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ABSTRACT

Background: Chlamydophilosis is a disease caused by the bacterium Chlamydophila abortus, responsible for reproductive
damage in small ruminants, and economic losses to animal production. In addition, it is classified as a zoonosis once it presents
symptoms similar to numerous bacterial and viral infections of the reproductive system, making clinical diagnosis difficult. The
objective of this work 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 Rio Grande do Norte, Brazil.

Material, Methods & Results: This research was carried out in two mesoregions of the State of Rio Grande do Norte (Central Po-
tiguar - CP and West Potiguar - WP) located in the Northeast of Brazil. These mesoregions together represent 83% of the regional
herd. A total of 54 properties were studied. Those are distributed in seven municipalities: Afonso Bezerra, Angicos, Lages and Pedro
Auvelino, in the CP mesoregion; and Apodi, Caratibas, and Mossord, in the OP mesoregion. We used 540 animals from herds char-
acterized as non-defined breed (NDB) and native breed, regardless of their productive functions, being frequent the consortium of
caprine and ovine species. Blood samples were collected through jugular venipuncture by vacuum system with 5 mL tubes without
anticoagulant. After collection, the tubes were centrifuged at 1500 g for 15 min. Detection of anti-Chlamydophila sp. antibodies
was performed by the Complement Fixation Test. In parallel with the collection, a questionnaire was applied addressing general
property and producer characteristics. Seroprevalence of chlamydophilosis in the CP mesoregion was 3.04% (7/230) for the animals
and 26.1% (6/23) for the properties, whereas, in the WP mesoregion, the values were 4.2% (13/310) and 35.5% (11/31), respectively.
In the final logistic regression model, no variable analyzed was considered to be associated with a higher probability of C. abortus
positive properties. There was no significant difference (P = 0.76) in the infection among the studied mesoregions. All the seven
municipalities evaluated, had at least one positive property. No serology was found with titers greater than 1:32. The results of the
suspects with titers of 1:16 were 3.9% (9/230) in the CP and 3.5% (11/310) in the WP mesoregion. None of the 82 breeding animals
tested were C. abortus reagent, but three were suspected. The highest prevalence for the infection was seen in the matrices with
5.6% (18/321), followed by young females with 2.9% (1/35), young males with 1.2% (1/82) and breeding animals with 0% (0/82).
Discussion: The seroprevalence to Chlamydophila abortus found in the state of Rio Grande do Norte was lower than that found
in most Brazilian states, and even in other countries. The presence of properties with positive animals displays a risk of dissemi-
nation of the disease in the region. In addition, the presence of suspect animals may indicate a much larger number of positive
animals. The existence of false-negative animals in the herd can lead to difficulties in controlling and eradicating this disease.
Although none of the breeding animals were reagent to C. abortus in the CF test, the possibility of venereal transmission should
not be discarded. As some animals remained suspects, it may indicate an initial infection phase and seroconversion process,
possibly characterizing future transmitters of the bacterium via semen. However, even though seroprevalence was numerically
low, this disease should be a cause for concern due to its severity and spread capacity among herds, and especially because it is a
zoonosis. We conclude that chlamydophilosis is present in goat breeding in the state of Rio Grande do Norte, Brazil, and female
animals are more susceptible to Chlamydophila abortus infection.
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INTRODUCAO

A caprinocultura € uma atividade de importan-
cia social e econdmica no Brasil. Esta relevancia ocorre
pela espécie servir como fonte de proteina animal para
o ser humano [24], contribuindo para o incremento
financeiro do produtor.

Em geral, os animais s@o explorados de forma
extensiva, com aumentos do contingente em funcao
da rusticidade, adaptagdo ao ambiente e aos sistemas
de producdo, possibilitando a multiplicacdo de racas
nativas, inclusive as menos produtivas [6].

No Rio Grande do Norte a caprinovinocultura
tem recebido apoio publico e privado para sua consolida-
¢do como atividade produtiva, devido as potencialidades
do Estado em recursos naturais apropriados a exploracdo e
as condi¢des favordveis do mercado [23]. Dessa forma, os
cuidados com o0 aspecto sanitario sdo de suma importancia
e, com isso, doencas que podem causar danos a producio
animal, devem ser investigadas e controladas.

Dentre as enfermidades que determinam per-
das reprodutivas, evidencia-se a Clamidofilose, uma
doenca infectocontagiosa causada pela bactéria Chla-
mydophila abortus (C. abortus), a qual é considerada
uma das trés principais causas de aborto em ovelhas e

cabras em vdrios paises do mundo [17]. Adicionalmen-
te, é classificada como zoonose, representando risco a
mulheres gestantes [1].

Portanto, como estudos relacionados a soroe-
pidemiologia e determinagdo dos fatores de risco da
Clamidofilose em caprinos no Brasil sdo escassos, e por
conta da severidade dessa doenca, objetivou-se estimar a
soroprevaléncia de anticorpos anti-C. abortus em capri-
nos e identificar os fatores de risco para a enfermidade
em duas mesorregides do Rio Grande do Norte.

MATERIAIS E METODOS

Localizagdo

A pesquisa foi realizada em duas mesorregides
do estado do Rio Grande do Norte (Central e Oeste Po-
tiguar) situadas no Nordeste do Brasil, sendo que essas
mesorregides representam juntas 83% do rebanho poti-
guar [13]. Foram estuadas 54 propriedades com maior
representatividade da caprinocultura para o Estado ou
para a mesorregido, distribuidas em sete municipios:
Apodi, Caratibas e Mossord, na mesorregido Oeste
Potiguar, e Afonso Bezerra, Angicos, Lages e Pedro
Avelino, na mesorregido Central Potiguar (Figura 1).

Fonte: Adaptado de LIMA, 2015,
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Figura 1. Municipios amostrados para pesquisa de anticorpos anti-Chlamydophila abortus em caprinos, no estado do Rio

Grande do Norte, Brasil.

A escolha da drea de estudo obedeceu a cri-
térios minimos capazes de assegurd-la como efetivos
dominios de recomendagao para propostas tecnoldgi-
cas a serem disponibilizadas em programas de desen-
volvimento e de controle de doencas. Trés critérios
foram utilizados para selecionar os municipios que
participaram do estudo: constituir uma mesorregiao
relevante em densidade de rebanho caprino; apresentar

produtores ou institui¢des que demonstrassem interesse
em participar do projeto; dispor de uma estrutura mi-
nima institucional de apoio ao projeto para o fortale-
cimento das cadeias produtivas de caprinos (Secretaria
de Agricultura, Instituto de Defesa de Inspe¢do Agro-
pecudria do estado do Rio Grande do Norte — IDIARN
e Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do
Rio Grande do Norte — EMATER-RN).
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Animais

Foram utilizados 540 animais oriundos de
rebanhos caracterizados basicamente por animais
sem raga definida (SRD) e nativos, indistintamente de
funcdes produtivas, sendo frequente o consorciamento
das espécies caprina e ovina.

Procedimento experimental

A amostragem ndo probabilistica foi utilizada
para selecionar os produtores. Este método foi empre-
gado 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 cadastradas
nas associagdes de criadores de caprinos, secretarias
de agricultura e agéncias de defesa agropecudria, ou
atendidas por técnicos das empresas de extensdo.

O nimero minimo de amostras a serem testadas
(n) foi calculado estatisticamente [4] considerando uma
prevaléncia minima esperada da doenga de 6%, erro
amostral de 30% e grau de confianga de 95%. A amos-
tragem em cada propriedade foi estratificada segundo a
composi¢ao aproximada dos rebanhos, definida como
60% de matrizes, 35% de animais jovens e todos os
reprodutores. Foram coletadas amostras sanguineas de
dez animais por propriedade amostrada.

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,
por sistema a vicuo, com tubos' de 5 mL sem antico-
agulante. Apds a coleta, os tubos foram centrifugados
em centrifuga (Excelsa® IT 206 BL)? ndo refrigerada a
1.500 g por 15 min, os soros foram transferidos para
microtubos? e acondicionados em gelo em embalagem
isotérmica (isopor), e encaminhados a Embrapa Capri-
nos e Ovinos, onde foram estocados a -20°C.

Paralelamente, durante as visitas realizadas
as unidades produtoras selecionadas, foi aplicado
um questiondrio abordando caracteristicas gerais da
propriedade e do produtor; forga de trabalho; caracte-
risticas de producdo e comercializacdo agropecudria;
perfil tecnoldgico da produgao de caprinos e manejos
sanitario, alimentar e reprodutivo.

O exame laboratorial foi realizado pelo Instituto
Bioldgico de Sao Paulo pela técnica de Reacdo de Fixacao
de Complemento (FC) para a determinaco de anticorpos
anti-Chlamydophila sp. [18]. Foram utilizadas micro-
placas* com os soros teste nas diluicdes de 1:16 a 1:512.

Utilizou-se como antigeno a cepa S26/3 de C. abortus
na diluicdo 1:50 e o complemento na dilui¢do corres-
pondente a duas unidades fixadoras de complemento. O
titulo de anticorpos foi considerado como a reciproca da
maior diluicdo de soro que apresentou 50% de fixagdo
do complemento. Amostras com titulo igual ou superior
a 32 foram consideradas positivas e com titulo igual a 16
foram consideradas suspeitas [16]. Vale enfatizar que a
presenca de apenas um animal sororreagente ao teste de
FC, caracterizou o criatério como positivo. Nos animais,
quanto a titulagdo, somente foram considerados positivos
aqueles com titulos superiores a 1:16.

Andlise estatistica

Os dados obtidos a partir dos questiondrios foram
tabulados em planilha eletronica, e transferidos para o
software estatistico IBM® SPSS® Statistics versao 21.05
para realizagdo das andlises de possiveis fatores de risco.

Foi realizada andlise univaridvel, na qual cada
variavel independente foi cruzada com a varidvel de-
pendente, como condi¢do sanitdria da propriedade. As
que apresentassem um valor de P < 0,2 pelo teste de
qui-quadrado (y%) [25] teriam que ser selecionadas e
direcionadas para a andlise multivariavel, utilizando-se
a regressdo logistica miltipla [10], visando a defini¢ao
de um modelo que melhor identificasse os fatores de
risco. Entretanto, a maioria dos fatores ndo apresentou
significncia na andlise univariada, sendo assim nao foi
realizada andlise multivariada, com excecdo do fator
sexo, porém nao houve significancia. O nivel de signi-
ficancia adotado na andlise multipla foi de 5%. O ajuste
do modelo final foi verificado com o teste existente na
literatura [ 10], no qual um P > 0,05 indica que o modelo
estd ajustado.

Para identificacao dos possiveis fatores de risco
foi retirado da anélise as propriedades que se apre-
sentaram somente como suspeitas, isto €, aquelas que
apresentaram pelo menos um animal suspeito (1:16) e
nenhum animal positivo (maior ou igual a 1:32).

RESULTADOS

A soroprevaléncia de Clamidofilose no Rio
Grande do Norte foi de 3,7% (20/540). Na mesorregido
Central Potiguar a positividade 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 infeccio
entre as mesorregides estudadas.
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Tabela 1. Prevaléncia de propriedades positivas e de animais soropositivos e suspeitos para a infec¢ao por Chlamydophila abortus em caprinos

do estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

Prevaléncia por propriedades

Prevaléncia por animais

Mesorregido " " .
Total Positivas (%) Total Soropositivos (%) Suspeitos (%)
Central Potiguar 23 6 (26,1) 230 7 (3,04) 9 (3,9
Oeste Potiguar 31 11 (35,5) 310 13 (4,2) 11 (3,5)
Total 54 17 (31,5) 540 20 (3,7) 20 (3,7)

Dentre os sete municipios avaliados todos
apresentaram pelo menos uma propriedade positiva,
ressaltando que a presenca de apenas um animal
sororreagente ao teste de FC, caracterizou-se o criatério
como positivo. No se observou sorologia com titulos
maiores que 1:32.

Na Tabela 1 evidencia-se ainda que o resul-
tado dos suspeitos, com titulacdes de 1:16, foi de
3,9% (9/230) na mesorregido Central Potiguar e 3,5%
(11/310) no Oeste Potiguar.

Os resultados referentes ao nimero de animais
positivos, por sexo, nas mesorregides envolvidas neste
estudo estao 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.

Neste estudo o macho que se apresentou como
positivo pertencia a categoria macho jovem. Nenhum
dos 82 reprodutores analisados foi sororreagente para C.
abortus. E importante destacar que dentre os reprodutores
pesquisados, trés se apresentaram como suspeitos (1:16).

Quanto a varidvel raca, analisando as possiveis
associagoes 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, os caprinos SRD
apresentaram prevaléncia de 4,1% (20/492), enquanto
a de caprinos de raga nativa foi de 0,0% (0/28).

Quanto ao sistema de criacdo, a prevaléncia da
infec¢do por 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).
As propriedades que fazem consorciacdo das duas
espécies (caprinos e ovinos) apresentaram positividade
para C. abortus (P > 0,05) de 56,3% (9/16) e as que
nao fazem consorciacdo 22,2% (2/9). As propriedades
que ndo separam os animais por idade apresentaram
soroprevaléncia (P >0,05) de 41,0% (16/39), enquanto
as que separam foi de 25% (1/4).

Ressalta-se que dentre os animais soropositi-
vos para Clamidofilose, de acordo com as categorias
matriz, fémea jovem, macho jovem e reprodutor, os
que apresentaram maior prevaléncia para a infeccao
foram as matrizes com 5,6% (18/321), seguido das
fémeas jovens com 2,9% (1/35), machos jovens com
1,2% (1/82) e reprodutores com 0% (0/82).

Tabela 2. Prevaléncia de Clamidofilose, por sexo, do estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

RFC
. " ; X Total P
Variavel Positivo Negativo Suspeitos
N % N %o % N %o
Sexo Macho 1 06 163 976 3 1,8 167  100,0
* Fémea 19 5,1 337 90,3 17 4,6 373 100,0 0,009*

*Varidvel selecionada pelo Qui-Quadrado (P < 0,20). N- Numero; (%)- Porcentagem; RFC- Reagdo de Fixacido de Complemento.

Tabela 3. Prevaléncia de Clamidofilose, por raga, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil.

RFC

. . . . Total P
Variavel Positivo Negativo Suspeitos
N % N % N % N %
Raga Nativo 0 0,0 28 100,0 0 0,0 28 100,0
SRD 20 3.9 472 92,2 20 3.9 512 100,0 0,307*

*Varidvel selecionada pelo Qui-Quadrado (P < 0,20). N- Nimero; (%)- Porcentagem; RFC- Reacao de Fixa¢do de Complemento;

SRD- Sem Raca Definida.
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DISCUSSAO

A soroprevaléncia encontrada para Chlamydo-
phila abortus no estado do Rio Grande do Norte foi
inferior a encontrada em outros estados brasileiros
como em Pernambuco, de 10,3% [19], Paraiba, de
9,3% ¢ 19,7% [7,22], e Piaui, de 6,3% [14]. Por outro
lado, foi superior a prevaléncia determinada no estado
de Alagoas, de 1,17% [3]. Ja nos estados de Sao Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso e Bahia, em trabalhos com
soros de caprinos e ovinos, apresentaram juntos um
percentual de 12,0% de positivos entre os caprinos, mas
nenhum positivo entre os ovinos através da Reagdo de
Fixagdo de Complemento [20]. Convém salientar que
todos os estudos citados realizaram Reacdo de Fixa-
cdo de Complemento, e que ndo h4 relatos anteriores
de estudos soroldgicos da infeccao por C. abortus no
estado do Rio Grande do Norte.

Valores de prevaléncia superiores aos en-
contrados no presente trabalho ja foram reportados
mundialmente: Estados Unidos, com 23% em caprinos
[17]; Jordania, com 21,8% em pequenos ruminantes
[2]; Turquia, com 13,98% em ovinos [8]; Lituania,
com 26,9% em ovinos [5]; e China, com 20,9%, em
ovinos [11].

A Reacdo de Fixacdo de Complemento, de
acordo com a OIE [18] tem a possibilidade de detectar
anticorpos produzidos advindos de infec¢@o natural ou
aqueles produzidos pds-vacinacdo. Como no Brasil
ndo existe a vacina comercial contra C. abortus, os
resultados indicam a presenca da infec¢do nos animais
do Rio Grande do Norte.

A presenga de propriedades com animais posi-
tivos demonstra risco de disseminacio da enfermidade
na regido. Adicionalmente, a presenca de animais
suspeitos pode significar um ndmero bem maior de
animais positivos [19]. Neste estudo encontrou-se um
baixo nimero de animais com titulos de anticorpos
1:16 anti-C. abortus, dito como suspeitos, o 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 diagndstico. A exis-
téncia de animais falso-negativos 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 € bem conhecida, 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 [7,19-22].

Nesta pesquisa denotou-se que as fémeas
tiveram um percentual maior de positividade para C.
abortus do que os machos (Tabela 2), resultado esse
diferente do que se observou no Piaui, onde foi eviden-
ciado frequéncia relativa similar para machos e fémeas
ao analisarem soro de caprinos daquele Estado [14].

Embora nenhum dos reprodutores terem apre-
sentado sororreagentes para C. abortus no teste de FC,
a possibilidade de ocorréncia da transmissdo venérea
ndo pode ser descartada, pois como alguns permane-
ceram suspeitos pode indicar animais em processo
inicial da infec¢do e soroconversdo, sendo futuros
transmissores da bactéria via s€émen.

Quanto aos fatores de risco, embora os princi-
pais para a infeccao por C. abortus em caprinos serem
representados pela raca, manejo, tipo de exploracdo
e regime de monta natural [19], no presente estudo
nenhum desses teve relagdo com a soropositividade
(P > 0,05) [Tabela 4]. Além disso, possivelmente, o
maior contato entre os animais aglomerados deve ter
contribuido para a transmissido da enfermidade, de-
terminando o maior percentual de animais positivos
no sistema semi-intensivo de produgao. Situacdo essa
similar a trabalhos realizados em Pernambuco, Para-
iba e Piaui, onde foi evidenciada que o fator de risco
do sistema de criacdo em rebanhos caprinos e ovinos
determinou maior prevaléncia em animais criados no
sistema semi-intensivo ou intensivo [14,19,22].

A partir dos dados da tabela 4 denota-se que a
existéncia de consorciacio de pequenos ruminantes, de
certo modo, determinou maior percentual de animais
positivos para C. abortus. No Piauf ao analisar soro de
ovinos e caprinos, observou-se que um maior percen-
tual de positividade para Clamidofilose foi encontrada
nos ovinos, os quais apresentaram 8,2%, frente aos
6,3% dos caprinos [14]. Dessa forma, o manejo sani-
tario, reprodutivo e nutricional dos animais, em geral,
€ considerado como medida importante no controle
das diversas enfermidades, sendo o manejo sanitério,
fundamental na barreira para entrada de doengas no
rebanho, bem como a separacido dos animais. Além
disso, se hd separacdo por idade, os caprinos jovens
estdo menos predispostos a infeccdo, tendo em vista
que a eliminagd@o do agente, normalmente, se encontra
no grupo de matrizes gestantes [16].
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Tabela 4. Anélise univariada dos possiveis fatores de risco associados a infec¢ao por Chlamydophila abortus em caprinos no estado

do Rio Grande do Norte.
Varidvel Total de Propriedades Propriedades Positivas P
Sistema de criagdo
Semi-intensivo 41 17 (41,5%) 0,511%**
Extensivo 2 0 (0,0%)
Finalidade da criacdo
Producgio de leite 1 0(00%)
Produgao de carne 12 4 (33,3%)
Mista 30 13 (43,3%) 0,598
Consorciagdo de caprino-ovinos
Sim 34 15(44,1%) 0,281%*
Nao 9 2(22,2%)
Higiene das instalagdes
Sim 41 16(39,0%)
Nio 2 1(50,0%) 1,000%*
Capacitac@o da mao-de-obra
Sim 16 9(56,3%) 0,84
Nio 27 8(29,6%)
Origem das matrizes
Proéprio rebanho 17 T7(41,2%)
Rebanhos externos 19 8(42,1%) 0,955*
Origem dos reprodutores
Préprio rebanho 9 4(44,4%) 1,000%*
Rebanhos externos 30 12(40,0%)
Separa animais recém-adquiridos
Sim 18 8(44.,4%) 0,576*
Nao 25 9(36,0%)
Separa por sexo
Sim 3 2(66,7%) 0,552%*
Nao 40 15(37,5%)
Separa por idade
Sim 4 1(25,0%)
Nio 39 16(41,0%) 1,000%*

*Varidvel selecionada pelo Qui-Quadrado (P < 0,20). **Varidvel selecionada pelo teste Exato de Fisher (P < 0,20).

Contudo, mesmo que, numericamente, a CONCLUSAO
soroprevaléncia tenha sido baixa, esta doenca deve
ser motivo de preocupagdo devido sua severidade e
disseminagdo entre os rebanhos e, principalmente,
por se tratar de uma zoonose. Associado a isso, existe
ainda o fato que um tnico animal contaminado pode
trazer risco aos trabalhadores que os manuseiam [1].
Nesse contexto, a confirmacao soroldgica da infec¢io
por C. abortus em rebanhos caprinos do estado do Rio controle desta enfermidade em caprinos para evitar
Grande do Norte se reveste de importancia em fungio @ propagacdo da doenga ao longo do Estado. Além
do que representa para cadeia produtiva, bem como disto, deve-se ampliar o conhecimento desta enfer-
seus impactos econdmicos para a regido semidrida do  midade, inclusive sobre em quais condigdes o agente
Nordeste brasileiro. € eliminado.

A Clamidofilose esta presente nas criagdes de
caprinos no estado do Rio Grande do Norte, com as
fémeas apresentando-se mais susceptiveis a infec¢ao
por Chlamydophila abortus.

Diante destes achados, € necessdria a implan-
tacdo de sistemas de vigilncia epidemioldgica no
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