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RESUMO

A Chlamydia abortus causa abortos ou nascimentos prematuros em ruminantes; além disso, é uma
zoonose que pode causar abortos ou pneumonia em pessoas que tém contacto com animais doentes ou
as suas secrec¢des. O objectivo deste estudo era isolar C. abortus de caprinos mexicanos com historial de
aborto e de caprinos recentemente paridos com historial de aborto; foram recolhidas 186 amostras de 49
rebanhos nos estados de Coahuila, Jalisco, Puebla, Veracruz e Querétaro. O isolamento bacteriano de
amostras clinicas foi realizado utilizando a linha de células fibroblasticas L929 do rato e a identificacédo
molecular foi obtida através da amplificagcdo dum fragmento de 342 bp correspondente a regi&o RNA do
ribossémero 16S-23S. Os produtos de amplificacdo foram sequenciados e comparados com a base de
dados do GenBank. O isolamento identificou 23,1% das amostras e a PCR identificou 9,6% como positivas.
A pesquisa homoldgica revelou uma identidade 100% com Chlamydia abortus EF486854, U76710,
U68444, entre outros. A presenca de C. abortus foi confirmada em caprinos com histéria de aborto no
México por isolamento bacteriano, PCR e sequenciacdo. Estas descobertas sugerem que C. abortus
desempenhou um papel substancial em caprinos com uma histéria de aborto no México.

Palavras-chave: Chlamydia abortus, caprinos, abortos, México.

ABSTRACT
Chlamydia abortus causes a series of reproductive disorders in ruminants, including abortions, premature
births and stillbirths. Additionally, as a zoonosis, it can cause miscarriages or pneumonia in people who
come in contact with sick animals or their secretions. The objective of this study was to isolate C. abortus
from Mexican goats with a history of abortion and from recently parturient goats with a history of abortion;
186 samples were collected from 49 herds in Coahuila, Jalisco, Puebla, Veracruz and Querétaro states.
Bacterial isolation of the clinical samples was performed using the mouse fibroblast cell line L929 and
molecular identification was achieved by amplification of a 342 bp fragment corresponding to the 16S-23S
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ribosomal intergenic spacer RNA region. The amplification products were sequenced and compared with
the GenBank database. Isolation identified 23.1% of the samples and PCR identified 9.6% as positive.
Homology search revealed 100% identity with Chlamydia abortus EF486854, U76710, U68444, among
others. The presence of C. abortus was confirmed in goats with a history of abortion in Mexico by bacterial
isolation, PCR and sequencing. These findings suggest that C. abortus played a substantial role in goats
with a history of abortion in Mexico.

Keywords: Chlamydia abortus, goats, abortions, Mexico, chlamydiosis.

INTRODUCAO

A Clamidiose é uma doenca infecciosa que ocorre nos ovinos, caprinos e vacas a hivel
global, causando problemas reprodutivos incluindo abortos, nados-mortos, e
descendentes fracos ou prematuros que morrem pouco depois do nascimento. O agente
etiolégico, Chlamydia abortus, é a principal causa de perdas reprodutivas em caprinos e
ovinos nos paises do norte de Europa, e causa aproximadamente 44% de todos os
abortos infecciosos diagnosticados no Reino Unido (Stuen e Longbottom, 2011). Sendo
uma zoonose, C. abortus apresenta o maior risco para as mulheres gravidas, porque &
capaz de colonizar a placenta humana levando ao aborto. A pneumonia respiratéria
atipica foi também descrita em trabalhadores que entraram em contacto com ruminantes
(Longbottom e Coulter, 2003; Ortega et al., 2015; Pichon et al., 2020). A clamidia é uma
bactéria Gram-negativa e um parasito intracelular obrigatério. Apresenta um ciclo de
desenvolvimento assincrono multimérfico com duas fases, 0s corpos elementares e
reticulares, ambos com lipopolissacaridos. Ao contrario da tipica parede celular
bacteriana, as paredes celulares de Chlamydia ndo apresentam acido muramico
(Rodolakis e Laroucau, 2015).

No México, a clamidiose em caprinos e ovinos, bem como o papel da clamidia nos
abortos de ovelhas foram relatados pela primeira vez nos anos 90 (Escalante et al., 1996).
O primeiro isolamento de C. abortus (entdo C. psittaci serétipo 1) em caprinos foi
publicado em 1997 (Escalante et al., 1997). Em 2001, a Chlamydia demonstrou estar
presente num processo zoonético que teve origem num rebanho caprino infectado
(Escalante et al., 2001). C. abortus (entdo Chlamydophila abortus) foi demonstrado em
caprinos usando serologia e isolamento em 2004, e novamente em 2005, 2006 e 2008
((Lazcano, 2006; Soriano et al., 2011). Em 2011, um estudo encontrou C. abortus em
26,9% das cabras amostradas no estado de Guanajuato, México, atingindo 9,60% de
seropositividade (Mora et al., 2015). Palomares et al. (2020) avaliaram a frequéncia
serologica individual e do rebanho, bem como os factores de risco para o C. abortus em
sete estados produtores de ovinos no México, e identificaram o aborto enzético nas
ovelhas. Dado este contexto, o objectivo deste estudo era determinar se o C. abortus
esta presente em casos de aborto de caprinos em diferentes regides do México.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Este estudo foi realizado entre Agosto de 2016 e Fevereiro de 2018. Obtivemos um total
de 186 exsudados vaginais de 49 rebanhos com abortos relatados em cinco estados do
México. O estado de Coahuila forneceu 82 amostras (44,10%) de 24 manadas, seguido
por Veracruz com 67 amostras (36,02%) de 18 manadas, Jalisco com 25 amostras
(13,44%) de trés manadas, Querétaro com sete amostras (3,76%) duma manada, e
Puebla com cinco amostras (2,68%) de trés manadas.

Todas as amostras foram de raca mista, e as condi¢fes de criagcéo variaram por estado.
As amostras de Jalisco e Queretaro provinham de manadas estaveis mantidas como
reprodutoras sob gestdo intensiva. Estes animais foram alimentados com dietas
equilibradas com suplementos minerais e nao coexistiram com outras espécies animais.
Em contraste, os caprinos de Puebla, Coahuila e Veracruz eram mantidos sob condicdes
de gestao extensiva para a producéo de carne, quer comercialmente quer para consumo
nao comercial. Estes rebanhos passavam as manhas a pastar em vegetacdo néo gerida
e ao longo das bermas das estradas e eram criados dum dia para o outro sem suplemento
alimentar adicional. Estas cabras coabitavam com outras espécies animais nos currais,
principalmente com ovelhas e galinhas, assim como cavalos, caes e gatos.

Fizemos uma amostragem de caprinos que tinham abortado recentemente ou que tinham
dado a luz recentemente com um historial de abortos (ndo mais do que 30 dias em ambos
0os casos). Foram colhidas amostras vaginais com esfregacos esterilizados e
transportadas em tubos com 2 ml de meio de fosfato de sucrose/glutamato (SPG) (217
mM sucrose, 4 mM KH2PO4, 7 mM K2HPO4, e 1% L-glutamina), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB); GIBCO, EUA) e antibiéticos (100 ug/ml de estreptomicina, 50
Mg/ml de gentamicina; Invitrogen, EUA) (Sachse et al., 2009). No laboratério, as amostras
foram mantidas a -20°C até ao processamento. As experiéncias envolvendo amostras e
clamidia viva foram realizadas num laboratério de biosseguranca de tipo Ill. Para a
técnica imunofluorescente e reaccdes de PCR, utilizdmos uma estirpe de C. abortus A.22
gentilmente doada por Petter C. Griffiths do The Central Veterinary Laboratory, Reino
Unido, em 1993. Esta amostra foi importada ao abrigo do certificado zoosanitario n°
27491.

Isolamento bacteriano

O isolamento bacteriano foi realizado em fibroblastos de rato da linha celular L929. As
células foram cultivadas no meio minimo essencial da Aguia (EEMM; Invitrogen, USA),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de aminoacidos nao essenciais,
1% de L-glutamina a 37°C, e 5% de CO:2 (Escalante et al., 1996). Para identificar corpos
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de clamidia, utilizamos 0,9x10° células por poco, em placas de cultura de poliestireno de
24 pocos com lamelas de vidro estéreis de 12 mm de diametro (Mora et al., 2015). A
identificacdo de inclusbes intracitoplasmaticas produzidas por C. abortus foi realizada
através de técnica imunofluorescente directa, utilizando testes comerciais IMGEN de
clamidia (OXOID, UK), de acordo com as instrucdes do fabricante. As inclusGes
intracitoplasmicas foram visualizadas num microscépio UV (Leica DM1000) com
objectivos 40X e 100X. Uma amostra foi considerada negativa apos duas passagens
cegas sem deteccao de inclusédo intracitoplasmica.

Extraccdo de ADN

As amostras de exsudado vaginal foram homogeneizadas e depois 500 ul de cada uma
foram transferidas para um micro tubo estéril que foi inactivado a 80°C durante 20
minutos. Em seguida, 100 pl de tampéo liquido (50 mM NaCl, 125 mM EDTA, 50 mM Tris
HCI, pH 7,6), e 50 ul de 24% SDS (3,4% concentracdo final) foram adicionados e
incubados a 80°C durante 10 min. Posteriormente, adicionou-se RNAse a 75 ug/ml de
concentracéo final, e incubou-se durante 2 h a 50°C, seguido de proteinase K (USB, Ohio,
EUA) a uma concentracéo final de 325 pg/ml e incubou-se a 50°C durante 90 min a mais.
Depois, adicionamos um volume 25:24:1 de fenol, cloroférmio e &lcool isoamilico (Sigma-
Aldrich, EUA), misturado durante 15 min, e centrifugado a 16.060 g durante 5 min a
temperatura ambiente.

Finalmente, 0,6 volumes de isopropanol foram adicionados ao sobrenadante e
centrifugados a 16.060 g durante 15 min. O ADN resultante foi lavado com etanol frio a
70% e centrifugado a 16.060 g durante 5 min. O ADN foi ressuspendido com 25 ul de
agua sem ADN.

Identificacdo molecular

A identificacdo molecular foi realizada através de PCR usando iniciadores que amplificam
um espacador intergénico de RNA ribossémico 16S-23S de 342 bp. Os iniciadores foram
concebidos com o programa IDT SciTools Primer QuestSM, utilizando a sequéncia de
Operas ribossémicas C. abortus A.22 depositadas no GenBank com numero de acesso
u68444.1 (Everett et al., 1997). As reaccbes PCR foram realizadas num volume final de
50 ul, incluindo 1X tampéo PCR, 3 mM MgClz, 400 uM dNTP's, 25 pmol de cada primer,
1 U DreamTaqg Polimerase (Thermo, EUA), e 50 ng de ADN. C. abortus A.22 estirpe foi
utilizada como controlo positivo.

O protocolo de amplificagéo consistiu num ciclo inicial de desnaturagéo de 5 min a 95°C,
40 ciclos a 95°C durante 1 min, 63°C durante 30 s, 72°C durante 1 min, e uma extensao
final a 72°C durante 10 min. Foram observados produtos de amplificagdo num gel de
agarose a 1% (Thermo, EUA) corado com brometo de etidio (0,5 pg/ml).
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As amostras consideradas positivas para C. abortus através de PCR foram purificadas
usando o sistema comercial de extraccado de gel QIAquick, seguindo as instru¢des do
fabricante. A sequenciacdo do produto foi realizada em ambos os sentidos através do
método Taq FS Dye Dye Terminator Cycle Sequencing Fluorescence-Based Sequencing.
A sequéncia de consenso e o alinhamento da sequéncia foram alcancados com o
programa Vector NTI.

As sequéncias do espacador intergénico RNA ribossémico 16S-23S obtidas neste estudo
foram submetidas a pesquisas BLAST na base de dados GenBank. Foram estabelecidos
alinhamentos mudltiplos utilizando sequéncias do género Chlamydia disponiveis no
GenBank com algoritmos Clustal W e Muscle incluidos no software MEGA versao 7.0.26
(Kumar et al., 2016). A reconstrucao filogenética foi conduzida utilizando uma abordagem
Bayesiana com MrBayes versdo 3.2 (Ronquist et al., 2012). A analise foi realizada
durante 3.000.000 geracdes com arvores de amostragem a cada 100 geracbes. As
arvores com pontuacdes inferiores as da fase estacionaria ("burn-in") foram descartadas,
e as arvores que atingiram a fase estacionaria foram recolhidas e utilizadas para construir
arvores de consenso maioritario.

RESULTADOS

As células L929 foram infectadas com amostras clinicas e a imunofluorescéncia foi
utilizada para visualizar inclus6es clamidias. No total, foram encontradas inclusbes em
43 de 186 amostras avaliadas (23,11%), ou 18 de 82 amostras de Coahuila, 13 de 67 de
Veracruz, sete de 25 de Jalisco, e cinco de sete de Querétaro (Quadro 1).

Tabela 1. Visao geral dos resultados obtidos com as técnicas bacteriolégicas e de PCR utilizadas
nas amostras de exsudados vaginais

Origem - Estados Amostras Positivo para o Positivo para PCR
isolamento bacteriano
Veracruz 67 13 2
Jalisco 25 7 5
Coahuila 82 18 5
Queretaro 7 5 6
Puebla 5 0 0
Total 186 43 18
Percentagens totais 100 % 23.19 % 9.68 %

A analise PCR revelou que 18 das 186 amostras de ADN de exsudado vaginal foram
positivas para C. abortus. Em todas as regides amostradas, Querétaro teve seis amostras
positivas, Coahuila e Jalisco tiveram cada uma cinco amostras positivas, Veracruz teve
duas, e as amostras de Puebla n&o tiveram resultados positivos.

Identificamos a zona de amplificacdo incluindo 70 bp da subunidade ribossomica 16S,
uma regiao intergénica 105 bp, a subunidade ribossomica 115 bp 5S, outra regido
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intergénica 3 bp, e a subunidade ribossémica 49 bp 23S. As sequéncias foram editadas
com o programa Vector NTI e a pesquisa homoldgica foi realizada na base de dados
GenBank (BLASTnN), encontrando uma identidade de 100% com Chlamydia abortus
EF486854, U76710, U68444, entre outros. A Chlamydia abortus FMVZ455365 foi a Unica
estirpe que apresentou uma homologia diferente das outras estirpes, isto devido a uma
simples mudanca numa base C/T na posicdo 236, contudo esta estirpe mostrou 100
identidades com C. abortus CP031646, LS450958 e KX870501, entre outras. As
sequéncias completas obtidas para o C. abortus foram depositadas no GenBank sob
ndameros de adesdo: FMVZ0Y55 (MZ093042), FMVZ455376 (MZ099638), FMVZ0Y54
(MZ099636), FMVZzZ455365 (MzZ093041), FMVZ45535 (MZzZ093043), FMVZ9505
(MZ099635), e FMVZ959595 (MZ2099634) (Figura 1).

DISCUSSAO

Os resultados revelaram a presenca de C. abortus em cabras de quatro dos cinco estados
mexicanos da amostra. Num estudo anterior, C. abortus foi isolado de cabras do estado
de Guanajuato que tinham abortado (Mora et al., 2015).

Existem diferentes causas de aborto infeccioso ou néo infeccioso em ruminantes, e a ma
nutricdo durante a gestacdo parece ser a mais comum nos sistemas de producao
extensiva de caprinos. Falta de alimentos, longas distancias entre areas de pastagem e
abrigo, exposicdo a temperaturas elevadas e falta de agua potavel sdo condicbes
frequentes de pastagem durante a estacdo seca que podem causar stress que leva ao
aborto. Contudo, dado que C. abortus é sempre um agente patogénico e ndo faz parte
da flora bacteriana, isolando este microorganismo em rebanhos onde varios animais
apresentam falhas reprodutivas pode ser tomado como um diagndstico definitivo e
preciso ((Mellado et al., 2004; Urrutia et al., 2015; OIE, 2018).

O isolamento é o teste padrao de ouro para demonstrar a presenca de C. abortus, mas
as inconsisténcias na cultura de células, incluindo a morte durante o transporte, a
preservacdo inadequada da amostra, ou a contaminagdo podem levar a uma baixa
sensibilidade (Thejls et al., 1994; Sachse et al., 2009). Ao complementar o isolamento
com PCR, encontramos 18/186 (9,23%) amostras positivas. Os nossos resultados sao
inferiores aos descritos por Mora et al. (2015), que relataram 30/125 (24%) amostras de
exsudado vaginal positivo por PCR e foram capazes de confirmar 88,23% das amostras
positivas obtidas a partir do isolamento. No presente estudo, a PCR apenas confirmou
42,8% dos resultados positivos observados através do isolamento. Podemos ter
observado falsos negativos devido a baixa carga bacteriana da amostra, contaminacao
cruzada da amostra ou porque outros elementos presentes nas amostras de exsudado
vaginal podem ter inibido a PCR (OIE, 2018). Sabe-se que alguns elementos
normalmente presentes nas amostras clinicas afectam por vezes a sensibilidade do
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ensaio, ou mesmo impedem a amplificacdo do ADN (Schrader et al., 2012). Estes
elementos incluem polissacarideos, calcio, colagénio, hemoglobina, sacarose e
proteinases que tém origem no proprio animal ou na sua flora bacteriana.

Em contraste, embora inferior a Mora et al. (2015), a nossa taxa de confirmacao da
positividade PCR foi superior a relatada por Campos-Herndndez et al. (2014). Nesse
estudo, que avaliou 246 amostras por PCR, a presenca de C. abortus s6 pode ser
confirmada no baco de um feto abortado. Do mesmo modo, 0s nossos resultados de PCR
positivos sdo mais elevados do que os de alguns estudos europeus. Um relatério da Italia
(Chisu et al., 2013) utilizou a PCR para detectar 3/40 (7,5%) amostras positivas em
rebanhos de ovinos com elevada incidéncia de abortos. Em contraste com 0 nosso
estudo, a sua avaliagcdo teve menos amostras, mas estas vieram de placentas. Por outro
lado, um estudo realizado na Alemanha (Lenzko et al., 2011) amostrou 32 rebanhos de
caprinos com taxas de aborto inferiores a 1%. Analisaram 352 exsudados vaginais
usando PCR, e os seus resultados revelaram que 28 animais (7,95%) foram positivos
para C. abortus. Estes dados indicam que as infec¢cdes por clamidia ocorrem
frequentemente nesta regido mesmo na auséncia de altas taxas de aborto, o que pode
ser devido a endemicidade da doenca na regido (Lenzko et al., 2011).

Enquanto as placentas e os fetos abortados s&o os tecidos com a maior carga bacteriana,
e portanto, a melhor fonte de isolamento bacteriano (Sachse et al., 2009; Rodolakis e
Laroucau, 2015), as condi¢des de criagdo do rebanho amostrado inviabilizaram a recolha
destes tecidos. A maioria dos rebanhos do nosso estudo sdo mantidos sob sistemas de
gestado extensivos, onde cabras nao vigiadas percorrem muitos quildmetros para chegar
a pastagens comunitarias. Como estas condi¢cdes de campo inviabilizam a recuperacao
e recolha de fetos e placentas, em vez disso recolhemos exsudados vaginais. Estudos
tanto do México como de outros paises mostraram que os exsudados vaginais séo
amostras adequadas e podem ser amplamente utilizados para diagndstico. (Papp et al.,
1994; Jiménez-Estrada et al., 2008; Gutierrez et al., 2011; Campos-Henandez et al.,
2014; Mora et al., 2015; Laroucau et al., 2018; O' Neill et al., 2019).
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Embora seja aceite que trabalhar com tecidos que tém uma elevada carga bacteriana
favorece o nivel de sensibilidade a PCR (Livingstone et al. 2009), outros estudos no
México utilizaram com sucesso a PCR para detectar C. abortus em exsudados vaginais.
Em 2008, um estudo analisou 304 exsudados vaginais de ovinos com um historial de
abortos provenientes do estado do México (Estado do México). Este estudo encontrou
0,65% de positividade (Jiménez-Estrada et al., 2008) que € uma taxa de positividade mais
baixa do que a dos nossos resultados. E possivel que as praticas de criacdo que
permitem interaccdes entre ovinos e caprinos predisponham a disseminacao da
Chlamydia entre os rebanhos.

Como parte da identificagdo das espécies de Chlamydia envolvidas no nosso estudo, e
especificamente para descartar a possibilidade de outra bactéria ser responsavel por
abortos em caprinos (nomeadamente C. pecorum), foi necessario complementar a PCR
com a sequenciacao amplificada de fragmentos.

As sequéncias mostraram uma alta identidade com a maioria das sequéncias de C.
abortus, disponiveis nas bases de dados. Resultado semelhante foi obtido quando foram
efectuadas analises filogenéticas, observando-se pouca variacao no clade do C. abortus
FMVZ455365, que aparentemente separava as estirpes mexicanas de C. abortus com
uma probabilidade posterior de 98 e 99%, respectivamente.

A partir de 2016, a clamidia tem sido considerada endémica no México (DOF, 2016).
Antes disso, tinha sido considerada exética, o que impedia a implementacéo de técnicas
de diagndstico e de medidas de controlo, o que, por sua vez, favorecia a propagacéao da
doenca. E possivel que as consequéncias da presenca de Chlamydia abortus no México
sejam semelhantes as relatadas a nivel mundial, e que a falta dos instrumentos de
deteccdo necessarios tenha fomentado a sua presenca no México sem que esta se tenha
tornado evidente (Sachse et al., 2009). Além disso, a analise de estudos tanto de ovinos
como de caprinos pode mostrar que a bactéria se disseminou por todo o pais, mas néao
na mesma propor¢cdo em diferentes regides. De facto, resultados serolégicos positivos
de areas no México com populacdes caprinas importantes (distribuidas pelo Norte,
Centro, Oeste e Leste do pais) parecem mostrar que a falta de diagndstico de rotina antes
do transporte de animais fomentou a propagacdo da doenca, e riscos sanitarios e
socioeconoémicos concomitantes (Mora et al., 2015; Campos-Henandez et al.,, 2014,
Jiménez-Estrada et al., 2008).

O objectivo do nosso estudo era determinar a presenca de Chlamydia spp. em algumas
importantes regides produtoras de caprinos no México. Embora o tipo de amostragem
que utilizamos ndo nos permitisse medir a prevaléncia da doencga, 0s nossos resultados
mostraram que a Chlamydia abortus estava isolada em 23% das cabras que tinham
sofrido abortos. Isto € uma prova de que a C. abortus € um patogénico importante que
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requer atencdo, bem como a implementacao de medidas de controlo, tanto em caprinos
como noutras espécies produtivas em que temos provas da doenca. Estudos seroldgicos
recentes em vacas leiteiras mexicanas com abortos e doengas reprodutivas mostraram
que dum total de 833 amostras analisadas, 90 (10,8%) testaram positivo para o C.
abortus. No estado de Guanajuato, 6% (15/237) dos animais testados seropositivos e
18,5% (15/81) dos efectivos amostrados tém pelo menos um animal seropositivo (Limon
et al.,, 2011). Um estudo seroldgico realizado em efectivos ovinos entre 2011 e 2013,
analisou 5.321 amostras de sangue de ovelhas de 209 unidades de producdo em 61
municipios em sete estados do México, e encontrou taxas de positividade entre 24% e
67% (Palomares et al., 2020). E necessario realizar mais investigacdo tanto sobre a
prevaléncia como sobre a distribuicdo de C. abortus para compreender melhor o seu
impacto nos caprinos e na produ¢do no México. Medidas pertinentes para controlar e
prevenir a transmissdo de C. abortus entre animais também precisam de ser
implementadas a fim de evitar a infeccdo humana. Além disso, é necessario prestar
especial atencdo no que diz respeito a educacao e sensibilizacéo para o risco de doencas
para as pessoas que trabalham directamente com animais, bem como nos laboratoérios
de microbiologia, dado que os casos humanos de infec¢des por C. abortus resultam da
exposicdo a ovinos, caprinos, aerossois, e materiais contaminados (Longbottom e
Coulter, 2003; Ortega et al., 2015; Pichon et al., 2020).

CONCLUSAO

O presente estudo confirma que Chlamydia abortus é encontrada em cabras mexicanas
que fizeram abortos, nos estados de Coahuila, Jalisco, Queretaro, e Veracruz. Além
disso, que a Chlamydia abortus é o agente etiolégico da clamidiose, que apoia e confirma
a presenca da clamidiose no México. E da maior importancia estudar a distribuicio desta
bactéria pelo México, a fim de implementar medidas de prevencao e controlo para evitar
a propagacao de doencas, bem como para diminuir o risco de infec¢cdo humana.

Declaracéo de conflito de interesses
Os autores ndo tém nada a declarar.
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