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The objective of this study was to determine the occurrence and risk factors associated
with Campylobacter spp. infection in sheep in the State of Pernambuco, Brazil. A total
of 421 fecal samples were collected from 20 herds for the isolation of Campylobacter spp.
The species Campylobacter fetus and Campylobacter jejuni were identified by Polymerase
Chain Reaction (PCR). To analyze the risk factors, logistic regression was conducted through
a questionnaire about the hygienic-sanitary and reproductive management. The occurrence
of Campylobacter spp. was 4.5% (19/421; C.I. 2.8 to 7.1%). Of the 19 positive samples
isolated, eight (1.9% CI 0.9 to 3.9%) were classified as C. fetus subsp. fetus and seven
(1.7% CI 0.7 to 3.5%) as C. jejuni, with co-infection in four samples (0.95%). The number
of identified focuses was 35.0% (7/20) of the sheep herds that had at least one positive
animal. The logistic regression analysis did not identify any of the variables as a risk factor.
This appears to be the first report of infection with Campylobacter spp. in sheep herds in
northeastern Brazil. Thus it is necessary to implement measures for control and prevention
avoid damage to sheep production and risk to public health, since campylobacteriosis is
considered an emerging zoonosis.

INDEX TERMS: Campylobacter spp., campylobacteriosis, sheep, bacterioses.

RESUMO.- Objetivou-se com este estudo determinar a
ocorréncia e os fatores de risco associados a infec¢ao por
Campylobacter spp. em criagdes de ovinos no estado de
Pernambuco, Brasil. Foram coletadas 421 amostras fecais
de ovinos procedentes de 20 rebanhos para o isolamento
de Campylobacter spp. As espécies Campylobacter fetus
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subsp. fetus e Campylobacter jejuni foram identificadas
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para anélise
dos fatores de risco foi realizada uma anadlise univariada e
posteriormente regressao logistica a partir de questionario
com perguntas objetivas sobre o manejo higiénico-sanitario
e reprodutivo. A ocorréncia para Campylobacter spp. foi
de 4,5% (19/421; 1.C. 2,8% - 7,1%). Das 19 amostras positivas
no cultivo, oito (1,9%; I.C. 0,9% - 3,9%) foram classificadas
como C. fetus subsp. fetus e sete (1,7%; 1.C. 0,7% - 3,6%)
como C. jejuni, com co-infec¢do em quatro amostras (0,95%).
0 numero de focos identificados foi de 35,0% (7/20) das
criagdes de ovinos que apresentavam pelo menos um animal
positivo. Na andlise de regressao logistica nio foi identificada
nenhuma das variaveis como fator de risco. Este é o primeiro
registro da infeccdo por Campylobacter spp. em rebanhos
ovinos no Nordeste do Brasil, concluindo-se que a infeccdo
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ocorre nesses rebanhos. Dessa forma, se faz necessario a
implementacdo de medidas de controle e prevencdo, para
impedir a propagacdo do agente entre as criagdes, evitando
prejuizos para ovinocultura e riscos para saide publica, uma
vez que a campilobacteriose é considerada uma zoonose
emergente.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Campylobacter spp., campilobacteriose,
ovinos, bacterioses.

INTRODUCAO

Os problemas reprodutivos em ovinos podem ser causados
por inimeros fatores de origem infecciosa ou ndo (Pinto et al.
2012, Rizzo etal. 2014). Entre os principais agentes infecciosos,
em varios paises destaca-se Campylobacter spp., com taxas
de aborto causadas pela infec¢ido variando de 5% a 50%
(Skirrow 1994, Agerholm et al. 2006, Wu et al. 2014).

C. fetus subsp. fetus e C. jejuni sdo as principais espécies de
Campylobacter envolvidas no aborto de ovelhas, que geralmente
ocorre no ultimo trimestre da gestacdo. Outros problemas
reprodutivos que ja foram relatados sao: placentite, infeccao
uterina, natimortalidade, nascimento de cordeiros prematuros e
morte de ovelhas devido a metrite e septicemia (Delong et al. 1996,
Sahin et al. 2008, Hamali et al. 2014). Os mecanismos pelos
quais esse agente, que pode estar presente no intestino de
ovinos sem causar doenga clinica, leva a quadros de bacteremia
ainda ndo estdo totalmente elucidados (Hedstrom et al. 1987,
Skirrow 1994, Sanad et al. 2014).

A campilobacteriose trata-se de uma zoonose de distribuicdo
mundial, que causa gastroenterite em humanos (Zonios et al.
2005, de Boer etal. 2013). No Reino Unido ja foi considerada
a causa mais comum de diarreia bacteriana aguda, porém em
alguns paises como o Brasil, os relatos de campilobacteriose
humana permanecem pouco descritos, sendo subnotificada
(Ketley 1997). As rotas de infeccdo incluem o consumo de
leite cru (Heuvelink et al. 2009), 4gua contaminada com as
fezes dos animais (Said et al. 2003), ou o contato direto com
as fezes em areas rurais (Gilpin et al. 2008).

Pouco ainda se tem estudado em relagdo a dindmica
da infecgdo por Campylobacter spp. em ovinos e os fatores
de risco associados, com apenas dois relatos de casos da
infeccdo em animais no Rio Grande do Sul (Vargas etal. 2005,
Gressler et al. 2012.) e um estudo no estado de Sdo Paulo
(Rizzo et al. 2015). Diante da escassez de informacdes, do
impacto econdmico que a doenga pode causar nos rebanhos,
e da preocupacdo para a saude publica, objetivou-se com esse
estudo determinar a ocorréncia e fatores de risco associados
a infeccdo por Campylobacter spp. em criacdes de ovinos.

MATERIAL E METODOS

Amostragem. Foi realizado um estudo transversal entre
novembro de 2014 e junho de 2015 em 20 criagdes de ovinos,
provenientes de 19 municipios do estado de Pernambuco, que
compdem a microrregido Garanhuns (Fig.1). Em cada municipio
foi selecionada de forma nao-probabilistica por conveniéncia
uma propriedade, com exce¢do do municipio Terezinha onde
foram amostradas duas propriedades. Para a amostra foi
considerado um total de 92.074 ovinos na area (IBGE 2012)
e uma prevaléncia esperada de 50% para a infec¢do por
Campylobacter spp., com um intervalo de confianca de 95% e

erro estatistico de 5%. Este parametro indicou um tamanho
minimo a ser examinado de 385 ovinos (Thrusfield 2007),
sendo coletadas no presente estudo 421 amostras fecais
de forma aleatdria sistematica. Para o calculo das amostras
por propriedade foi utilizando o programa estatistico Win
Episcope 2.0, considerando o niumero de ovinos das criagdes
e parametros de prevaléncia, intervalo de confianga e erro
estatistico supracitados. Ndo houve critérios de exclusdo em
relagdo a raca, sexo, idade e sistema de criacao.

Coleta de material bioldgico e isolamento bacteriano.
As amostras de fezes foram coletadas por palpagio retal com
o uso de luva de procedimento e acondicionadas em frascos
estéreis contendo 20 ml de meio de transporte e enriquecimento
(TEM) (Lander 1990) e enviadas sob temperatura ambiente
para Central de Laboratérios de Garanhuns (CENLAG) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco para seu devido
processamento.

No laboratério, as amostras foram incubadas
a 37 °C durante 72 horas em condi¢des de microaerofilia
(10% CO2, 6% 02, 84% N2) e posteriormente semeadas em
agar Columbia (Difco®), adicionado de 7% de sangue equino
desfibrinado e suplemento seletivo Skirrow (Himedia®) para
Campylobacter spp., sendo novamente incubadas durante
72 horas em microaerofilia. Apos a incubacgio foi realizada
a andlise fenotipica das colonias por morfologia e coloragao
de Gram (Quinn et al. 2014). As coldnias com caracteristicas
consistentes com Campylobacter spp. tiveram seu DNA
extraido a partir do “QIAGEN Easy DNA Kit de sangue e
tecidos” (Qiagen®), de acordo com o protocolo do fabricante.
Apds a extracdo o DNA foi quantificado com espectrofotometro
(Picodrop P200, Cambridge, UK) e a qualidade das amostras
foi analisado pela razdo da absorc¢do a 260/280nm.

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Como template
foi utilizado o DNA extraido dos isolados bacterianos conforme
descrito anteriormente, e 2,5uL dessa suspensao foram
adicionados a 10 pl de Gotaq Green Master Mix (Promega®).
Os oligonucleotideos usados nas reagoes para amplificacdo
do material genomico de C. fetus subsp. fetus foram MG3F
(5’ GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT3‘) e MG4R (5'TAGCTA
CAATAACGACAACT3'), VenSF (5'CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT3")
e VenSR (5'GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT3’)
(Hum et al. 1997), constando de desnaturacdo inicial a 95°C
por 10 minutos, seguida por 30 ciclos: 95°C por 45 segundos,
50° por 45 segundos, 72°C por um minuto e 30 segundos,
com extensdo final a 72° por dez minutos. Para C. jejuni
foram utilizados os CL2 (5’"TGACGCTAGTGTTGTAGGAG3")
e CR3 (5'CCATCATCGCTAAGTGCAAC3’) (Wang et al. 1999),
com desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por
30 ciclos: 95°C por um minuto, 54° por um minuto, 72°C
por um minuto, com extensdo final a 72° por dez minutos.
Os controles positivos das reacdes para C. fetus subsp. fetus e
C. fetus subsp. venerealis foram fornecidos pela Universidade
Federal de Santa Maria e para C. jejuni pela Fundacdo Oswaldo
Cruz (CCAMP0008 e CCAMP00159). Como controle negativo
foi utilizada dgua ultrapura. Os produtos amplificados foram
identificados por eletroforese em gel de agarose (1,5%),
corado com Blue Green (LGCbio®), visualizado sob luz UV
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Fig.1. Area de estudo da ocorréncia da infecgio por Campylobacter spp. em ovinos na microrregido Garanhuns, estado de Pernambuco.

e documentado por sistema de captura de imagem (Loccus
biotecnologia, L. PIX, Cotia, Brasil).

Analise dos fatores de risco. Foi aplicado um questionario
investigativo padronizado, composto por questdes objetivas
sobre o manejo higiénico-sanitario e reprodutivo para coleta
de dados os quais foram submetidos a andlise univariada das
variaveis de interesse por meio do teste qui-quadrado de
Pearson, ou Exato de Fisher, quando necessario. Posteriormente
foi feita uma andlise multivariada através do modelo de
regressao logistica considerando como variavel dependente
a PCR (positiva ou negativa). As variaveis independentes ou
explanatorias consideradas no modelo foram aquelas que
apresentaram significancia estatistica <0,20. Essa probabilidade
foi estipulada para que possiveis fatores de risco do evento
ndo fossem excluidos da andlise (Hosmer & Lemeshow 1989).
0 programa EPIInfo 3.5.2., foi utilizado para a execugao dos
calculos estatisticos.

Preparacao dos mapas de ocorréncia da infeccio
por Campylobacter spp. Foram construidos mapas
tematicos com a distribuicdo das ocorréncias da infec¢ado
por Campylobacter spp. na microrregido de Garanhuns, no
estado de Pernambuco, Brasil. A localizacdo das propriedades
foi obtida com o auxilio de sistema de posicionamento
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por satélite (GPS 76CSx, Garmin, Chicago, USA). Para o
mapeamento e identificagdo dos aglomerados espaciais, os
dados georreferenciados foram langados no software Terra
View 3.13.

Licenca da comissao de ética. A pesquisa foi aprovada pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco com a licenga n? 042/2014.

RESULTADOS

Das 421 amostras analisadas, 19 (4,5%; 1.C. 2,8% - 7,1%)
foram positivas para Campylobacter spp. Sendo oito (1,9%;
I.C. 0,9% - 3,9%) amostras classificadas como C. fetus subsp.
fetus e sete (1,7%; 1.C. 0,7% - 3,6%) como C. jejuni a partir
da PCR com os isolados, houve co-infecgdo em quatro
amostras (0,95%). Em relacao ao nimero de focos, 35,0%
(7/20) das criacdes de ovinos estudadas apresentavam
pelo menos um animal positivo (Fig.2 e 3).

Na analise univariada houve associagdo significativa
para as variaveis: sistema de criacdo, compra de animais,
nao realizacdo de quarentena e presenca de problemas
reprodutivos (Quadro 1). Na andlise de regressao logistica ndo
foi confirmada nenhuma das variaveis como fator de risco.
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Fig.2. Distribuicdo da infec¢ao por Campylobacter fetus subsp. fetus em ovinos na microrregido Garanhuns, estado de Pernambuco.
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Fig.3. Distribuicdo da infec¢ao por Campylobacter jejuni em ovinos na microrregido Garanhuns, estado de Pernambuco.
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Quadro 1. Analise univariada dos fatores de riscos associados a infec¢ido por Campylobacter spp. em ovinos do estado de

Pernambuco
_ PCR
Variavel N@ — Valor de p
Positivo
Area da propriedade
Urbana 15 1(6,7%)
Rural 386 18 (4,7%) 0,569
Peri-urbana 20 0(0,0%)
Tamanho do criatdrio
< 25 animais 115 2 (1,7%)
26 - 50 animais 201 11 (5,5%) 0,244
51 - 100 animais 15 0 (0,0%) ’
=100 animais 90 6 (6,7%)
Raca
Definida 266 12 (4,5%) 0587
Indefinida 155 7 (4,5%) ’
Sexo
Fémea 311 11 (3,5%) 0,091
Macho 110 8 (7,3%)
Idade (meses)
<9 71 1(1,4%)
10-18 71 3 (4,2%)
19-24 84 4 (4,8%) 0,699
25-36 73 4 (5,5%)
=37 122 7 (5,7%)
Sistema de Criagdo
Intensivo 78 1(1,3%)
Semi-intensivo 285 11 (3,9%) 0,007*
Extensivo 58 7 (12,1%)
Rebanho
Fechado 114 1(0,9%) 0,018*
Aberto 307 18 (5,9%)
Alimentacgdo
Pastagem 145 7 (4,8%)
Pastagem com suplementagao 179 5 (2,8%) 0,233
Silo e concentrado 97 7 (7,2%)
Origem da agua fornecida
’Agua parada 401 19 (4,7%) 0388
Agua corrente 20 0(0,0%) ’
Mudanca de alimentagdo
Sl~m 57 0 (0,0%) 0,059
Nio 364 19 (5,2%)
Problemas reprodutivos
Sl~m 264 17 (6,4%) 0,008*
Nao 157 2 (1,3%)
Realizacdo de quarentena
Sl~m 105 1(1,0%) 0,028*
Nio 316 18 (5,7%)
Acesso a alagadigos
Sl~m 314 13 (4,1%) 0.346
Nio 107 6 (5,6%)
Utilizagdo de esterqueira
Sle 43 1(2,3%) 0,402
Nio 378 18 (4,8%)
Criagdo de aves
Sl~m 370 19 (5,1%) 0,081
Nio 51 0 (0,0%)

2 Numero total de amostras; * p<0.05, associac¢ao significativa.
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DISCUSSAQ

Este é o primeiro registro de infeccdo por Campylobacter spp.
em ovinos no Nordeste do Brasil. No pais, apenas trés relatos
dainfeccdo foram previamente publicados. No estado do Rio
Grande do Sul, Vargas etal. (2005) identificaram C. jejuni como
causador de quatro abortos em um rebanho de 22 ovelhas,
com a hipdtese de que a infecgdo teria ocorrido devido a
presenca de aves na propriedade, que se alimentavam e bebiam
dgua juntamente com os ovinos. Enquanto que Gressler et al.
(2012), por método molecular detectaram C. fetus subsp. fetus
em dois natimortos e quatro fetos, naturalmente infectados,
no terco final da gestacdo. No estado de Sdo Paulo ocorreu
isolamento de Campylobacter spp. em 3,75% (10/274) de
amostras fecais de ovelhas que apresentavam histérico de
problemas reprodutivos (Rizzo et al. 2015).

Observou-se que embora neste estudo C. fetus subsp.
fetus tenha sido identificada com uma maior frequéncia, ndo
houve grande diferenca entre o numero de isolados desta e
de C. jejuni. Em diversas regides do mundo C. fetus subsp fetus
tem sido a espécie mais frequentemente isolada, envolvida
em problemas reprodutivos de rebanhos ovinos (Grogono-
Thomas et al. 2003, Mannering et al. 2004, Campero et al.
2005, Duncan et al. 2014, Hamali et al. 2014). Porém, nos
Estados Unidos observou-se um aumento da frequéncia de
C.jejuniemrelacdo a C. fetus subsp fetus (Delong et al. 1996).
Independentemente das diferentes frequéncias de isolamento
das espécies de Campylobacter spp. encontradas nos estudos,
destaca-se que C. fetus subsp. fetus e C. jejuni podem causar
problemas reprodutivos em ovinos.

No que se refere ao nimero de propriedades com animais
positivos, observou-se uma distribuicdo do agente entre os
rebanhos daregido estudada (7/20). Isto é preocupante uma
vez que ja foi demonstrado que uma pequena proporg¢ao
de animais pode ser responsavel por grande eliminagdo da
bactéria (Stanley & Jones 2003). Através dessa distribuicdo
espacial da infec¢do, pode-se estabelecer um planejamento e
elaboracdo de medidas que possam controlar a disseminagao
do agente. A estruturacdo espacial de doencas infecciosas
é considerada uma fonte de informacdo prévia, auxiliando
atividades de investigacdo e de gestio relacionadas a vigilancia
de doencas, respostas a surtos, ou até mesmo otimizacdo
da descoberta de patégenos (Caprarelli & Fletcher 2014,
Murray et al. 2015).

Das sete criacdes positivas para Campylobacter spp., cinco
(71,4%) tinham histoérico de problemas reprodutivos e em
todas elas os casos de abortos ocorreram no tergo final
de gestacdo, fato que corrobora com outros estudos sobre
campilobacteriose ovina (Hedstrom et al. 1987, Sanad et al.
2014, Skirrow 1994). Estudos devem ser conduzidos para
identificacdo da bactéria na placenta das ovelhas e nos fetos
abortados para confirmar a participacdo do agente nos casos
de abortos em ovinos.

Jafoi demonstrada também a possibilidade de se identificar
e classificar Campylobacter diretamente de amostras frescas
através da PCR, pois a recuperacio de células bacterianas
viaveis muitas vezes se torna dificil diante da instabilidade e
exigéncias de crescimento (Iraolaetal. 2012, Fallah et al. 2014).

As pesquisas desenvolvidas com Campylobacter spp. em
ovinos geralmente sdo realizadas em rebanhos com histérico
de problemas reprodutivos. Desta forma, acredita-se que
estudos epidemiolégicos devem ser realizados em rebanhos
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sem problemas reprodutivos, com o intuito de identificar a
espécie ovina como reservatorio para diminuir a contaminagio
do ambiente e prevenir casos de abortos. Estudos ja indicam
que ovinos saudaveis podem participar de maneira mais
significativa que os bovinos na contaminacdo do ambiente
e dos alimentos por eliminagdo de Campylobacter spp.
(Stanley et al. 1998, Acik & Cetinkaya 2006).

Os fatores que interferem na eliminacio fecal de
micro-organismos zoonéticos, como Campylobacter, ainda ndo
estdo bem esclarecidos, com poucos dados disponiveis sobre
animais naturalmente infectados. Estudos tem demonstrado
que existe sazonalidade nessa eliminacdo em paises de clima
temperado (Stanley et al. 1998, Grove-White et al. 2010,
Jorgensen etal. 2011, Duncan et al. 2014), porém em paises
de clima tropical, como o Brasil, ndo se tem registros da
influéncia das estagdes do ano na eliminagao desta bactéria.

Ainda sobre os problemas reprodutivos, alguns autores ja
afirmaram que as taxas de elimina¢ao de Campylobacter spp.
podem tornar-se elevadas devido ao estresse ou a infecgoes
multiplas, que reduzem a imunidade dos animais (Stanley &
Jones 2003, Yang etal. 2014). Jones etal. (1999) observaram que
quantidades mais elevadas de eliminacdo da bactéria coincidiam
com a pari¢io, desmame e troca de pasto, como também as
ovelhas que ndo estavam eliminando Campylobacter spp. antes
do parto iniciaram a eliminagao do agente apds a pari¢do. No
presente estudo, todas as amostras de fezes positivas foram
oriundas de animais com mudanca recente na alimentagao.

Em todas as criacdes do estudo ndo se fazia qualquer tipo
de controle de moscas e a presenca dessas era comum nas
propriedades. Foi comprovado que em propriedades onde os
animais eliminam Campylobacter spp. nas fezes, as moscas
podem servir como vetores, contaminando a 4gua e os alimentos,
apesar da baixa carga bacteriana carreada a partir delas
(Sproston et al. 2010). Também nao foram observadas boas
praticas de higiene, como a limpeza das botas dos funciondrios,
0 que pode ser importante na introdu¢ao e manutenc¢ao da
exposicdo dos animais ao agente, bem como dos préprios
funcionarios (Kazwala et al. 1990, Humphrey et al. 1993).

Arelacdo entre ovinos e infec¢des por Campylobacter spp. em
humanos ja foi relatada (Raji etal. 2000). Os resultados obtidos
com esse estudo possuem impacto para saude publica, uma
vez que a presenca desse agente no ambiente pode favorecer
a infeccdo em humanos (Whiley et al. 2013). Campylobacter
spp. é um patégeno frequente nas infeccdes humanas causando
desde gastroenterite até bacteremia e uma variedade de
complicacgdes sistémicas (Adak etal. 2005, Zonios et al. 2005,
de Boer et al. 2013). No geral, a campilobacteriose é das
doencgas infecciosas mais importantes que desafiardo a saide
global nos préoximos anos (Kaakoush et al. 2015).

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos observa-se que os ovinos
sdo infectados por Campylobacter spp.

Assim, é necessaria a implementacdo de medidas de
controle e prevencdo, para impedir a propagacdo do agente
nas criagdes, evitando danos a producdo de ovinos e os
riscos para a satude publica, uma vez que campilobacteriose
é considerada uma zoonose emergente.
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