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RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar a ocorréncia e os fatores de risco associados a
infeccdo por Campylobacter spp. em criacdes de ovinos na microrregido Garanhuns, 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 subsp. fetus e Campylobacter jejuni foram identificadas por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Para andlise dos fatores de risco foi realizada
uma andlise 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¢cdo em quatro amostras
(0,95%). O namero de focos identificados foi de 35,0% (7/20) das criacbes de ovinos
que apresentavam pelo menos um animal positivo. Na analise de regressao logistica ndo
foi identificada nenhuma das variaveis como fator de risco. Este € o primeiro registro da
infeccdo por Campylobacter spp. em rebanhos ovinos no Nordeste do Brasil,
concluindo-se que a infecgdo ocorre nesses rebanhos. Dessa forma, se faz necessario a
implementacdo de medidas de controle e prevencao, para impedir a propagacdo do
agente entre as criacdes, evitando prejuizos para ovinocultura e risco para satde publica,

uma vez que a campilobacteriose é considerada uma zoonose emergente.

Palavras-chave: Campilobacteriose, Campylobacter, Ovinos, Pernambuco.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the occurrence and risk factors associated
with infection with Campylobacter spp. in sheep creations in the micro-region
Garanhuns, State of Pernambuco, Brazil. Were collected 421 fecal samples from sheep
flocks coming 20 for the isolation of Campylobacter spp. and Campylobacter jejuni and
Campylobacter fetus species were identified by Polymerase Chain Reaction (PCR). To
analyze the risk factors logistic regression was performed from the questionnaire with
objective questions about the hygienic-sanitary and reproductive management. The
occurrence of Campylobacter spp. it was 4.5% (19/421; C.I. 2.8% - 7.1%). The 19
positive samples in cultivation, eight (1.9% CI 0.9% - 3.9%) were classified as C. fetus
subsp. fetus and seven (1.7% CI 0.7% - 3.5%) as C. jejuni, coinfected with four stool
samples (0.95%). The number of identified focus was 35.0% (7/20) of the creations of
sheep that had at least one positive animal. In logistic regression analysis did not
identify any of the variables as a risk factor. This is the first report of infection with
Campylobacter spp. in sheep herds in northeastern Brazil, and it is concluded that
infection occurs in those herds. Thus, it is necessary to implement prevention and
control measures to prevent the propagation of agent between the creations, avoiding
damage to sheep production and risk to public health, since campylobacteriosis is

considered an emerging zoonosis.

Keywords: Campylobacteriosis, Campylobacter, Sheep, Pernambuco.
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1. INTRODUCAO

A ovinocultura destaca-se no cenario brasileiro por apresentar grande potencial
de crescimento, contando com um efetivo que chega a mais de 17 milhdes de cabecas,
distribuidas principalmente nas regides Nordeste e Sudeste do pais. Na regido Nordeste,
a atividade tem um relevante significado econdmico e social, sendo os animais em sua
maioria pertencentes a racas deslanadas, adaptadas ao clima tropical, apresentando alta
rusticidade e producéo de carne e pele (FACO et al., 2008; IBGE, 2013).

Conforme a Organizacdo das NagOes Unidas para a Agricultura e Alimentacao
(FAO, 2007), a demanda de carne de ovinos nos paises em desenvolvimento foi
impulsionada pelo aumento populacional, urbanizacdo e mudancas nos habitos
alimentares dos consumidores. No periodo de 2005 a 2014 estimou-se um crescimento
anual de 2,1% na producdo de carne ovina. Essa expansdo pode ser justificada por
algumas vantagens da atividade, como a necessidade de menor area de criagcdo, menor
consumo alimentar, facilidade de manejo e diversidade de producao de carne e pele de
boa qualidade, servindo como alternativa de renda (FERNANDES, 2009).

O estado de Pernambuco apresenta um rebanho ovino de 1.830.647 animais
(IBGE, 2013). Essa criagdo esta destinada tanto a subsisténcia de familias da zona rural
como a exploracdo econbémica com bases empresariais, embora ainda apresente um
baixo desempenho produtivo e reprodutivo, devido a inimeros fatores que acarretam
sérios problemas sanitarios (VIEIRA; CAVALCANTE; XIMENES, 1998; ARAUJO
NETO et al., 2010).

Dentre as doencas infecciosas que causam problemas reprodutivos na espécie
ovina destaca-se a campilobacteriose. Essa enfermidade caracteriza-se por causar
infertilidade temporéria, endometrite, morte embrionaria, nascimento de crias fracas e
aborto geralmente no ultimo trimestre da gestacdo (SKIRROW, 1994; SAHIN et al.,
2008; SANAD et al., 2014; WU et al., 2014). Trata-se de uma zoonose, de distribuigéo
mundial, causada por bactérias do género Campylobacter, que sdo transmitidas aos
ovinos por via oral-fecal (HARIHARAN; MURPHY; KEMPF, 2004). No Brasil, os
relatos de campilobacteriose em ovinos sdo escassos, se concentrando apenas no Rio
Grande do Sul, onde houve isolamento de Campylobacter spp. em fetos abortados
(VARGAS et al., 2005; GRESSLER et al., 2012).
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Tendo em vista a falta de dados no pais e as possiveis perdas econbémicas
causadas por problemas reprodutivos associados a campilobacteriose, pretende-se com
este estudo, analisar o0s aspectos epidemioldgicos relacionados a infec¢do por
Campylobacter spp. em criagdes de ovinos procedentes da microrregido Garanhuns do

estado de Pernambuco.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

Analisar 0s aspectos epidemioldgicos relacionados a infeccdo por
Campylobacter spp. em ovinos na microrregido Garanhuns do estado de Pernambuco.

2.2.  Objetivos especificos

e Determinar a ocorréncia da infeccdo por Campylobacter spp. em ovinos na

microrregido Garanhuns do estado de Pernambuco;

e Identificar os possiveis fatores de risco associados a infeccdo por
Campylobacter spp. em ovinos na microrregido Garanhuns do estado de

Pernambuco;

e Elaborar mapas com a distribuicdo da infeccdo por Campylobacter spp. em

ovinos na microrregido Garanhuns do estado de Pernambuco.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.  Campylobacter spp.

Campylobacter spp. pertence ao Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Classe
Epsilonproteobacteria, Ordem Campylobacteriales, Familia Campylobacteraceae e
Género Campylobacter (GARRITY; BELL; LILBURN, 2004). Em relacéo as espécies,
ainda existem controvérsias entre 0s estudos, mas atualmente sdo descritas 34 espécies e
14 subespécies (LPSN, 2015).

O género Campylobacter spp. é caracterizado por bacilos espiralados gram-
negativos, curtos e finos (0,2-0,8um X 0,5-5um), ndo produtores de esporos,
microaerdfilos, ndo hemoliticos, que ao se agruparem apresentam formato em “S”, de
asa de gaivota, ou ainda de virgula (CRUSHELL et al., 2004). As células bacterianas ao
permanecerem por prolongado tempo em meio de cultivo podem adquirir o formato
esférico, indicando fase de degeneracdo (DEBRUYNE; GEVERS; VANDAMME,
2008). Geralmente possuem elevada motilidade pela presenca de flagelo com
comprimento de duas a trés vezes maior que a célula, localizado em uma ou nas duas
extremidades, promovendo um movimento caracteristico de saca-rolhas (SMIBERT,
1978; PENNER, 1988).

Essas bactérias ndo oxidam e ndo fermentam carboidratos, obtendo energia
através de aminoacidos e produtos intermediarios do Ciclo de Krebs; ndo produzem
acetoina, indol, ou qualquer pigmento; comumente sdo oxidase positivo e catalase
variavel (STERN et al., 2001; DEBRUYNE; GEVERS; VANDAMME, 2008). A
temperatura de crescimento varia entre 25°C e 43°C (STERN et al., 2001), sendo que
espeécies termofilicas como C. jejuni, C. coli e C. lari, tem o crescimento otimizado a
uma temperatura de 42°C a 43°C e constituem-se nas espécies mais isoladas em quadros
de enterite humana e animal (WOO et al., 2002). Ocorre morte bacteriana a 60°C por 10
minutos e inativacdo a 4°C. Apresentam sensibilidade ao congelamento em alimentos,
porém se for realizado congelamento rapido, as células que sobrevivem podem
permanecer viaveis durante algumas semanas (FRANCO; LANDGRAF, 2002).

As principais ferramentas de viruléncia de Campylobacter spp. sdo: motilidade,
aderéncia, invasao e produgdo de toxinas (WASSENAAR, 1997). A principal toxina
descrita é a toxina citoletal distensiva, que é composta por trés subunidades, codificadas

pelos genes adjacentes cdtA, cdtB e cdtC, sendo a presenca dos trés genes exigida para
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plena atividade da toxina (MARTINEZ et al., 2006; ASAKURA et al., 2007). Essa
toxina impede o ciclo celular, interrompendo a mitose no estagio G2 e causando assim
progressiva distensdo e morte da célula. A proteina produzida pelo gene cdtB apresenta
atividade de DNase, induzindo dano por quebra das duplas ligacdes, e as proteinas dos
genes cdtA e cdtC transportam a proteina do cdtB para o interior da célula hospedeira
(ASAKURA el al., 2008; SILVA et al., 2011).

A espécie C. fetus possui uma camada de proteinas de superficie (SAP — Surface
array protein), também conhecida como camada S-layer. Essas proteinas conferem a
bactéria uma elevada viruléncia, com resisténcia a fagocitose e impedindo a ativacao da
via alternativa do sistema complemento (GARCIA et al., 1995; YANG et al, 1992;
PENN, 2001). As variagdes antigénicas que essas proteinas podem sofrer impedem a
acao do sistema imune, permitindo o estabelecimento de infec¢Bes por longos periodos
(WANG et al., 1993; VARGAS et al., 2002). Ja foi demonstrado que a presenca das
proteinas de superficie em C. fetus subsp. fetus sdo imprescindiveis na inducdo de
aborto (GROGONO-THOMAS et al., 2003).

3.2.  Campilobacteriose ovina

3.2.1. Etiologia e epidemiologia

As principais espécies de Campylobacter causadoras de problemas reprodutivos
em ovinos sdo: Campylobacter fetus subsp. fetus, Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli, sendo as duas primeiras mais predominantes (CAMPERO et al.,
2005; SAHIN et al., 2008; HAMALI et al., 2014). Sdo usualmente encontradas nas
fezes de animais domeésticos e silvestres, aparentemente higidos, e esses animais podem
fazer parte da cadeia de transmissdo do agente aos ovinos (STANLEY; JONES, 2003;
OPORTO et al., 2007).

A transmissdo de Campylobacter spp. aos ovinos ocorre por via oral-fecal e em
todas as faixas etarias (HARIHARAN; MURPHY; KEMPF, 2004). Campylobacter spp.
pode ser encontrado no solo, pastagem, agua e leite, em decorréncia do contato com
animais gque eliminam o agente nas fezes ou com restos placentarios e abortamentos
(SAID et al., 2003; GILPIN et al., 2008; HEUVELINK et al., 2009).
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A eliminacdo fecal de Campylobacter por ovinos pode contaminar
potencialmente pastagens e aguas de superficie e em épocas de chuva haverad
propagacdo das bactérias para areas mais planas, dguas subterraneas, coOrregos e rios
(BOLTON et al., 1987; STANLEY; CUNNINGHAM; JONES, 1998).

As aves domésticas e silvestres constituem os principais reservatérios de C.
jejuni e C. coli (ALTEKRUSE et al., 1999). Dessa forma, existe a possibilidade de
disseminacéo do agente em rebanhos fechados e contaminacdo do ambiente pelas fezes
das aves predadoras que se alimentam de restos placentarios e fetos abortados
(DENNIS, 1967; HORROCKS et al., 2009). Nos Estados Unidos foi encontrada
prevaléncia de 4,79% para Campylobacter termofilico em aves silvestres, sendo o
primeiro relato de cepas comprovadamente patogénicas para ruminantes em aves desse
tipo (SIPPY et al., 2012).

Ainda quanto a transmissdo do agente, Sproston et al. (2010) indicaram que as
moscas podem atuar como vetor em propriedades onde o0s animais eliminem
Campylobacter spp., embora a carga bacteriana carreada por estes vetores seja baixa.
Uma analise de fatores de risco, visando explicar o aumento sazonal no més de junho
dos casos de campilobacteriose em humanos na Inglaterra e Pais de Gales sugeriu que
as moscas estavam envolvidas diretamente e indiretamente com o0s casos de infecgdes,

por transportar material contaminado ao ter contato com fezes (NICHOLS et al., 2005).

Em relacdo a ocorréncia dessa infeccdo em ovinos, Stanley et al. (1998) isolaram
Campylobacter spp. a partir de 420 amostras fecais de ovelhas, com positividade de
29,3%, e destas 87,0% eram C. jejuni. Chanyalew et al. (2013) detectaram 33 (10,6%)
isolados de Campylobacter spp. em amostras fecais e 87,9% foram classificadas como
C. jejuni, ainda nesse estudo se constatou uma maior prevaléncia da infeccdo (60,6%)
em ovinos de ragas mistas. Em 2014, Lazou e colaboradores realizaram estudo em
pequenos ruminantes em um matadouro na Grécia e detectaram a presenca de C. jejuni
em 69,7% das amostras analisadas, principalmente na espécie ovina.

Estudo conduzido na Universidade de Tabriz, no periodo de 2010 a 2011,
analisando 132 fetos ovinos abortados e placentas pela reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), foram detectadas 12 (9,09%) amostras positivas para Campylobacter fetus
subsp. fetus e 2 (1,51%) para Campylobacter jejuni, ndo havendo amostras positivas
para Campylobacter coli (HAMALI et al., 2014).
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No Brasil os relatos de campilobacteriose em ovinos sdo escassos. Vargas et al.
(2005) isolaram, no estado do Rio Grande do Sul, Campylobacter jejuni a partir de um
feto ovino abortado no terco final da gestacdo. Posteriormente, Gressler et al. (2012)
relataram pela primeira vez no pais a ocorréncia de aborto em ovinos causado por
Campylobacter fetus subesp. fetus, identificado em fetos e natimortos ovinos
naturalmente infectados também procedentes do Rio Grande do Sul.

Em relacdo aos fatores de risco associados a infeccdo por Campylobacter spp.
poucos estudos foram realizados no mundo (JONES; HOWARD; WALLACE, 1990;
STANLEY; JONES 2003; KOVATS et al., 2005; YANG et al., 2014). Na Inglaterra foi
realizado um estudo para determinar a prevaléncia de C. fetus a partir de amostras fecais
de ovinos e bovinos em 19 propriedades, € nos ovinos observou-se maior prevaléncia do
micro-organismo durante o verdo, sem associa¢cdo com nenhuma pratica de manejo
adotada nas propriedades (DUNCAN et al., 2014). A campilobacteriose em humanos
também ja foi associada a fatores temporais, com aumento da infeccdo durante o verao
(NYLEN et al., 2002).

As razdes para essa sazonalidade da enfermidade permanecem desconhecidas,
mas tem sido proposta uma associacdo das condic¢Ges climaticas com o manejo adotado
nas propriedades rurais, tais como mudanca na alimentagéo e nos padrfes das pastagens
(STANLEY; JONES 2003; KOVATS et al., 2005).

Jones, Howard e Wallace (1999), pesquisaram espécies termofilicas de
Campylobacter em rebanho ovino durante 12 meses com maior eliminagdo bacteriana
(100%) coincidindo com as épocas de pari¢do, desmame e troca de pasto. Reforcando a
ideia que a eliminacdo de Campylobacter spp. esta relacionada aos fatores estressantes a
gue os animais sdo submetidos. A principal espécie isolada foi C. jejuni, sobrevivendo
nas fezes por até quatro dias, e os cordeiros foram infectados dentro de um a cinco dias
apos o nascimento. Yang et al. (2014) também encontraram em rebanhos de ovinos da
Australia uma maior concentragdo bacteriana de C. jejuni nas fases de desmame e pds-

desmame.

3.2.2. Sinais clinicos e patogenia
A campilobacteriose é caracterizada por causar infertilidade temporaria, morte
embrionaria, nascimento de crias fracas, aborto geralmente no ultimo trimestre da

gestacdo e morte da fémea em virtude da evolugdo do quadro de metrite. Os
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mecanismos pelo qual esse agente, que pode estar presente no intestino desses animais
sem causar alteracGes clinicas, progride para bacteremia ainda ndo estdo muito claros
(HEDSTROM et al., 1987; SKIRROW, 1994; GRESSLER et al., 2012).

Sanad et al. (2014) infectaram ovelhas gestantes com C. jejuni e estas
apresentaram prolapso uterino parcial ou total com retencdo da placenta,
natimortalidade ou aborto. Foi observado ainda lesdes histopatoldgicas, incluindo
placentite supurativa necrosante e endometrite, associadas ao aumento da morte
apoptotica de trofoblastos, aumento na expressao de genes ligados a morte celular e as
respostas pro-inflamatorias no uUtero (interleucina IL-6 e IL-5), além de diminuicéo dos
genes que codificam proteinas importantes para o desenvolvimento embrionario. Pela
imunohistoquimica observou-se a presenca de antigenos bacterianos nos trofoblastos
que revestem a membrana corioalantoide.

Em outra infeccdo experimental de C. jejuni em ovelhas no terco final de
gestacdo, ocorreram abortamentos ap6s 7-12 dias da inoculacdo bacteriana. Uma grande
concentracdo do agente foi encontrada nas carunculas, bile, fezes, tecidos fetais e
placenta. Histologicamente observou-se endometrite purulenta grave com vasculite, e
nos fetos, broncopneumonia e necrose multifocal hepatica (HEDSTROM et al., 1987).
Ja foram induzidos abortos em cobaias infectadas com C. jejuni, e as bactérias foram
recuperadas dos tecidos placentéarios e fetais (BURROUGH et al., 2009).

A lesdo considerada caracteristica de campilobacteriose em fetos ovinos
abortados € necrose circular hepética em torno de dois centimetros de didmetro, com
bordas elevadas mais claras e centros deprimidos (QUINN et al., 2005). Isso foi
observado em casos de aborto provocados por C. fetus subsp. fetus, associados ainda
com congestdo e hemorragia multifocal acentuada no timo, autélise difusa moderada no
intestino delgado, hemorragia multifocal leve nos rins e congestdo difusa encefalica
(GRESSLER et a., 2012).

Ainda ndo se tem muitos estudos relacionados & infeccdo por Campylobacter em
machos e sua influéncia na qualidade espermatica. Bar et al. (2008) contaminaram o
sémen ovino com C. fetus subsp. fetus, no intuito de observar possiveis alteracdes, e 0s
espermatozéides contaminados mostraram uma diminuicdo na motilidade, vigor,
aumento na reacdo acrossémica precoce, danos na cromatina e elevada expressdo de

receptores FAS, demonstrando efeito negativo sobre a qualidade do sémen de carneiros.
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3.2.3. Diagnostico

A avaliacdo dos dados zootécnicos da propriedade, a observacdo dos sinais
clinicos e do histérico dos animais auxilia no diagnostico, sendo o primeiro passo para
suspeitar de casos de campilobacteriose (ALVES et al., 2011).

O teste padrdo e confirmatorio para infeccdo por Campylobacter spp. é o
isolamento e identificacdo do micro-organismo. Porém, essas bactérias sdo exigentes e
possuem o crescimento mais lento que outros enteropatdgenos, requerendo condicbes
diferenciadas para seu crescimento (OYOFO et al., 1992). Com o intuito de aumentar a
tolerancia ao oxigénio deve-se adicionar aos meios de cultivo: sulfato ferroso,
metabissulfito de sodio e piruvato de sddio, reduzindo assim componentes t6xicos como
0 perdxido de hidrogénio, ions superoxido e oxigénio simples (CORRY et al., 1995;
KUANA et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Para favorecer o crescimento de Campylobacter spp. e inibir o de outras
bactérias, os meios devem conter antibiéticos especificos, como a vancomicina que
inibe as bactérias gram-positivas, anfotericina B e cicloheximida que inibe fungos, e a
trimetoprima que inibe Proteus spp. (KUANA et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Quanto maior o intervalo entre a coleta e o cultivo bacteriano, menores sdo as
chances de isolamento do agente. E recomendado o envio do material para
processamento no periodo maximo de seis horas (PELLEGRIN; LEITE, 2003). Diante
disso, foram desenvolvidos meios de transporte que permitem o maior sucesso do
isolamento de Campylobacter spp., pelo aumento da viabilidade celular e reducdo no
crescimento de contaminantes (LANDER, 1990; MONKE et al., 2002).

Lander (1990) desenvolveu um meio de transporte e enriquecimento, composto
por carvao, suplemento FBP (piruvato de Sédio, metabissulfito de sédio e sulfato
ferroso), antibidticos seletivos e antifingico, capaz de manter a viabilidade de C. fetus
em amostras clinicas por mais de trés dias e inibir o crescimento de Pseudomonas e
Proteus, mostrando-se mais eficiente que outros meios anteriormente descritos.

Métodos fenotipicos sdo limitados pela falta de uma padronizacdo, interpretacdo
subjetiva dos resultados e da existéncia de cepas atipicas bioquimicamente, além disso,
sdo trabalhosos e demorados, tornando-os desvantajosos quando se processsa grande
namero de amostras e ha necessidade de um diagnoéstico rapido (LINTON et al., 1996;
HUM et al., 1997; IRAOLA et al., 2012). Os métodos moleculares se tornaram uma boa
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alternativa para obtencédo de resultados rapidos e altamente especificos (KULKARNI et
al., 2002; LAPPIN, 2009; GROFF et al., 2010).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica eficiente e de facil
execucdo, apresentando especificidade e bom limite de deteccdo para Campylobacter
spp. A principal vantagem €é que a bactéria ndo precisa estar viavel, basta seu DNA alvo
da amplificacdo permanecer integro para identificacdo, diminuindo dessa forma os
cuidados com a coleta e transporte do material (BASTYNS et al., 1994; RODRIGUES
etal., 2004; SILVA et al., 2012; HAMALI et al., 2014).

Outros métodos empregados para identificacdo e caracterizagdo de
Campylobacter spp. séo: teste de coaglutinacdo, que mostrou ser uma alternativa
simples e rapida em comparacdo com o cultivo (ERGANIS et al., 2002); Polimorfismo
de comprimento de fragmentos de restricdo do DNA (RFLP), uma das técnicas mais
empregadas (ACIK; CETINKAYA, 2006; OPORTO et al., 2007); Eletroforese em
campo pulsétil (PFGE) (FITZGERALD et al., 2001; DEVANE et al., 2005; SAHIN et
al., 2008; ON, 2013); Sequéncia de digitacdo multilocus (MLST), usada
internacionalmente e considerada padrdo ouro para subtipagem bacteriana (VAN
BERGEN et al.,, 2005; ON, 2013); Polimorfismo de tamanho de fragmentos
amplificados (AFLP) (DUIM et al., 2000; DUIM et al., 2001; CAMPOS, 2006); e
imunohistoquimica de tecidos fetais (CAMPERO et al., 2005; SANAD et al., 2014).

3.2.4. Diagndstico diferencial

O diagnostico diferencial da campilobacteriose se faz com outras enfermidades
gue comumente causam problemas reprodutivos nos ovinos, principalmente abortos
causados por Chlamydophila abortus (ROSSI et al., 2012; LIMA et al., 2014), Brucella
ovis (RIZZO et al., 2014), Leptospira spp. (HIGINO e AZEVEDO, 2014; CARNEIRO
et al., 2015), Listeria monocytogenes (DREYER et al., 2015), Salmonella ser.
Abortusovis (BELLOY et al., 2009), Coxiella burnetti (BROM et al., 2015), Neospora
caninum (PINTO et al.,, 2012) e Toxoplasma gondii (DANTAS et al., 2014
GUIMARAES et al., 2015).

3.2.5. Prevencao e Controle
Para controlar a campilobacteriose e impedir a disseminacdo de Campylobacter

spp. nas criagdes é necessaria a adocao de medidas gerais de manejo adequadas, visando
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minimizar o estresse dos animais e consequentemente a eliminagdo bacteriana. Além do
fornecimento de alimentacdo com qualidade e agua clorada, deve-se evitar o contato
destes com as fezes dos animais, realizando uma frequente limpeza das instalacdes
(NYLEN et al., 2002; STANLEY; JONES, 2003; KOVATS et al., 2005; YANG et al.,
2014). Também € indicado o controle de aves e moscas nas propriedades, pois podem
servir como disseminadores da bactéria (DENNIS, 1967; ALTEKRUSE et al., 1999;
HORROCKS et al., 2009; SPROSTON et al., 2010).

Em rebanhos nos quais ocorreram abortos causados por Campylobacter spp.,
houve controle dos problemas reprodutivos ap6s utilizagdo de oxitetraciclina na dose de
75mg/ovelha dia, combinada ao suplemento alimentar durante 14 dias. E as crias das
fémeas tratadas apresentaram desenvolvimento adequado, sem apresentacdo de qualquer
alteracdo clinica (VARGAS et al., 2005). Os surtos de aborto também podem ser
controlados pela utilizacdo de eritromicina (4mg/kg — intramuscular) seguida por
aplicacdo de oxitetraciclina de longa duracdo ou ainda por administracdo oral de
clortetraciclina por 14 dias (75mg/kg) (WALT, 1994).

Para impedir a disseminacdo do agente também é recomendada a retirada dos
produtos de abortamento das areas que 0s animais tenham acesso, pois podem
apresentar alta carga bacteriana (DENIS, 1967; CAMPERO et al., 2005; HAMALI et
al., 2014).

Apesar do uso de antimicrobianos ser recomendado em surtos de aborto
causados por Campylobacter spp., é fundamental a cultura e teste de sensibilidade do
isolado para determinar o antimicrobiano mais adequado a utilizar. O uso prolongado
deve ser desencorajado, para diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana nas cepas (MENZIES, 2011).

Outra medida de controle e prevencdo nos surtos de abortamento por
Campylobacter spp. é a vacinacdo, embora a vacina ndo esteja disponivel no Brasil
(BRASIL, 2015). A vacinagdo preventiva nos animais que ndo estdo apresentando
problemas reprodutivos deve ser realizada no término do segundo terco de gestacdo das
ovelhas (GILMOUR, THOMPSON, FRESER, 1975; HANSEN et al., 1990;
GUMBRELL, SAVILLET, GRAHAM, 1996). Se ocorrer falha vacinal, além da técnica
de vacinagdo e manuseio da vacina deve ser investigada a cepa envolvida nos casos de

aborto na regido, devido a grande variabilidade genética de Campylobacter spp.
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(FITZGERALD et al., 2001; GROVE-WHITE et al., 2011; MENZIES, 2011; ON,
2013).

3.3. Campylobacter como agente zoonético

A campilobacteriose é uma zoonose de distribuicdo mundial, que leva a quadros
de gastroenterite em humanos, e problemas neuroldgicos como a Sindrome de Guillain-
Barré (ZONIOS et al., 2005; BOURQUE; CHARDON; MASSIE, 2015). Essa sindrome
trata-se de uma polineuropatia desmielinizante inflamatdria aguda progressiva, com
origem autoimune, que leva a debilidade muscular, podendo evoluir para paralisia
flacida e comprometer os musculos da respiracdo e levar a 6bito (BENETI; SILVA,
2006).

No Reino Unido ja foi considerada a causa mais frequente de diarreia bacteriana
aguda, porém em alguns paises, como o Brasil, os relatos de campilobacteriose sdo
pouco descritos, sendo a enfermidade subdiagnostica e subnotificada (KETLEY, 1997).
Individuos com imunidade baixa como idosos, diabéticos, doentes hepaticos, portadores
do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e com cancer podem desenvolver uma
forma grave de campilobacteriose (SORVILLO; LIEB; WATERMAN, 1991).

Com um estudo genético realizado na Inglaterra, identificou-se que 35% dos
casos de infeccdo por Campylobacter jejuni em humanos foi a partir de aquisicdo com
fontes bovinas e 4,3% de fontes ovinas (WILSON et al., 2008). As rotas de infeccdo
incluem o consumo de leite cru, agua contaminada com as fezes dos animais, ou o
contato direto com as fezes em areas rurais (SAID et al. 2003; GILPIN et al. 2008;
HEUVELINK et al. 2009).

Foi encontrado um aumento na frequéncia de resisténcia a drogas que sao
importantes no tratamento da gastroenterite causada por Campylobacter, especialmente
fluoroquinolonas e macrolideos. Alguns grupos tém sugerido que o aumento da
resisténcia entre isolados humanos é atribuivel a transmissdo de cepas antimicrobiano-
resistentes originadas de animais (PIDDOCK, 1995; SMITH et al. 1999). No geral, a
campilobacteriose € uma das doengas infecciosas mais importantes e que desafiardo a
saude global nos proximos anos (KAAKOUSH et al. 2015).
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Occurrence of sheep carrier of infection Campylobacter spp. in the state of

Pernambuco, Brazil

ABSTRACT

The objective of this study was to determine the occurrence and risk factors
associated with infection with Campylobacter spp. in sheep creations in the micro-
region Garanhuns, State of Pernambuco, Brazil. Were collected 421 fecal samples from
sheep flocks coming 20 for the isolation of Campylobacter spp. and Campylobacter
jejuni and Campylobacter fetus species were identified by Polymerase Chain Reaction
(PCR). To analyze the risk factors logistic regression was performed from the
questionnaire with objective questions about the hygienic-sanitary and reproductive
management. The occurrence of Campylobacter spp. it was 4.5% (19/421; C.I. 2.8% -
7.1%). The 19 positive samples in cultivation, eight (1.9% CI 0.9% - 3.9%) were
classified as C. fetus subsp. fetus and seven (1.7% CI 0.7% - 3.5%) as C. jejuni,
coinfected with four stool samples (0.95%). The number of identified focus was 35.0%
(7/20) of the creations of sheep that had at least one positive animal. In logistic
regression analysis did not identify any of the variables as a risk factor. This is the first
report of infection with Campylobacter spp. in sheep herds in northeastern Brazil, and it
is concluded that infection occurs in those herds. Thus, it is necessary to implement
prevention and control measures to prevent the propagation of agent between the
creations, avoiding damage to sheep production and risk to public health, since

campylobacteriosis is considered an emerging zoonosis.

Keywords: Campylobacteriosis, Campylobacter, Sheep, Pernambuco.
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Introducion

Reproductive problems in the sheep can be caused by numerous factors,
infectious or non (Cardinal et al., 2010; Santos et al., 2012; Antoniassi et al., 2013).
Campylobacter spp. stands out among the main infectious agents in several countries,
with abortion rates caused by infection with this agent ranging from 5% to 50%

(Skirrow, 1994; Agerholm et al., 2006; Wu et al., 2014).

C. fetus subsp. fetus and C. jejuni are the main species of Campylobacter spp.
involved in abortion of sheep, which usually occurs in the last trimester of pregnancy.
Other reproductive problems are reported are: placentitis, uterine infection,
natimortality, birth of premature lambs and death of sheep due to metritis and
septicemia (Delong et al., 1996; Sahin et al., 2008; Hamali et al., 2014). The
mechanisms by which the agent, which may be present in the intestines of sheep
without causing clinical disease causes bacteremia frames are not yet fully elucidated

(Hedstrom et al., 1987;. Skirrow, 1994; Sanad et al., 2014).

Campylobacteriosis is a zoonosis of worldwide distribution, which leads to
gastroenteritis in humans (Zonios et al., 2005; Boer et al., 2013). In the UK it was
already considered the most common cause of acute bacterial diarrhea, but in some
countries, such as Brazil, campylobacteriosis reports remain just described, being

underreported (Ketley, 1997).

Little has been studied in relation to the dynamics of infection with
Campylobacter spp. in sheep and the associated risk factors, with only two case reports
of infection in sheep in Rio Grande do Sul (Vargas et al., 2005; Gressler et al., 2012)

and a study in the state of Sdo Paulo (Rizzo et al., 2015). Given this lack of information,
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the economic impact that the disease can cause to the flocks, and concern for public
health, the aim of this study was to determine the occurrence and risk factors associated

with infection by Campylobacter spp. in sheep creations.

Material and methods

Sampling

A cross-sectional study from November 2014 to June 2015 in 20 creations of
sheep, from 19 municipalities in the state of Pernambuco, Brazil (Figure 1). The
properties were selected from non-probabilistic for convenience. For the sample was
considered a total of 92,074 sheep in the area (IBGE, 2012) and an expected prevalence
of 50% for Campylobacter spp. infection. With this ratio is maximized the size of the
sample, with a confidence interval of 95% and statistical error of 5%. This parameter
provided a minimum size to be examined in 385 sheep (Thrusfield, 2007), being
collected in this study stool samples from 421 animals in a systematic random. For the
calculation of samples per property used the computer program WinEpiscope 2.0. There

were no exclusion criteria in relation to race, gender, age and rearing systems.

Collection of biological material and bacterial isolation
Fecal samples were collected by rectal palpation with use of procedure glove
and packaged in sterile vials containing 20 mL of means of transport and enrichment
(TEM) (Lander, 1990) and sent at room temperature to Garanhuns Laboratories Center

(CENLAG) Federal Rural University of Pernambuco for its proper processing.
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In the laboratory, the samples were incubated at 37 °C for 72 hours under
microaerophilic conditions (10% CO,, 6% O,, 84% N,) and subsequently plated on
Columbia agar (Difco®), added with 7% defibrinated horse blood and selective
supplement Skirrow for Campylobacter spp. (Merck®) and again incubated in
microaerophilic conditions for 72 hours. After incubation was performed phenotypic
analysis of colonies by morphology and Gram staining (Quinn et al., 2005). The
colonies with characteristics consistent with Campylobacter spp. had their DNA
extracted from "QIAGEN DNA Easy Blood and Tissues Kit" (Qiagen®), according to
manufacturer's protocol. After extraction the DNA was quantified with
spectrophotometer PicoDrop and the quality of the samples was analyzed by the ratio of

absorption at 260/280 nm.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

It was used as a template the DNA extracted from bacterial colonies as described
above, and 2,5uL his suspension were added to 10ul of Gotaq Green Master Mix
(Promega®). The primers used in the reactions for amplification of genomic material C.
fetus subsp. fetus were: MG3F (5°GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT3®) and MG4R
(5’TAGCTA CAATAACGACAACTS3’); VenSF
(5’CTTAGCAGTTTGCGATATTGCCATT3") and VenSR
(5’GCTTTTGAGATAACAATAAGAGCTT3’) (Hum et al., 1997). For C. jejuni were
used CL2 (5’TGACGCTAGTGTTGTAGGAG3’) and CR3
(5’CCATCATCGCTAAGTGCAAC3’) described by Wang et al. (1999). Positive
controls reactions to C. fetus subsp. fetus and C. fetus subsp. venerealis were provided
by the Federal University of Santa Maria and C. jejuni by the Oswaldo Cruz Foundation

(CCAMP0008 e CCAMP00159). As a negative control was ultrapure water used. The



94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

44

amplified products were identified by agarose gel electrophoresis (1.5%), stained with
Blue Green (LGCbio®), visualized under UV light and documented in image capture

system.

Analysis of risk factors

For analysis of the factors was applied a standardized investigative questionnaire,
comprised of objective questions to the creator, for the hygiene and health and
reproductive management. Descriptive analysis was performed to calculate the
frequencies relative and absolute the results in the agent search. To identify risk factors
associated with infection by Campylobacter spp. was performed a univariate analysis of
the variables of interest using Pearson's chi-square test or Fisher exact test, as needed.
Subsequently, a logistic regression analysis dependent variable considering PCR
(positive or negative) was made. The independent or explanatory variables considered
in the model were those that showed statistical significance <0.20. This probability was
set for possible risk factors of the event were not excluded from the analysis (Hosmer;
Lemeshow, 1989). The Epi Info 3.5.2 program was used to perform statistical

calculations.

Spatial analysis

It was built thematic map with the distribution of the occurrences of Campylobacter
spp infection. in Garanhuns micro-region, in the state of Pernambuco, Brazil. The
location of the properties was obtained with the aid of a satellite positioning system
(GPS-Global Positioning System). For mapping and identification of spatial clusters,

the georeferenced data were released in the Terra View 3.13 software.
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119  License Ethics Committee
120 The project was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of

121  the Federal Rural University of Pernambuco, with license No. 042/2014.

122
123 Results
124 Of the 421 samples tested, 19 (4.5%; C.l. 2.8% - 7.1%) were positive for

125  Campylobacter spp. And eight (1.9%; I.C. 0.9% - 3.9%) samples classified as C. fetus
126 subsp. fetus seven (1.7%; C.1. 0.7% - 3.6%) as C. jejuni PCR from the cultivation, the
127  co-infected into four samples (0.95%). Regarding the number of outbreaks, 35.0%
128  (7/20) of the studied sheep creations they had at least one positive animal (Figures 2 and
129  3).

130 In the univariate analysis there was a significant association for the variables
131  creation system, purchase of animals, not conducting quarantine and presence of
132 reproductive problems (Table 1). In logistic regression analysis was not confirmed any
133 of the variables as a risk factor.

134

135  Table 1. Univariate analysis of risk factors associated with infection by Campylobacter

136  spp. in sheep in Garanhuns micro-region of the state of Pernambuco, Brazil.

Variable N? PCR OR" (C.1.95%)° p-value
Positive

Property area

Urban 15 1 (6.7%)

Rural 386 18 (4.7%) - 0.569

Periurban 20 0 (0.0%)

Tamanho do criatério

<25 animals 115 2 (1.7%)

26 - 50 animals 201 11 (5.5%) 0.244

51 - 100 animals 15 0 (0.0%) )

> 100 animals 90 6 (6.7%)
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Breed
Defined
Undefined

Sex
Female
Male

Age (months)
<9

10-18
19-24

25— 36

>37

Creation System
Intensive
Semi-Intensive
Extensive

Flock
Closed
Open

Feeding

Pasture

Pasture with
supplementation

Silo and concentrated

Provided water source
Standing water
Running water

Power Change
Yes
No

Reproductive problems
Yes
No

Quarantine realization
Yes
No

Access to wetlands
Yes
No

266
155

311
110

71
71
84
73
122

78
285
58

114
307

145

179

97

401
20

57
364

264
157

105
316

314
107

12 (4.5%)
7 (4.5%)

11 (3.5%)
8 (7.3%)

1 (1.4%)
3 (4.2%)
4 (4.8%)
4 (5.5%)
7 (5.7%)

1 (1.3%)
11 (3.9%)
7 (12.1%)

1 (0.9%)
18 (5.9%)

7 (4.8%)
5 (2.8%)
7 (7.2%)

19 (4.7%)
0 (0.0%)

0 (0.0%)
19 (5.2%)

17 (6.4%)
2 (1.3%)

1 (1.0%)
18 (5.7%)

13 (4.1%)
6 (5.6%)

0.99 (0.35 — 3.06)

0.46 (0.16 — 1.38)

3.09 (0.39 — 24.32)
3.42 (1.27 - 9.23)

0.14 (0.00 - 0.92)

0.57 (0.18 — 1.82)

2.71 (0.84 — 8.77)

5.33 (1.23 — 48.00)
0.15 (0.00 — 1.03)

0.72 (0.25 — 2.39)

0.587

0.091

0.699

0.007*

0.018*

0.233

0.388

0.059

0.008*

0.028*

0.346
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149
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151

152

153
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Use of esterqueira

Yes 43 1 (2.3%) 0.47 (0.01 - 3.17)

No 378 18 (4.8%)

Growing of poultry

Yes 370 19 (5.1%)

No 51 0 (0.0%) - 0.081

% Total number of samples.

® OR = odds ratio

°C.1. = confidence interval

* p <0.05, significant association

Discussion

This is the first report of infection with Campylobacter spp. in sheep in the
Northeast of Brazil. In the country, only two reports of infection have been previously
published, both in the state of Rio Grande do Sul, where there was isolation of
Campylobacter spp. in aborted fetuses. Vargas et al. (2005), identified as C. jejuni
causes four abortions in a herd of 22 sheep, with the hypothesis that infection has
occurred due to the presence of chickens in the property, who fed and drank water with
the sheep. While Gressler et al. (2012) method detected by molecular C. fetus subsp.
fetus in two stillborn fetuses and four sheep naturally infected in late pregnancy third.

It was observed that although in this study of C. fetus subsp. fetus has been
detected with a higher incidence, there was no big difference between the number of
isolates of this and C. jejuni. In several regions of the world C. fetus subsp. fetus has
been isolated species most frequently in reproductive problems in sheep flocks
(Fenwick et al. 2000; Grogono-Thomas et al. 2003; Mannering et al. 2003; Mannering
et al. 2004; Campero et al. 2005; Duncan et al., 2014; Hamali et al. 2014). However, in
the United States it was noted an increased frequency of C. jejuni (Delong et al., 1996).

Regardless of the different frequency isolation of the species Campylobacter spp. found

0.402
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in the studies, it is emphasized that C. fetus subsp. fetus and C. jejuni can cause
reproductive problems in sheep and have zoonotic potential.

The research developed with Campylobacter spp. in sheep are usually held in
herds with a history of reproductive problems. Thus, it is believed that epidemiological
studies should also be carried out without reproductive problems in cattle, in order to
identify the sheep as a reservoir to reduce environmental contamination and prevent
cases of miscarriages. Studies already indicate that healthy sheep can participate in a
more significant way than cattle in the contamination of the environment and food by
removal of Campylobacter spp. (Stanley et al., 1998; Acik e Cetinkaya, 2006).

Factors that interfere with fecal elimination of zoonotic microorganisms such as
Campylobacter, are still not well elucidated, with little data available on naturally
infected animals. Studies have shown that there is seasonality in this elimination in
temperate countries (Stanley et al., 1998; Grove-White et al., 2010; Jorgensen et al.,
2011; Duncan et al., 2014), but in climates tropical, like Brazil, you do not have records
of the influence of the seasons in the elimination of this bacteria.

Concerning the number of animals with positive properties, there has been an
agent distribution among herds studied region (7/20). This is a concern because it has
been shown that a small proportion of animals may be responsible for a great
elimination of bacteria (Stanley and Jones 2003). Through this spatial distribution of
infection, it can establish a planning and development of measures that can control the
spread of the agent.

There was a significant association in the univariate analysis between open herd
(p = 0.018) and not conducting quarantine (p = 0.028) with the infection. It is likely that

the purchase of infected animals and the lack of knowledge of the producers are
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responsible for the introduction and maintenance of Campylobacter spp. the creations.
All owners reported that they make no prior examination to the purchase of animals.

The highest risk of infection in properties with extensive farming is probably
associated with greater contact with contaminated food and contact with birds, which
are reservoirs of Campylobacter spp. (Smibert, 1978; Humphrey et al., 2007; Horrocks
et al., 2009; Sears et al., 2011). All properties where the samples were positive had
poultry flocks. In a survey conducted in England, it was also identified an association
between infection with C. fetus and extensive cattle (Duncan et al., 2014).

There was an association between infection and the presence of reproductive
disorders in cattle (p = 0.008). Of the seven positive creations of Campylobacter spp.,
five (71.4%) had a history of reproductive problems, and in all these cases of
miscarriages occurred in the last third of pregnancy, campylobacteriosis characteristic
of sheep (Hedstrom et al., 1987; Skirrow, 1994; Sanad et al., 2014). Studies should be
conducted to identify bacteria in the placenta of sheep and aborted fetuses to confirm
the agent's involvement in cases of abortions in sheep.

Still on the reproductive problems, some authors have Campylobacter spp. say
the elimination rates can become elevated due to stress or multiple infections that
reduce animal immunity (Stanley and Jones, 2003; Yang et al., 2014). Jones et al.
(1999) observed that higher amounts of elimination of bacteria coincide with farrowing,
weaning and changing pasture, as well as sheep that did not eliminate Campylobacter
spp. before delivery started agent elimination after parturition. In this study, all positive
feces samples were coming from animals with recent changes in feeding.

In all creations of the study was not done any sort of fly control and the presence
of these is common in the studied creations. It has been proven that in properties where

animals eliminate Campylobacter spp. in feces, flies can serve as vectors, contaminating
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water and food, despite the low bacterial load carried from by them (Sproston et al.,
2010). It was also observed good hygiene practices, such as cleaning the employee
boots, which can be important in the introduction and maintenance of the exposure of
animals to the agent, as well as the employees themselves (Kazwala et al., 1990;
Humphrey et al., 1993).

The relationship between sheep and infection by Campylobacter spp. in humans
has been reported (Raji et al., 2000). The results obtained in this study have impact on
public health, since Campylobacter spp. is a frequent pathogen in human infections
caused from gastroenteritis to bacteremia and a variety of systemic complications (Adak

et al., 2005; Zonios et al., 2005; Boer et al., 2013).

Conclusion

From the results obtained it is noted that sheep are infected Campylobacter spp.
Thus, it is necessary to implement measures for control and prevention, to avoid
spreading of the agent of the creations, avoiding damage to sheep production and risk to

public health, since campylobacteriosis is considered an emerging zoonosis.
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FIGURES

Microrregiio Garanhuns:
1 - Angelim

2 - Bom Conselho
3 - Brejao

4 - Caetés

5 - Calgado

6 - Canhotinho

7 - Correntes

8 - Garanhuns

9 - Iati

10 - Jucati

11 - Jupi

12 - Jurema

13 - Lagoa do Ouro
14 - Lajedo

15 - Palmeirina

16 - Paranatama

17 - Saloa

18 - Sdo Jodo

19 - Terezinha

Figure 1. Study area occurrence of infection with Campylobacter spp. in sheep in the

micro-region Garanhuns, Pernambuco state.
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Figure 2. Infection event of distribution for Campylobacter fetus subsp. fetus in sheep,

in micro-region Garanhuns, state of Pernambuco, Brazil, 2015.
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Figure 3. Infection event of distribution of Campylobacter jejuni in sheep, in micro-

region Garanhuns, state of Pernambuco, Brazil, 2015.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A partir dos resultados obtidos observa-se que as ovelhas sdo infectadas por
Campylobacter spp, com elevado numero de focos. Identificou-se associacdo
significativa da infeccdo com a compra de animais, ndo realizacdo de quarentena,
sistema de criacdo extensivo e presenca de problemas reprodutivos nas propriedades.
Assim, é necessaria a implementacdo de medidas de controle e prevencéo, para evitar a
propagacdo do agente nas criacdes, evitando prejuizos a ovinocultura e 0s riscos para a

salde publica, uma vez que a campilobacteriose é considerada uma zoonose emergente.
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QUESTIONARIO INVESTIGATIVO PARA CAMPILOBACTERIOSE OVINA

FICHA No:
DATA: [ |
INVESTIGADOR:

IDENTIEICACAO

Fazenda:

Proprietario:

Endereco:

Municipio:

Telefone:

E-mail:

Coordenada geograéfica:
Precipitacédo anual:

Area: () Urbana ( ) Rural

PROPRIEDADE N°

() Peri-Urbana



DADOS GERAIS

1)
b)
c)
d)
2)
b)

c)
d)

3)
b)
4)
b)
5)

b)
c)

6)
a)
b)
c)
d)

7)

a)
b)

c)

8)

Tamanho do criatorio:
Abaixo de 25 animais
Entre 26 e 50 animais
Entre 51 e 100 animais
Acima de 100 animais

Raca dos animais:
Santa Inés

Morada Nova
Dorper

SRD

Outra

Os animais tem acesso a alagadicos:

Sim
Nao

Presenca de estabulo:
Sim
Né&o

Alimentacao:
Pastagem

Silo
Concentrado

Origem da agua fornecida:

Pogo

Acudes

Corregos e riachos
Agua tratada

Sistema de criagéo:
Intensivo
Semi-intensivo
Extensivo

Criacéo de outras especies:
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a) Nao
b) Sim
Bovinos () Aves () Caninos ( ) QOutras ( )

9) EXxiste assisténcia veterinaria na propriedade:
a) Sim

b) Néo

c) Temporaria/Esporadica

10) Quando importa animais realiza quarentena:
a) Sim
b) Naéo

11) Quando importa animais realiza algum exame para posterior introducéo no
rebanho:

a) Sim

b) Néo

12) Presenca de moscas nas instalaces:
a) Sim
b) Néo

13) Utilizacéo de esterqueira:
a) Sim
b) Nao

14) Houve mudanca de alimentacdo nos ultimos tempos?
a) Sim
b) Nao

15) Os animais para reposi¢ao sao provenientes da propriedade:
a) Sim
b) Néo

16) Tipo de manejo reprodutivo:
a) Monta Natural

b) Inseminacdo artificial

c) Transferéncia de embribes

17) Problemas reprodutivos que foram observados:
a) Aborto
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b) Natimortos

c) Nascimento de cordeiros prematuros
d) Repeticdo de cio

e) Corrimento vaginal

18) Se houve caso de aborto, em qual terco da gestacédo ocorreu:
a) 1/3
b) 2/3
c) 3/3

19) Os problemas reprodutivos foram observados depois de algum momento de
estresse (mudanca de pasto, dieta de baixa qualidade, transporte, épocas do
ano mais quentes...):

a) Sim

b) Néo
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