdo (LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Porém, o
uso de medicamento, durante uma epidemia, ndo elimina a infeccdo do rebanho, mas
suprime a multiplicacdo do microrganismo, reduzindo a viruléncia, consequentemente o
namero de abortos. Para melhores resultados, o tratamento deve ser iniciado no terco
final da gestacdo, quando surgem as primeiras alteracfes placentarias e uma segunda
dose deve ser administrada duas semanas ap6s a primeira. (BUXTON, 1990;
LONGBOTTOM; COULTER, 2003).

O uso de drogas deve ser sempre associado as boas praticas de manejo sanitario
e a profilaxia com vacinas. Esta associacdo é eficiente para impedir a entrada da C.
abortus e controle da enfermidade (LONGBOTTOM; COULTER, 2003). Apesar de
ndo conferirem proteg&o total, existem dois tipos de vacinas disponiveis comercialmente
apenas para ovinos, uma inativada e outra viva atenuada (GARCIA DE LA FUENTE et
al. 2004; OIE., 2004), contudo ainda ndo sdo comercializadas no Brasil.

As vacinas inativadas sdo elaboradas no saco da gema de ovos embrionados ou
em culturas celulares, usando todo o microrganismo ou apenas partes. Este tipo de
vacina pode ser utilizado em animais gestantes e o periodo de cobertura pode chegar até
dois anos (OIE, 2004). A vacina viva atenuada utiliza uma cepa mutante, induzida por

quimica, de C. abortus, portanto, somente animais ndo gestantes podem ser vacinados.
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Esta vacina confere imunidade por um periodo maior que a inativada, até trés
gestacOes e reduz bastante a eliminagdo do agente no ambiente e 0 nimero de abortos,
importante para a erradicacdo da doenca (GARCIA DE LA FUENTE et al. 2004; OIE.,
2004; LONGBOTTOM; LIVINGSTONE, 2006). A vacinacdo deve ser sempre antes
da monta natural ou inseminagéo artificial. As vacinas podem ser administradas via
intramuscular ou subcutanea (GARCIA DE LA FUENTE et al., 2004; OIE, 2004).

Para o controle da enfermidade, fémeas que abortaram, assim como outros
animais com Clamidofilose, devem ser isolados (tempo minimo de duas semanas), ao
mesmo tempo o restante das fémeas prenhes devem ser tratados com antibioticos
(Oxitetraciclinas) por 10 dias (AISEN, 2008). Medidas de higiene pessoal, como
lavagem das méaos e limpeza e desinfeccdo de calcados, sdo Uteis para prevenir a
disseminacéo da infeccdo entre os animais. Da mesma forma, limpeza e desinfeccdo das
instalagBes apds casos de aborto e remocdo de cama contaminada, placenta, fetos
abortados ou natimortos auxiliam a impedir a propagacéo da infecgéo (OIE, 2004).

Quando possivel os animais do rebanho que ndo estejam infectados devem ser
mantidos em instalacdes limpas e livres das condi¢bes que propiciem a instalacdo e o
progresso da enfermidade. Embora ndo confiram protecdo completa e ndo sejam
disponiveis em todos os paises, como no caso do Brasil, vacinas sdo recomendadas para
0S ruminantes, principalmente para programas de erradicacdo em areas enzooticas,

reduzindo a severidade e a incidéncia dos abortos (OIE, 2004).

Potencial Zoondtico

Em virtude da elevada frequéncia de animais com anticorpos anti-C. abortus,
considerados como doentes, € indiscutivel o impacto deste microrganismo em relacdo a
salde publica, em especial nos trabalhadores rurais e de abatedouros, visto que tratar-se
de uma zoonose ocupacional (ROSSI et al., 2012).

A infeccdo por C. abortus, em humanos, causa problemas renais, hepaticos e
coagulagdo intravascular disseminada em mulheres gravidas, podendo resultar em morte
das gestantes (BUXTON, 1986).
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RESUMO

A Clamidofilose ¢ uma enfermidade causada pela bactéria Chlamydophila abortus,
responsavel por causar danos reprodutivos em pequenos ruminantes, levando prejuizos
econdmicos a producdo animal. Por apresentar sintomatologia semelhante a numerosas
infecgBes bacterianas e virais do sistema reprodutivo, o diagndstico clinico da
enfermidade é de dificil realizacdo. Objetivou-se com este trabalho estimar a
soroprevaléncia de anticorpos anti-C. abortus em caprinos, e identificar os fatores de
risco para a doenca em duas mesorregidoes do estado do Rio Grande do Norte. A
soroprevaléncia de Clamidofilose na mesorregido Central Potiguar foi de 3,04% (7/230)
para 0s animais e 26,1% (6/23) para as propriedades. No Oeste Potiguar, os valores
foram de 4,2% (13/310) e 35,5% (11/31), respectivamente. No modelo final de
regressdo logistica, nenhuma variavel analisada foi considerada associada a maior
probabilidade de ocorréncia de propriedades positivas a C. abortus. Foi possivel
concluir que a C.abortus esta presente em baixa frequéncia no Estado do Rio Grande do
Norte. Contudo, o numero de propriedades infectadas é ponto de preocupacdo para
disseminacdo da doenca na regido estudada. Diante do exposto, é de grande relevancia,
a implementacdo de sistemas de vigilancia epidemioldgica no controle dessa
enfermidade, por ser uma zoonose e ainda mais esta relacionada a danos reprodutivos

aos pequenos rum inantes.

Palavras-chave: Clamidofilose; Fatores de risco; Prevaléncia
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ABSTRACT

Chlamydophilosis is a disease caused by the bacterium Chlamydophila abortus,
responsible for causing reproductive damage in small ruminants, leading to economic
losses to animal production. Due to its similar symptoms to numerous bacterial and
viral infections of the reproductive system, the clinical diagnosis of the disease is
difficult to perform. The aim of this study was to estimate the seroprevalence of anti-C
abortus antibodies in goats, and to identify the risk factors for the disease in two
mesoregions of the Rio Grande do Norte State. The seroprevalence of
Chlamydophilosis in the Central Potiguar mesoregion was 3.04% (7/230) for the
animals and 26.1% (6/23) for the properties. In the West Potiguar, values were 4.2%
(13/310) and 35.5% (11/31), respectively. In the final model of the logistic regression,
no analyzed variable was considered to be associated with a higher probability of C.
abortus positive properties. It was possible to conclude that C. abortus is present in low
frequency in the State of Rio Grande do Norte. However, the number of infected
properties is a point of concern for dissemination of the disease in the region studied.
Therefore, the implementation of epidemiological surveillance systems in the control of
this disease is of great relevance, since it is a zoonosis and even more related to

reproductive damage to small ruminants.

Keywords: Chlamydophilosis; Risk fator; Prevalence.
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INTRODUCAO

A caprinocultura é uma atividade de crescente importancia social e econémica
no Brasil. Este crescimento detém-se, principalmente, por essa espécie servir como
importante fonte de proteina animal para o ser humano (UZEDA et al., 2007), trazendo,
muitas vezes subsidios financeiros ao pequeno produtor.

Esses pequenos ruminantes sdo explorados em sua maioria de forma extensiva,
tendo aumentado seu contingente populacional em funcéo da rusticidade, adaptacéo ao
meio ambiente e aos diferentes sistemas de producéo, possibilitando a multiplicagéo de
ragas nativas apesar da perda em produtividade (EMBRAPA CAPRINOS E OVINOS,
2008).

No Rio Grande do Norte a caprinovinocultura tem recebido apoio, publico e
privado, para sua consolidagdo como atividade produtiva, tendo em vista as
potencialidades do estado em recursos naturais apropriados a exploracdo e as condi¢es
favoraveis do mercado (SINTEC, 2001). Trata-se de situacdes que favorecem o setor e
o0 colocam no cenario de atividades de importancia econémica e social para 0 RN.

Considerando a importancia que a caprinocultura representa, os cuidados com o
aspecto sanitario sdo de suma importancia e, com isso, doen¢as que podem causar
perdas e/ou danos a producdo animal, devem ser investigadas e controladas. As préaticas
inadequadas de manejo, associadas a mortalidade perinatal sdo alguns dos fatores
limitantes ao desenvolvimento da caprinocultura na Regido Nordeste.

Dentre as enfermidades que determinam perdas reprodutivas, evidencia-se a
Clamidofilose, que se trata de uma doenca infectocontagiosa causada pela bactéria
Chlamydophila abortus, a qual é considerada uma das trés principais causas de aborto
em ovelhas e cabras em varios paises do mundo (MOELLER, 2001).

Partindo do pressuposto que estudos sobre os aspectos relacionados a
soroepidemiologia e determinacédo dos fatores de risco da Clamidofilose em caprinos no
Brasil sdo escassos e sabendo da severidade que a doenga apresenta, justifica-se,
portanto, a realizacdo de trabalhos que visam um melhor entendimento dos aspectos

epidemioldgicos dessa enfermidade no Rio Grande do Norte.



48

MATERIAL E METODOS

Este estudo é parte integrante do projeto intitulado: ESTUDO
ZOOSSANITARIO DA CAPRINOCULTURA E OVINOCULTURA TROPICAL:
Epidemiologia, riscos e impacto econémico das enfermidades e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual Vale do Acaral
(CEUA/UVA) de acordo com o protocolo de N° 012.12.

Selecdo das areas de estudo

A escolha da &rea de estudo obedeceu a critérios minimos capazes de assegura-
las como efetivos dominios de recomendacdo para propostas tecnoldgicas a serem
disponibilizadas em programas de desenvolvimento e de controle de doencas. Trés
critérios foram utilizados para selecionar os municipios que participaram do estudo:

a) Constituir uma mesorregido relevante em densidade de rebanho caprino;

b) Apresentar produtores ou instituicbes que demonstrassem interesse em participar do
projeto;

c) Dispor de uma estrutura minima institucional de apoio ao projeto para o
fortalecimento das cadeias produtivas de caprinos (Secretaria de agricultura, Instituto de
Defesa de Inspecdo Agropecuéria do Estado do Rio Grande do Norte — IDIARN,
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Rio Grande do Norte - EMATER-
RN).

Caracterizacdo do universo amostral

O Estado do Rio Grande do Norte localiza-se na regido Nordeste, possui uma
area territorial de 52.811,125 Km? e ¢é dividido geograficamente em quatro
mesorregides: Oeste Potiguar, Central Potiguar, Agreste Potiguar e Leste Potiguar,
sendo composto por 167 municipios (IBGE, 2014). Tem por limites o Oceano
Atlantico a norte e a leste, a Paraiba a sul e o Ceara a oeste.

O Rio Grande do Norte possui 405.983 caprinos distribuidos nas quatro
mesorregides, onde 54% sao encontrados no Oeste, 29% na regido Central, 14% no
Agreste e 3% no Leste potiguar. Dessa forma a regido Central e Oeste Potiguar, em
estudo, formam 83% do rebanho norte rio grandense (IBGE, 2010) (Figura 1). O
rebanho é caracterizado basicamente por animais sem raca definida (SRD) e nativos,

indistintamente de funcgdes produtivas, sendo frequente o consorciamento das espécies
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caprina e ovina. Nos estados do Ceara, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte e
Bahia, mais de 50% dos produtores criam conjuntamente caprinos e ovinos, com grande

variacdo do numero de animais por propriedade (GUTIERREZ, 1982).

LESTE

POTIGUAR
OESTE
POTIGUAR
| CENTRAL
POTICUAR
AGRESTE
POTIGUAR

Fonte: IBGE, 2010

Figura 1 - Mapa do Rio Grande do Norte dividido em quatro mesorregides, com

destaque para regides Central e Oeste Potiguar.

Foram analisados 540 animais em 54 propriedades, distribuidas em sete
municipios: Apodi, Caralbas e Mossord, na mesorregido Oeste Potiguar, e Afonso
Bezerra, Angicos, Lages e Pedro Avelino, na mesorregido Central Potiguar (Figura 2).

Mesorregiio do Oeste Potiguar
@ Mossord
B spodi
B Caraihas
Mesorregiio Central Potiguar
@ Pedro Avelino
0 Lajes
@ & fonso Bezerra
Angicos

Fonte: Adaptado de LIMA, 2015.

Figura 2 - Municipios amostrados para pesquisa de anticorpos anti- C. abortus em

caprinos, no Estado do Rio Grande do Norte.
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Amostragem e delineamento estatistico

A amostragem ndo probabilistica foi utilizada para selecionar os produtores.
Este método foi empregado porque ndo existe uma listagem representativa dos
produtores caprinos no estado estudado, o que torna impossivel uma amostragem ao
acaso. Como universo amostral foram selecionadas propriedades descritas pelas
associacOes de criadores de caprinos, secretarias de agricultura, agéncias de defesa
agropecuaria e por técnicos das empresas de extensdo. Foram escolhidas propriedades
nos municipios com maior representatividade da caprinocultura para o estado ou para as
mesorregides.

O nOmero minimo de amostras a serem testadas (n) foi calculado
estatisticamente (ASTUDILLO, 1979) considerando uma prevaléncia minima esperada
da doenca de 6%, erro amostral de 30% e grau de confianca de 95%. A amostragem em
cada propriedade foi estratificada segundo a composi¢do aproximada dos rebanhos,
definida como 60% de matrizes, 35% de animais jovens e todos os reprodutores. Foram

coletados dez animais por propriedade amostrada.

Coleta de sangue e aplicacédo do questionario

Os animais foram escolhidos aleatoriamente, sendo selecionados fémeas e
machos com idade menor que um ano, além de matrizes e reprodutores. A coleta de
sangue ocorreu através da venipuntura da jugular, usando tubos tipo Vacutainer®, sem
anticoagulante. Apds a coleta, os tubos foram centrifugados a 1.500 g por 15 minutos,
os soros foram transferidos para microtubos e acondicionados em gelo em embalagem
isotérmica (isopor), e encaminhados a Embrapa Caprinos e Ovinos, onde foram
estocados a -20°C para realizagéo do teste laboratorial.

Durante as visitas realizadas a unidades produtoras selecionadas aleatoriamente,
foi aplicado um questionario abordando caracteristicas gerais da propriedade e do
produtor; forca de trabalho; caracteristicas de producéo e comercializagdo agropecuaria;
perfil tecnologico da producdo de caprinos e manejos sanitario, alimentar e reprodutivo
(Anexo 1).

Teste soroldgico

O exame laboratorial foi realizado pelo Instituto Biologico de S&o Paulo. Para a

determinacéo de anticorpos anti-Chlamydophila sp., foi empregada a Reacao de Fixagéo
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de Complemento (OIE, 2010). Essa foi realizada em microplacas utilizando-se soro
teste nas diluigdes de 1:16 a 1:512. Utilizou-se como antigeno a cepa S26/3 de C.
abortus na diluicdo 1:50 (cedida pelo Laboratério de Doencas Bacterianas da
Reproducdo do Instituto Biologico de S&o Paulo) e o complemento na diluicdo
correspondente a duas unidades fixadoras de complemento. O titulo de anticorpos foi
considerado como a reciproca da maior diluicdo de soro que apresentou 50% de fixacao
do complemento. Amostras com titulo igual ou superior a 32 foram consideradas
positivas e com titulo igual a 16 foram consideradas suspeitas (LONGBOTTOM,;
COULTER, 2003).

Andlise dos dados

Os dados obtidos a partir dos questionarios foram digitados em planilha
eletrbnica, e transferidos para o software estatistico SPSS 21.0 for Windows para
realizacdo das analises de possiveis fatores de risco.

Foi realizada analise univaridvel, a qual cada variavel independente foi cruzada
com a variavel dependente (condicdo sanitaria da propriedade). As que apresentassem
um valor de P < 0,2 pelo teste de qui-quadrado (ZAR, 1999) teriam que ser selecionadas
e direcionadas para a anélise multivariavel, utilizando-se a regressdo logistica multipla
(HOSMER; LEMESHOW, 2000), para a definicdo de um modelo que melhor
identificasse os fatores de risco. Entretanto, nos resultados obtidos, a maioria, ndo
apresentaram significancia na analise univariada. Sendo assim ndo foi realizada anélise
multivariada, com excecao do fator sexo, esse passou por analise multivariada, porem
ndo houve significancia. O nivel de significancia adotado na analise multipla foi de 5%.
O ajuste do modelo final foi verificado com o teste de Hosmer e Lemeshow, no qual um
P > 0,05 indica que o modelo esta ajustado. O nivel de significancia adotado na analise
multipla foi de 5%.

Para identificacdo dos possiveis fatores de risco foi retirado da analise as
propriedades que se apresentaram somente como suspeitas, isto &, aquelas que
apresentaram pelo menos um animal suspeito (1:16) e nenhum animal positivo (maior

ou igual a 1:32).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A soroprevaléncia de Clamidofilose no Estado do Rio Grande do Norte foi de
3,7% (20/540). Convém salientar que, ndo ha relatos anteriores de estudos sorolégicos
da infecgéo por C. abortus no Estado do Rio Grande do Norte. Na mesorregido Central
Potiguar foi de 3,04% (7/230) para os animais e 26,1% (6/23) para as propriedades. No
Oeste Potiguar, os valores foram de 4,2% (13/310) e 35,5% (11/31), respectivamente
(Tabela 1). Nao se constatou diferenca significativa (P= 0,76) da infeccdo entre as
mesorregides estudadas.

Dentre os sete municipios avaliados todos apresentaram pelo menos uma
propriedade positiva, ressaltando que a presenca de apenas um animal soro-reagente ao
teste de FC, caracterizou-se o criatorio como positivo. Nos animais, quanto a titulacéo,
somente foram considerados positivos aqueles com titulos superiores a 1:16. N&o
observou-se sorologia com titulos maiores que 1:32. A presenca de propriedades com
animais positivos demonstra risco de disseminacdo da enfermidade na regido estudada.

O resultado dos suspeitos, com titulagdes de 1:16, foi de 3,9% (9/230) na
mesorregido Central Potiguar e 3,5% (11/310) no Oeste Potiguar (Tabela 1). Segundo
Pereira et al. (2009), a presenca de animais suspeitos pode significar um nimero bem

maior de animais positivos.

Tabela 1 - Prevaléncia de propriedades positivas e de animais soropositivos e suspeitos
para a infec¢do por Chlamydophila abortus em caprinos do Estado do Rio Grande do

Norte.

Prevaléncia por propriedades Prevaléncia por animais
Mesorregiéo N°total de N°deprt_)priedades N°total de N°dean_i(nais I\Pdean_imais
o positives j—" soropositivos Suspeitos
©0) 0 )
Central Potiguar 23 6(26,1) 230 7(304) 9(39)
Oeste Patiguar 31 11(355) 310 13(42) 11(35)
Total 54 17(315) 540 237 237

A prevaléncia da infecgdo por C. abortus observada neste trabalho foi inferior a
encontrada no Estado de Pernambuco, de 10,3% (PEREIRA et al., 2009), no estado da
Paraiba, de 9,3% e 19,7% (SANTOS et al., 2012; FARIAS et al., 2013) e no Estado do
Piaui, de 6,3% (LEOPOLDO et al., 2016) e superior a prevaléncia encontra por
Anderlini (2009) no Estado de Alagoas que foi de 1,17%. Vale salientar que todos os
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estudos citados realizaram Reacdo de Fixacdo de Complemento. Piatti et al. (2006),
trabalhando com soros de caprinos e ovinos procedentes dos Estados de Sdo Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso e Bahia, encontraram 12,0% de positivos entre os caprinos,
mas nenhum positivo entre os ovinos, também pela Reacdo de Fixacdo de
Complemento.

Valores de prevaléncia superiores aos encontrados no presente trabalho ja foram
reportados mundialmente: Estados Unidos, com 23% em caprinos (MOELLER, 2001);
Jordania, com 21,8% em pequenos ruminantes (AL-QUDAH et al., 2004); Turquia,
com 13,98% em ovinos (GOKCE et al., 2007); Lituania, com 26,9% em ovinos
(BAGDONAS et al., 2007); e China, com 20,9%, em ovinos (HUANG et al., 2013).

A Reacdo de Fixacdo de Complemento, de acordo com a OIE (2010) tem a
possibilidade de detectar anticorpos produzidos advindos de infeccdo natural ou aqueles
produzidos pds-vacinagdo. Como no Brasil ndo existe a vacina comercial contra C.
abortus, os resultados indicam a presenca da infec¢cdo nos animais do estado estudado.

Neste estudo encontrou-se um baixo nimero de animais com titulos de anticorpos
1:16 anti-C. abortus, dito como suspeitos, 0 que pode significar animais com titulos
ainda crescentes ou com reacdo cruzada com outra espécie de Chlamydophila. Neste
caso, testes soroldgicos pareados poderiam ser realizados para esclarecer este
diagnostico. A existéncia de animais falso-negativo no rebanho pode levar a
dificuldades no controle e erradicacdo desta enfermidade.

No Brasil a infec¢do em ovinos e caprinos por Chlamydophila spp. ndo sdo bem
conhecidos, embora ja haja relatos da presenca do agente nessas espécies. A ocorréncia
de C. abortus em rebanhos de pequenos ruminantes ja foi diagnosticada
sorologicamente em alguns outros estados brasileiros (PIATTI et al., 2006, PEREIRA et
al. 2009, SALABERRY et al. 2010, SANTOS et al. 2012, FARIAS et al. 2013).

Os resultados referentes ao numero de animais positivos, por Sexo, nas
mesorregides abrigadas neste estudo estdo dispostos na tabela 2. Pode-se afirmar que
houve associacdo significativa (p<0,05), pois 5,3% (19/356) das fémeas foram
soropositivas, enquanto que somente 0,6% (1/164) eram machos. Estes resultados
diferem de Leopoldo et al. (2016) que obtiveram frequéncia relativa igual para machos
e fémeas, ao analisarem soro de caprinos no estado do Piaui.

Neste estudo 0 macho que se apresentou como positivo pertencia a categoria
macho jovem. Nenhum dos 82 reprodutores analisados foi sororreagente para C.

abortus, no entanto, a possibilidade de ocorréncia da transmissao venérea ndo pode ser
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descartada. E importante destacar que dentre os reprodutores pesquisados trés se
apresentaram como suspeitos (1:16), o que pode constituir animais em processo de

soroconver¢do podendo, num futuro, liberarem a bactéria via sémen.

Tabela 2 - Prevaléncia de Clamidofilose, por sexo, do Estado do Rio Grande do Norte.

RFC
VARIAVEL ~ POSITMO  NEGATIVO SUSPEITOS TOTAL  VdordeP

N % N % N % N %
Macho 1 06 163 976 3 18 167 1000

Sexo

Femea 19 51 337 9203 17 46 373 1000 0,009*
* Variével selecionada pelo Qui-Quadrado (p<0,20). N — NUmero; (%) - Porcentagem; RFC — Reacdo de
Fixacéo de Complemento.

Quanto a variavel raga, analisando as possiveis associa¢@es entre a frequéncia de
animais positivos em relacdo ao tronco racial de caprinos, ndo foi observada diferenca
estatistica significativa (p>0,05) (Tabela 3). De acordo com a porcentagem, 0S Caprinos
SRD apresentaram prevaléncia de 4,1% (20/492), enquanto a de caprinos de raga pura
foi de 0,0% (0/28). Estes dados sdo semelhantes aos encontrados por Leopoldo et al.

(2016), ao analisarem soro caprino para Clamidofilose no estado do Piaui.

Tabela 3 - Prevaléncia de Clamidofilose, por raga, no Estado do Rio Grande do Norte.

RFC
VARIAVEL ~ POSITMO NEGATIVO  SUSPEITOS TOTAL  ValordeP
N % N % N % N %

Puos O 00 28 1000 0 00 28 1000
Raca
SRD 20 39 472 92,2 20 39 512 1000 0307*
* Variavel selecionada pelo Qui-Quadrado (p<0,20). N — NUmero; (%) - Porcentagem; RFC — Reacdo de
Fixacéo de Complemento.

De acordo com Pereira et al. (2009) dentre os principais fatores de risco para a
infeccdo por C. abortus em caprinos incluem-se a raga, manejo, tipo de exploracéo e
regime de monta natural. Entretanto, na avaliagcdo dos fatores de risco para infecgao por
C. abortus em rebanhos caprinos, no presente trabalho, através da analise univariavel
(Tabela 4) nenhuma variavel apresentou associagao significativa com a soropositividade
(P> 0,05).
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Tabela 4 - Andlise univariada dos possiveis fatores de risco associados & infecgdo por

Chlamydophila abortus em caprinos no Estado do Rio Grande do Norte.

Variaveis N° Total de Propriedades N° de Propriedades Positivas P
Sistema de criagdo
Semi-intensivo 41 17 (41,5%) 0511**
Extensivo 2 0(00%)
Finalidade da criacgo
Producio ce leite 1 0(0,0%)
Producdo de came 12 4(333%)
Mista 30 13(433%) 0598
Consorciacdo de caprino-ovinos
Sim A 15(44,1%) 0,281**
Néo 9 2(22,2%)
Higiene das instalagfes
Sim 41 16(39,0%)
Néo 2 1(50,0%) 1,000**
Capacitaamao-de-obra
Sim 16 9(56,3%) 084*
Néo 27 8(29,6%)
Origem das matrizes
Proprio rebanho 17 7(41,2%)
Rebanhaos externos 19 8(42,1%0) 0,955*
Origem dos reprodutores
Proprio rebanho 9 A(44,4%) 1,000**
Rebanhos externos 30 12(400%)
Separaanimais recém-
adquiridos
Sim 18 8(44.4%) 0576*
Néo 25 9(36,0%)
Separa por sexo
Sim 3 2(66,79%0) 0552+
Néo 40 15(37,5%)
Separa por idade
Sim 4 1(250%)
Néo 39 16(41,0%) 1,000**

* Varidvel selecionada pelo Qui-Quadrado (p<0,20).

** Variavel selecionada pelo teste Exato de Fisher (p<0,20).

Quanto ao sistema de criacdo, a prevaléncia da infeccdo ao C. abortus nos

caprinos submetidos ao sistema semi-intensivo foi de 41,5% (17/41), enquanto nos

rebanhos criados extensivamente de 0,0% (0/2). Possivelmente, 0 maior contato entre 0s

animais aglomerados tenham contribuido para a transmissdo da enfermidade. Santos et

al. (2012) e Pereira et al. (2009) analisando o fator de risco sistema de criagdo em

rebanhos caprinos e ovinos nos estados da Paraiba e Pernambuco obtiveram

prevaléncias superiores em animais criados no sistema intensivo ou semi-intensivo.

Leopoldo et al. (2016) ao analisarem este fator de risco para Clamidofilose, no Piaui,
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também obtiveram resultado semelhante, isto é, uma prevaléncia maior para ovinos
criados em sistema semi-intensivo.

Apesar de ndo ter apresentado significancia de positividade para C. abortus por
propriedades (p= 0,281), as que fazem consorciacdo das duas espécies apresentaram
56,3% (9/16) e as que ndo fazem consorciagdo 22,2% (2/9). Leopoldo et al., (2016)
analisando soros de ovinos e caprinos no estado do Piaui para C. abortus, identificaram
que a prevaléncia maior foi para ovinos de 8,2% (41/500) quando comparadas com 0s
caprinos 6,3% (38/600). Provavelmente a consorciacao facilita a contaminacéo.

O manejo geral (sanitario, reprodutivo e nutricional) dos animais € considerado
como medida importante no controle a diversas enfermidades, sendo 0 manejo sanitario,
fundamental na barreira para entrada de doencas no rebanho.

As propriedades que ndo separam 0s animais por idade apresentaram
soroprevaléncia de 41,0% (16/39), enquanto as que separam foi de 25% (1/4).
Possivelmente a aglomeracéo de animais facilite a transmissdo da doenca.

Ressalta-se que dentre os animais soropositivos para Clamidofilose, de acordo
com a categoria (matriz, fémea jovem, macho jovem e reprodutor) o que apresentou
maior prevaléncia para infeccdo foram as matrizes com 5,6% (18/321), seguido de
fémeas jovens com 2,9% (1/35), machos jovens com 1,2% (1/82) e reprodutores com
0% (0/82). Portanto, se ha separacdo por idade, 0s caprinos jovens estdo menos
predispostos a infeccdo, haja vista que a quase exclusiva eliminacdo do agente se
encontra no grupo de matrizes gestantes.

Portanto, mesmo que, numericamente, a soroprevaléncia tem sido baixa, esta
doenca deve ser preocupante por sua severidade e disseminacdo entre os rebanhos e
principalmente por se tratar de uma zoonose. Um Unico animal contaminado pode trazer
risco aos trabalhadores que 0s manuseiam.

A confirmacdo sorologica da infeccdo por C. abortus em rebanhos caprinos do
Estado do Rio Grande do Norte se reveste de importancia em funcdo do que representa
a atividade da caprinocultura no contexto da cadeia produtiva e seus impactos

econbmicos para a regido semiarida do Nordeste do Brasil.
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CONCLUSAO

Apesar de ndo ter havido isolamento do agente causal, Chlamydophila abortus, o
estudo registra a ocorréncia sorologica em criacfes de caprinos no estado do Rio
Grande do Norte.

Verificou-se que as fémeas se mostraram mais susceptiveis a infecgdo por C.
abortus.

Diante destes achados, € necessario a implantacdo de sistemas de vigilancia
epidemioldgica no controle desta enfermidade em caprinos, para evitar uma maior
propagacdo da doenca no Estado. Além disto, deve-se ampliar o conhecimento desta
enfermidade sobre quais condi¢des o agente é eliminado, pontos criticos para o controle

desta doenca.
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CONSIDERACOES FINAIS

Embora a prevaléncia da Clamidofilose tenha sido baixa, é imprescindivel o
controle desta enfermidade, pois além de trazer perdas econémicas para os criadores é

um problema de salde publica.

As préticas inadequadas de manejo utilizadas na criacdo de caprinos podem
favorecer a entrada e disseminacdo de enfermidades nas propriedades, sendo a
Clamidofilose uma delas. Assim, a assisténcia técnica qualificada e capacitacdo dos
produtores devem ser intensificadas, pois é importante no aperfeicoamento de técnicas
de manejo sanitario e conscientizacdo dos agentes da cadeia, no combate a enfermidade.
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ANEXO 1

Em’w)a

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA
CENTRO NACIONAL DE PESQUISA DE CAPRINOS

QUESTIONARIO

PROJETO

ESTUDO ZOOSSANITARIO DA CAPRINOCULTURA E DA OVINOCULTURA
TROPICAL: Epidemiologia, Riscos e Impacto econdmico das enfermidades.

Edital : CNPg/MAPA/SDA N° 64/2008
N° processo: 578438/2008-9

REALIZACAO DA ENTREVISTA

Entrevistador:
Local:
Data: / /
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ORIENTACAO AOS ENTREVISTADORES

Esta pesquisa estd sendo realizada com o propésito de gerar informacdes e sugestdes
para subsidiar o processo de tomada de decisGes publicas e privadas, voltadas para a
melhoria do processo produtivo da caprinocultura e ovinocultura, com impactos na
produtividade, qualidade e rentabilidade econémica deste tipo de exploracdo. Consta do
edital do MAPA/CNPq sobre defesa sanitaria animal.

E importante que todas as questdes sejam respondidas. Comentarios ou qualificacdo das
questBes podem ser colocadas na Ultima pagina ou em folhas separadas.

Esta pesquisa é coordenada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), financiada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ).

A contribuicdo das instituicGes parceiras e dos produtores ¢ amplamente reconhecida e
agradecida. Os dados obtidos serdo catalogados, armazenados em um banco de
informac@es e encaminhados as instituicGes parceiras.

Indique abaixo se o produtor gostaria de receber um resumo dos resultados da pesquisa.

SIM () NAO ()

PARTE |. CARACTERISTICAS GERAIS DA PROPRIEDADE E DO
PRODUTOR
Q1. Identificacdo do Produtor

Nome: Apelido:

Idade: Estado Civil: Sexo:
Q2. Escolaridade

Né&o alfabetizado ( ) Alfabetizado ()

Primeiro grau incompleto ( ) Primeiro grau completo ( )
Segundo grau incompleto () Segundo grau completo ( )

Nivel superior ()
Q3. Identificacdo do imovel

Area: ha Municipio sede: Distancia:

Q4. E associado a (sim/ndo)

Sindicato: Se sim qual?
Cooperativa: Se sim qual?
Associagao: Se sim qual?

Outros (discriminar):




PARTE Il. FORCA DE TRABALHO

Q5. A mdo-de-obra da caprinovinocultura recebeu alguma capacitacdo?

SIM () NAO ( )

Q6. Se a resposta foi sim a questdo anterior, em qual assunto foi o treinamento?
Manejo alimentar ( ) Instalagdes ( ) Manejo reprodutivo ()
Producéo higiénica de leite de cabra ( )

Producéo e conservacao de forragens ( )

Racas e escolha de animais ( ) Manejo sanitario ( )

Escrituracdo zootécnica ( )

Outros (especificar):

PARTE I1l. CARACTERISTICAS DE PRODUCAO

Q7. Utilizacdo da terra: area, producao e valor:

Utilizacao da Terra Total em ha Producao* Valor

OVINOS

Carneiros reprodutores

Ovelhas matrizes

Ovelhas dando leite (paridas)

Borregas acima de 8 meses

Borregas até 8 meses

Borregos acima de 8 meses

Borregos até 8 meses

CAPRINOS

Bodes reprodutores

Cabras matrizes secas

Cabras dando leite (paridas)

Cabritas acima de 8 meses

Cabritas até 8 meses

Cabritos acima de 8 meses

Cabritos até 8 meses

BOVINOS

Bovinos de tracdo

Touros

\\VVacas

Garrotes

Novilhas

Bezerros até 1 ano

OUTROS ANIMAIS

Equideos de tracdo

Equinos

Muares

Asininos
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PARTE V. PERFIL TECNOLOGICO DA PRODUCAO DE
OVINOS/CAPRINOS.

Q8. Qual o objetivo principal da sua producéo caprina?

Carne( ) Leite( ) Misto( ) Vendade matrizes( ) ou de reprodutores ( )

Q9. O rebanho caprino/ovino e recolhido para abrigo?

Nunca ( )

Sim, diariamente ()

Sim, vezes por

Q10. Separa as matrizes caprina/ovina antes de parir?
Sim( ) Néo ( )

Q11. Separa 0s animais por sexo?

Sim( ) Néo ( )

Q12. Separa os animais por idade?

Sim( ) Néo ( )

Q13. De onde vem a maioria dos reprodutores?
Compra sémen de empresas comerciais ()
Compra em exposi¢édo ()
Adquire de outros rebanhos conhecidos/vizinhos ()
Adquire nas feiras de rebanhos desconhecidos ()
Do préprio rebanho ()

Outros (descreva)

Q14. De onde vem a maioria das matrizes?

Compra de empresas especializadas na venda de matrizes ( )

Compra em exposicédo ()
Adquire de outros rebanhos conhecidos/vizinhos ()
Adquire nas feiras de rebanhos desconhecidos ()
Do proprio rebanho ()

Outros (descreva)

Q15. Quando compra um animal de fora, utiliza algum procedimento de incorporacéo
do mesmo ao rebanho?

Nenhum

Deixa separado dos demais por ____ dias (quarentena)

Solicita atestado/exames

Vermifuga

Combate bicheiras/piolhos

Vacina (quais?)

mo o0 T



g. Outros (especifique)

Q16. Qual a frequiéncia de limpeza das instalacdes de caprinos/ovinos?
Por semana ( )

Por més ()
Por ano ()
Nucafaz ()
Q17. Quais 0s meses que 0s animais tém acesso ao pasto?

Q18. Quais 0s meses em que fornece alimentos no cocho ao rebanho?

66



