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ISOLAMENTO DE Chlamydia psittaci EM BUFALOS ABATIDOS PARA
CONSUMO EM BELEM, PARA!
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ABSTRACT.- Freitas J.A. & Machado R.D. 1988. [ Isolation of Chlamydia psittaci from water
buffaloes slaughtered for consumption in Belém, Pari.] Isolamento de Chlamydia psittaci em
bifalos abatidos para consumo em Bélem, Pard. Pesquisa Veterindria Brasileira 8(3/4):43-50.
Depto Patologia Med. Vet. Preventiva, Fac. Ciénc. Agrérias do Par4, Cx. Postal 917, Belém, PA
60000, e Depto Virologia, Centro Ciénc. Satide, Univ. Fed. Rio de Janeiro, 21944 Rio de Janeiro,
Brazil,

A Chlamydia agent was isolated from 14 (70%) samples of organs and carcasses of slaughtered
water buffaloes identified as Chlamydia by its morphological and staining characteristics, its
pathogenic effect on chicken embryos. It was characterized as Chlamydia psittaci by the direct
immunofluorescence test. In the isolation experiment, the serial passages system of inoculation
from organs to the yolk sac of embryonated chicken was used, and 3 passages were made for each
sample. The identification and characterization of isolates were made by the observation of typical
cytoplasmatic inclusions in smears of the yolk sac membrane of embryos after inoculation and
impressions of lesioned organs, stained by Giemsa, Macchiavello and Castafieda methods and by the
fluorescence antibodies technique. Twenty samples of organs and carcass of water buffaloes that
presented inflammation of the serosa in one or more of the lungs, liver and heart were studied. The
lung was the organ with greatest number of isolates (8), followed by brain (6), liver (5) and heart
(2). A significant correlation between the macroscopic lesions and the positive fluorescence of the

agent in the correspondent inoculum was observed in the lung.
INDEX TERMS: Chlamydia psittaci, Chlamydiosis, poliserositis, water buffaloes.

SINOPSE.- Um agente clamidiano foi isolado de 14 (70%)
amostras de 6rgaos e carcagas de bubalinos abatidos para consumo
e identificado como Chlamydia através de suas caracteristicas
morfoldgicas, tintorias e efeito patogénico para o embrido de ga-
linha e caracterizado como Chlamydia psittaci no teste de imuno-
fluorescéncia direta. No isolamento foi utilizado o sistema de
passagens seriadas de inéculos de 6rgdos no saco vitelino de ovos
embrionados de galinha tendo sido executadas trés passagens
para cada amostra. A identificacdo e caracterizagdo dos micror-
ganismos isolados foi feita através de observagao de inclusdes
citoplasmadticas tipicas em esfregacos de membrana vitelina de
ovos embrionados p6s-inoculagdo e em impressdes de 6rgios le-
sados, corados pelo método de Giemsa, Macchiavello e Castaine-
da, e através do teste de imunofluorescéncia para Chlamydia
psittaci. Foram estudadas 20 amostras de 6rgaos e carcaca de bu-
balinos que apresentavam processo de inflamacdo de serosa em
um ou mais dos seguintes 6rgaos - pulmao, coragdo e figado. O
pulmio foi o 6rgio do qual se obteve maior niimero de isolados
8, seguido do cérebro, 6, figado, 5 e coragdo 2. No caso do pul-
méio observou-se uma significativa correlagdo entre as lesdes

1 Aceito para publicagdo em 20 de outubro de 1987.

Parte do trabalho de Tese de Mestrado do 12 autor, submetido 2 Univer-
sidade Federal Fluminense em setembro de 1986.

2 Departamento de Patologia e Medicina Veteriniria Preventiva, Fa-
culdade de Ciéncias Agrérias do Par4, Cx. Postal 917, Belém, Par4 60000.

3 Departamento de Virologia, Centro de Ciéncias da Safde, Universi-
dade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ 21944,

43

macroscOpicas destes 6rgdos estudados e a imunofluorescéncia
positiva para o agente, nos in6culos correspondentes.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Chlamydia psittaci, clamidiose, polisserosite,
bifalo.

INTRODUCAO

Sabe-se que a bubalinocultura é um dos mais importantes
setores da economia amazOnica, notadamente no Estado
do Pari (Nascimento et al. 1979). Embora a espécie seja
apontada como uma das mais resistentes as enfermidades
que acometem outros animais, verifica-se consideravel
perda quando, a nivel de abate e inspegdo higi€nico-sa-
nitdria nos matadouros de Belém, sio condenados e eli-
minados parte da carcaga e 6rgios, por apresentarem alte-
ragOes que caracterizam um quadro de inflamacao de se-
rosas.

As lesdes observadas apresentam caracteristicas ana-
tomo-patolégicas compativeis com aquelas produzidas
pela espécie denominada Chlamydia psittaci, microrga-
nismo pertencente ao género Chlamydia, antigamente de-
nominado virus do grupo psitacose-linfogranuloma, vené-
reo-tracoma (Storz 1971). De acordo com Storz (1968),
Storz (1971), Schachter et al. (1973), Pienaar & Schutte
(1975) e Foggie (1977) este microrganismo est4 relaciona-
do com doengas dos animais domésticos, entre os quais



mamiferos e aves, como pneumonias, enterites, abortos,
conjuntivites, encefalites e poliartrites e segundo Moran-
ge (1895), citado por Storz (1971), com doenga de caré-
ter zoon6sico, a psitacose; York & Baker (1951),
Bannister et al. (1962) Wilson & Thomson (1968),
Harshfield (1970), Moorthi & Spradbrow (1978) incrimi-
naram C. psittaci como agente causador de doencas de
animais domésticos; por outro lado Pienaar & Schutte
(1975) descreveram-na como agente de alteragées em di-
versos 6rgaos, tecidos e sistemas; entretanto sio raros os
informes a respeito do papel da clamidia como agente
etiolégico de doenga de bubalinos; os registros da litera-
tura reportam-se mais a ocorréncia de anticorpos anti-
clamidia no soro destes animais (Schmatz et al. 1978, Ha-
fez & Krauss 1979, Dhingra et al. 1981). Entre bubalinos
C. psittaci foi demonstrada ser o agente etiolégico de
doencas como a encefalomiclite esporddica conforme
Ognyanov et al. (1974), pneumonia segundo Gupta et al.
(1976) e de aborto descrito por Abilgasanov (1983).

O primeiro isolamento de clamidia de animais domés-
ticos foi obtido por York & Baker (1951), posteriormente
C. psittaci foi isolada por Menges et al. (1953), Kolb &
Psota (1968), Moorthi & Sprabrow (1978) de animais
domésticos em diferentes condigGes de satide. Na maioria
das vezes os isolamentos obtidos de bubalinos s@o prove-
nientes de animais abatidos clinicamente normais (Singh
& Malik 1969, Gupta et al. 1976, Dhingra et al. 1980).
Entretanto Ognyanov et al. (1973, 1974) relataram surtos
de encefalomielite esporadica e amostra procedente de
um biifalo africano de vida livre foi descrita por Rowe et
al. (1978).

O isolamento de clamidia de materiais procedentes de
processo infeccioso com alteracdes macroscopicas de 6r-
gdos, envolve a utilizacio de sistema apropriado de culti-
vo entre os quais o embrido de galinha, o cobaio, o ca-
mundongo e o cultivo celular (Storz 1971, Schachter &
Dawson 1979). O embriao tem sido o sistema mais apro-
priado para o cultivo deste microrganismo, mas segundo
Storz (1971) independentemente do sistema utilizado,
a identificacao do agente clamidioso, requer a observagao
de inclusGes citoplasméticas tipicas, a andlise do com-
portamento do agente no hospedeiro utilizado e a de-
monstracdo de antigeno grupo-especifico no teste de fi-
xacao do complemento; na identificacdo dos isolados ob-
tidos o teste de anticorpos fluorescentes tem sido, por
outro lado, amplamente aceito e empregado, por ser géne-
ro-especffico (Ross & Borman 1963, Lewis et al. 1972,
Vera & Dumoff 1974, Dvorakova 1979).

A condenagdo de orgdos de bubalinos abatidos aco-
metidos deste processo inflamatdrio é preocupante, face
aos prejuizos financeiros atribuidos ao produtor. Por ou-
tro lado Storz (1971) e Shewen (1980) consideram as
clamidioses como importante problema de saidde dos ani-
mais domésticos, afetando 6rgios e sistemas, causando
distirbios na reprodugio. Nao havendo registro no Pais,
até a presente data, de ocorréncia de doengas produzidas
por Chlamydia psittaci nem de isolamento do microrga-
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nismo de 6rgdos provenientes de animais domésticos.
Objetivou-se apresentar a presente contribuigio para o
esclarecimento e solugdo do problema observado entre
bubalinos.

MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram empregadas para o isolamento amostras de 6rgios e
carcagas de 20 bubalinos abatidos para consumo em Belém, Esta-
do do Par4. Eram selecionados os animais que apresentassem al-
teragdo de serosa nos pulmdes, ou no coragéo ou no figado, Para
o isolamento foram colhidos assepticamente fragmentos dos 6r-
gios referidos e mais do cérebro e medula correspondentes,
conservados em temperatura de refrigeracao, transportados para
o laboratério e mantidos a -20°C (Wilson & Thomson 1968).

Isolamento

Como sistema de isolamento foi feita a inoculagao de suspen-
sdo de Orgaos, no saco vitelino de ovos embrionados de galinha
com 6-8 dias de vida embriondria, provenientes de aves sadias e
que nao receberam ragao, contendo os antibiticos convencionais
(Storz 1971).

A técnica empregada foi aquela descrita por Wilson &
Thomson (1968) com algumas modificacoes, adotando-se ainda
as recomendagGes de Hanna et al. (1974), Schachter & Dowson
(1979) e Carter (1979).

Cada fragmento de 6rgao, isoladamente, era triturado eni gral
e pistilo estéreis, utilizando-se como diluente, solucao salina balan-
ceada de Earle (Rovozzo & Burke 1973, Vera & Dumoff 1974)
contendo antibiéticos (Moorthi & Spradbrow, 1978, Schachter &
Dowson 1979, Dhingra et al. 1980) e era centrifugado 3 vezes a
700 x g (2.200 rpm) durante 30 minutos em centrifuga refrigera-
da, para a obtengdo de suspensado do 6rgao correspondente e dilui-
¢bes decimais sucessivas de 10-2 ¢ 10" 3.A conservagao foi feita
em geladeira por uma noite, para inoculagio no saco vitelino.
Para cada material foram inoculados pelo menos trés ovos em-
brionados, em volume de 0,2 ml, sendo os ovos incubados a 35,5
- 36,5°C durante 12 dias e observados diariamente para consta-
tacdo de motilidade dos embrides.

Com a suspensdo obtida dos embrides que permaneceram vi-
vos até o 122 dia pds-inoculagdo, eram feitas duas inoculagdes
subsequentes, sub-passagens (Hanna et al. 1974, Schachter &
Dowson 1979), de acordo com o procedimento anterior, € aqueles
que mostraram vitalidade na segunda sub-passagem eram consi-
derados negativos. Os embriGes mortos nas respectivas passagens
eram colhidos, assepticamente, para a execugao de esfregacos de
membrana de saco vitelino destinados 2 identificagio do agente.

A esterilidade dos in6culos empregados frente a germes con-
taminantes secundérios foi testada, paralelamente ao isolamento,
em meio de tioglicolato, bacto-fluid thyoglicolate medium Difco
0256 (Hanna et al. 1974, Schachter & Dowson 1979) agar-Sa-
bouraud com 2% de glucose (Merck, 10.130) acidificado, para a
presenga de fungos contaminantes.

Identificacao morfolégica-tintorial

As caracteristicas morfolégicas e tintoriais do agente presun-
tivo foram identificadas em impressdes de 6rgaos utilizados no
isolamento e nos esfregagos de membrana de saco vitelino dos
ovos com embriGes mortos p6s-inoculagio nas passagens respec-
tivas e corados por técnicas de Giemsa, Macchiavello & Castafie-
da (Carter 1979).
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Imunofluorescéncia

Na identificagio do agente presuntivo através de pesquisa de
anticorpos fluroscentes seguiram-se as disposi¢des recomendadas
por Riggs (1979) e escolheu-se 0 método de imunofluorescéncia
direta por ser o mais simples e 0 menos sujeito a reagoes ¢ fal-
so-interpretagoes (Riggs 1979), empregando-se soro hiperimune
cedido pelo “Central Veterinary Laboratory” da Inglaterra,
conjugado com isotiocianato de fluorescéncia e como controle
soro negativo para Chlamydia trachomatis conjugado com fluo-
resceina; o contraste para fluorescéncia inespecifica foi obtido
com azul de Evans (Nichols & McComb 1962), Nichols et al.
1963); o exame de esfregagos e de impressdes foi feito ao mi-
croscépio Zeiss equipado com ldampada HBO-200W, filtro exci-
tador BG-12, filtro de calor GG-13 e filtro de barragem K-510,
objetiva de 10x e 40x e ocular de 10x.

RESULTADOS

Os resultados alcangados no experimento de isolamento e
na identificacio do agente presuntivo estdao resumidos
nos Quadros 1 e 2.

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram o
isolamento da Chlamydia em 14 (70%) amostras das 20
utilizadas no experimento (Quadro 1), identificado como
sendo a espécie Chlamydia psittaci com base nas caracte-
risticas morfol6gico-tintoriais (Quadro 2), teste de imuno-
fluorescéncia direta (Quadro 2) e na anélise da passagem

Quadro 1. Passagem seriada de homogenados de érgdos em saco vitelfno
de embrides de galinha (diluicio 10>, volume de 0,2 ml) nos
isolamentos positivos de Chlamydia psittaci de bubalinos abatidos para
consumo em Belém acometidos de polisserosite

N2 de Dias de morte Isolamento
embrides p6s-inoculacio de

Animal In6culo Passagem
n®  empregado seriada

mortos C. psittaci
01 Pulmio  Primeira 01 12 +d
Figado Primeira 01 12 +
02 p? P P P
03 P P P P
04 P P P P
05 Ffgado Sub-pas®2 01 09 +
06 -b - - -
07 Figado Primeira 02 07 +
08 Encéfalo Sub-pas?2 02 10 +
09 Pulmio Primeira 02 07 +
Encéfalo  Primeira 02 07 +
10 Encéfalo Primeira 01 10 +
11 Pulmio Primeira 01 11 +
Coracdo  Sub-pas 1 01 11 +
12 Encéfalo  Sub-pasl 01 06 +
13 - - - -
14 Pulmio Sub-pas 1 01 04 +
Coragdo  Sub-pas1 01 04 +
15 Pulmido  Primeira 01 11 +
Pulmio Sub-pas 2 01 06
Encéfalo  Sub-pas2 02 10 +
16 Pulmio Primeira 01 12
Pulmio Sub-pas 1 01 07 +
17 - - - -
18 Encéfalo  Sub-pas2 01 06 +
19 Pulmao Primeira 02 08 +
20 Pulmio Sub-pas 1 02 04, 10 +
Figado Sub-pas 1 01 05 +
2 Isolamento prejudicado;

Isolamento negativo;

€ Sub-passagem;

d1solamento de Chlamydia positivo.
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Quadro 2. Identificacdo de isolados de Chlamydia psittaci através
coloragdo de Giemsa e de imunofluorescéncia direta em esy’regaggs de
membrana de saco vitelfno de embribes mortos em passagens seriadas

Animal  Passagem Inéculo de 6rgio empregado
"~ seriada Pulmdo  Coragdo Figado  Encéfalo
o1 Primeira +2 +~ b
02 p° P P P P
03 P P P P P
04 P P P P P
05 Primeira - - - -
Sub-pas 91
Sub-pas 2 +
06 Primeira Le,- + -
Sub-pas 1 L,- L~
Sub-pas 2 - -
07 Primeira - - +,+ -
Sub-pas 1 L~ - -
08 Sub-pas -
Sub-pas2 - - L,- L,+
09 Primeira + +
Sub-pas 1 -
Sub-pas2  + -
10 Primeira - +
11 Primeira + -
Sub-pas 1 +,-
12 Primeira - -
Sub-pas 1 L,+
13 Primeira - -
14 Primeira . - -
Sub-pas 1 L,+ L,+ - -
15 Primeira +,- -
Sub-pas1 - - +,+
Sub-pas 2 + +,+
16 Primeira + - -
Sub-pas1 + - -
Sub-pas 2 -L
17 Primeira - - -
Sub-pas 1 -
Sub-pas 2 -
18 Primeira - L,+
Sub-pas 1 - L,—-
19 Primeira +,+ - - -L
Sub-pas1  —— -
20 Primeira - -
Sub-pas +,+ +
2 Jdentificacio positiva;
Identificag¢@o negativa;

¢ Isolamento prejudicado;
Sub-passagem;
€ Células lisadas.

seriada (Quadro 1) das suspensGes dos 6rgdos em ovos
embrionados; nao foi obtido isolamento das amostras 6,
13 e 17, tendo sido prejudicado o isolamento das amos-
tras 2,3 e 4.

Dos 6rgaos utilizados no isolamento, o pulmao foi
aquele que apresentou o maior nimero de isolados positi-
vos, 8 seguido do cérebro com 6, o figado com 5 € cora-
¢ao com 2 (Quadro 1).

Alguns esfregagos de membrana de saco vitelino de
ovos com embrides mortos pds-inoculacdo mostraram
células lisadas sem as tipicas inclusGes citoplasmaéticas
(Quadro 2) mas com resultados positivos no teste de imu-
nofluorescéncia direta, enquanto que outras se mostraram
também lisadas mas demonstraram tipicas inclusées cito-
plasméticas na forma de diminutos corpiisculos e resulta-
dos positivos no teste de imunofluorescéncia (Quadro 2),
comportamento muito semelhante ao biotipo 5 de Chla-
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mydia psittaci segundo Spears & Storz (1979) sendo con-
sideradas positivas.

O Quadro 1 € um resumo das passagens seriadas de
suspensdes dos 6rgaos utilizados no isolamento e mostra
o nimero de embrides e o nimero de dias pés-inoculagao
em que ocorreu a morte de cada embrido em cada amostra
e respectivas passagens, nos casos positivos; pelos dados
do Quadro concluiu-se que nas primeiras passagens a
morte dos embrides ocorreu sempre em periodo superior a
6 dias e chegando mesmo a 12 dias e que, de um modo
geral, nas duas passagens subsequentes, o tempo de
morte de embrides pds-inoculagao decresceu sensivel-
mente, tendo ocorrido a morte de embrides em até quatro
dias, estando de acordo com o modelo de morte de em-
brides e o comportamento do microrganismo no hospedei-
ro utilizado (Storz 1971).

No que se refere a esterilidade das suspensdes de 6r-
gaos empregados nas trés passagens seriadas nem todos
os inbculos estavam livres de microrganismos contami-
nantes secundérios, tendo sido observado o crescimento
de leveduras e fungos em in6culos de algumas amostras.
Os inéculos das amostras 2, 8 e 10 mostraram o cresci-
mento de fungo do gé€nero Aspergillus, enquanto que no
inéculo da amostra 8 ocorreu também crescimento tfpico
de bactérias; nas demais amostras nao foi observado o
crescimento de microrganismos contaminantes.
Identificagcao morfolégico-tintorial

No Quadro 2 estdo resumidos os resultados da identi-
ficagdo microscépica dos isolados, com base nas caracte-
risticas morfolégicas e tintoriais do microrganismo, em-
pregando-se as técnicas de coloragdo de Giemsa, Mac-
chiavello e Castafieda.

Nos esfregagos de membrana de saco vitelino de ovos
com embrides mortos nos casos positivos, foram observa-
das tfpicas inclusGes citoplasméticas cocéides, variando
desde corpiisculos puntiformes, diminutos, até corpiscu-

Fig. 1. Esfregaco de membrana de saco vitelino com inclusées citoplasmdti-
cas tipicas de Chlamydia trachomatis formadas por corpisculos ele-:
mentares ao redor dos nicleos. Coloragao de Giemsa, obj. 40.
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los maiores, isolados ou miiltiplos, em aglomerados no
citoplasma e longe do niicleo (Fig. 1). Nas células lisadas
foram observadas, em alguns casos, inclusdes puntifor-
mes, diminutas, isoladas e condensadas, tipicas de cor-
pusculos elementares. Os melhores resultados foram ob-
servados nas preparagdes coradas pelo método de Giem-
sa, nas quais as inclusdes coraram-se de azul a piirpura.

Nas impressoes de 6rgaos lesados foi extremamente di-
ficil observarem-se inclusées citoplasmaésticas tipicas, ex-
cecao feita para a impressao de pulmao da amostra 2, que
demonstrou tipica inclusdao madura de C. psittaci corada
de pirpura pelo método de Giemsa, na forma de meia lua
em volta do niicleo de um mondécito e que também de-
monstrou fluorescéncia positiva.

Teste de imunofluorescéncia

Os resultados da identificacao dos isolados através de
imunofluorescéncia estao resumidos no Quadro 2. De
acordo com os dados deste Quadro o teste de imunofluo-
rescéncia, que € género-especifico, revelou a presenga de
antigeno grupo-especifico para clamidia (Fig. 2) em in6-
culos de 6rgaos de 14 amostras. As impressoées de 6rgaos
das amostras 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 11, revelaram-se positivas
no teste de imunofluorescéncia.

O teste de imunofluorescéncia mostrou ainda resulta-
dos positivos em esfregacos contendo células lisadas e
cujas inclusGes ndo eram perfeitamente visiveis e distin-
gufveis e naquelas que mesmo lisadas, mostraram clara-
mente os tipicos corpisculos elementares, corados em
azul pelo método de Giemsa.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Historicamente, os microrganismos agora identificados
como clamidia foram associados com doengas humanas
denominadas linfogranuloma venéreo e tracoma e desde a
identificac@o h4 mais de 60 anos de inclusdes especificas

Fig. 2. Imunofluorescéncia caractertstica de Chlamydia trachomatis no ci-
toplasma e ao redor do niicleo de esfregaco de membrana de saco
vitelfno. Obj. 40.
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em réspados de conjuntiva de pacientes portadores de
tracoma, os agentes clamidianos foram encontrados in-
fectando naturalmente um grande nimero de espécies de
aves e mamiferos e foram isolados de casos de doengas
distintas do homem e de diversas outras espécies de ma-
miferos e aves (Storz 1971). No presente experimento
também foi obtido o isolamento de agente clamidiano em
6rgaos de bubalinos acometidos de polisserosite, sendo
que os isolados obtidos (Quadro 1) apresentaram caracte-
risticas morfolégicas e tintoriais (Quadro 2) indistingui-
veis daquelas do género Chlamydia e demostraram anti-
geno grupo-especifico no teste de imunofluorescéncia.

O microrganismo isolado foi identificado como
Chlamydia psittaci através de observacdo de inclusées
citoplasméticas tipicas nos esfregacos de saco vitelino de
ovos embrionados de galinha e da prova de imunofluo-
rescéncia direta, empregando-se inéculos originais € ma-
terial de sub-passagens em ovos tratados com antibidti-
cos, obedecendo-se, em parte, ao critério recomendado
por Storz (1971); foi também considerado o perfodo de 4
a 12 dias p6s-inoculacio para verificagdo da viabilidade
dos embriGes. '

Foram obtidos isolamentos do microrganismo na pri-
meira pasagem de alguns in6culos de 6rgéos, enquanto
que com outros inSculos a positividade s6 foi obtida a
partir das passagens cegas (Foggie 1977). Os embrides
mortos nas passagens seriadas mostraram lesGes e altera-
¢Oes bastante tipicas, entre as quais pernas e pés cianGti-
cos, vasos sanguineos dos sacos vitelinos congestos, em
alguns casos embriGes muito avermelhados, indicadores
tteis segundo Storz (1968, 1971) para este sistema de
isolamento.

Um grupo de amostras ndo demonstrou corpisculos
elementares claramente identificiveis nos esfregacos de
saco vitelino mas foi sorologicamente positivo no teste de
imunofluorescéncia direta (Quadro 2), o qual segundo
Jones (1974) é mais sensivel que a coloragao por Giemsa,
algumas das inclusGes sendo cléssicas corpisculos ini-
ciais dos quais alguns nd3o eram visiveis na coloracéo
pelo método de Giemsa; localizavam-se centralmente em
relagio ao nicleo ou como formas livres no citoplasma e
representavam imunofluorescéncia especifica dos est4gios
iniciais ndo suscetfveis de serem reconhecidos pelo mé-
todo de Giemsa (Nichols et al. 1963).

Alguns esfregacos de membrana de saco vitelino mos-
traram células lisadas contendo, as vezes, inclusGes pe-
quenas, arredondadas, comportamento muito semelhante
ao biotipo 5 de Chlamydia psittaci sugerido por Separs &
Storz (1979) e apresentando estes esfregacos resultados
positivos para antigeno grupo-especifico para clamidia no
teste de imunofluorescéncia.

Os isolados obtidos, muito embora nao tenham sido
analisados, de modo completo, quanto ao modelo de
morte do embrido conforme Storz (1971) demonstraram
nas passagens seriadas uma diminui¢do do tempo de so-
brevivéncia do embrifio pds-inoculagdo (Quadro 1), prin-
cipalmente em relagéo a certas amostras.
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O Quadro 1 apresenta um resumo das passagens seria-
das dos inéculos, o nidmero de embrides mortos nas res-
pectivas passagens e o periodo decorrido para a morte
dos mesmos p&s-inoculagdo. Observou-se que para os
inéculos de um mesmo 6rgio, o tempo de morte dos em-
brides diminuiu, a cada passagem, como consequéncia da
adaptacio do organismo no embrido e a riqueza do agente
infeccioso no cultivo, comportamento que atende, em
parte, 2 andlise do modelo de morte do embrido, um dos
testes criticos recomendados por Storz (1971) para a
identificacdo dos isolados de clamidia.

Alguns isolados, ndo demonstraram claramente uma
diminuigdo do tempo de sobrevivéncia dos embrides,
pois, em certos casos, 0s microrganismos nao desenvol-
vem um modelo regular de letalidade do embrido e tenta-
tivas para isolar amostras originarias de linfogranuloma
venéreo (LGV) tornam-se aparentes na parte final da
primeira passagem ou no inicio da segunda passagem, a
adaptagdo sendo vagarosa e normalmente mais de 5 pas-
sagens sao necessdrias (Schachter & Dowson 1979).

O pulmao foi o érgéo do qual se obteve o maior nime-
ro de isolados, seguido do cérebro, figado e coragao
(Quadro 1); do mesmo modo, o pulméo foi o 6rgdo que
apresentou a maior frequéncia de lesGes macroscépicas e
o maior nimero de resultados positivos no teste de imu-
nofluorescéncia, resultados coincidentes com aqueles ob-
tidos por Bates et al. (1965) no que se refere & correlacio
entre as lesdes macroscOpicas de 6rgaos e a fluorescéncia
nos esfregacos relativos aos inéculos dos mesmos.

O sistema de isolamento em ovos embrionados de ga-
linha, empregado no caso de tracoma e de amostras pro-
cedentes de bovino, ovino, caprino, suino e cobaio (Storz
1971) e utilizado por Singh & Malik (1969), Ognyanov
et al. (1973), Ognyanov et al. (1974), Dhingra et al.
(1980) no isolamento deste microrganismo procedente de
bubalinos em diferentes situacdes, apresentou resultados
excelentes neste estudo, tendo sido isolado microrganis-
mo clamidiano de 70% das amostras estudadas.

Um agente clamidianq foi isolado em cobaio por
Gupta et al. (1976), a parl(% de pulmao de bezerro bubali-
no acometido de pneumonia enzoética e do mesmo modo,
um microrganismo semelhante foi isolado por Dhingra et
al. (1980) em cobaio e a partir deste, em ovos embriona-
dos de pulmées de bifalos também com processo pneu-
monico. A identificagdo foi feita através da observagiao
de inclusdes citoplasméticas tipicas e imunofluorescéncia,
com resultado muito semelhante aqueles obtidos neste
estudo os quais, entretanto, mostraram-se superiores aos
obtidos pelos pesquisadores no segundo estudo que obti-
veram apenas 22% de isolamentos de 9 pegas pulmonares
estudadas. O mesmo agente clamidiano foi isolado por
Rowe et al. (1978), em cultura de tecidos, a partir de
pulmao de um biifalo africano de vida livre. Nesses casos
as condigGes sanitirias dos animais eram diferentes da- -
quelas observadas no presente estudo.

Agente clamidiano foi também isolado no presente ex-
perimento a partir de tecido nervoso (Quadro 1). Convém
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assinalar que Ognyanov et al. (1973) também isolaram
clamidia de cérebros de bezerros bubalinos em um surto
de encefalomielite na Bulgaria e C. psittaci foi também
associada com outro surto de encefalomielite esporddica
neste pafs (Ognyanov et al. 1974) afetando animais jo-
vens e adultos. Os isolados obtidos de amostras de tecido
nervoso neste experimento, eram também procedentes de
animais jovens e adultos e foram correlacionados com a
presenca de inclusGes citoplasmaéticas tipicas e antigenos
especificos nos esfregagos dos embrides pés-inoculagao
de homogenados respectivos.

O isolamento de C. psittaci de coragéo e figado de bu-
balinos clinicamente normais apresentando alteragbes de
serosas compativeis com clamidiose nio foi, até a pre-
sente data, registrado na literatura, sendo os resultados
deste estudo o primeiro informe a respeito do assunto;
por outro lado, ndo foi tentado o isolamento de clamidia
de outros 6rgdos além dos referidos neste estudo, visto
que o quadro de alteragdes macroscdpicais era muito su-
gestivo de polisserosite, muito embora Kolb & Psota
(1968) tenham isolado em ovo embrionado na quinta pas-
sagem, o microrganismo de amostras de rins procedentes
de bovinos.

Singh & Malik (1969) no experimento de isolamento
de agente clamidiano de homogenados de traquéia e pul-
mdes de biifalos concluiram que houve um progressivo
aumento na mortalidade dos embrides € um decréscimo
na média de sobrevivéncia dos mesmos a partir da segun-
da passagem, resultados que confirmam, ainda que em
parte, aqueles obtidos neste experimento, mas deve ser
levado em consideragao, que os referidos autores inocula-
ram 8 embrides em cada passagem e realizaram 7 passa-
gens seriadas.

Ainda em comparacio com o trabalho dos autores refe-
ridos acima, foi verificado que a adaptagao dos agentes
na presente pesquisa foi, no geral, mais répida pois, em
alguns casos positivos o tempo de sobrevivéncia dos em-
brides foi de até 7 dias, enquanto que no trabalho de
Singh & Malik (1969) somente na quinta passagem & que
o tempo de sobrevivéncia diminuiu para igual perfodo.

No estudo da polisserosite de bubalinos foi observado,
em impressdo de pulmédo da amostra mimero 2 corada por
Giemsa, uma tipica inclusao de C. psittaci que também se
mostrou positiva no teste de imunofluorescéncia direta,
mesmo sendo muito dificil a demonstragao de agente,
clamidiano em impressdo de 6rgados principalmente o
pulmao (Storz 1968, 1971).

A identificacdo do agente clamidiano nos diversos
isolados através de observagao microscépica das inclu-
sbes citoplasmaticas tipicas foi feita apds coloragao dos
esfregacos de membrana de saco vitelino pelos métodos
de Giemsa, Macchiavello e Castafieda, mas os melhores
resultados foram aqueles observados nas preparagdes co-
radas pelo método de Giemsa. Entretanto algumas prepa-

ragGes coradas por este método apresentaram-se dificeis

de conclusdo, pois 0 mesmo apresenta desvantagens que
incluem o fato de nao revelar inclusdes em 4reas espessas
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das preparacoes. Outra dificuldade € a distingdo entre in-
clusées e artefatos conforme Nichols et al. (1963), embo-
ra ainda segundo estes pesquisadores em 15 de 106 ca-
sos, inclusdes tenham sido identificadas por este método
e cada um desses casos também tenha sido confirmado
através de imunofluorescéncia. Por outro lado, de acordo
com Bannister et al. (1962) e Nichols & McComb (1962),
respectivamente, os corpusculos elementares reagiram
debilmente & coloragdo pelo método de Macchiavello e
clamidia ndo foi evidenciada por este método na primeira
passagem em nenhuma das tentativas de isolamento, ain-
da que a imunofluorescéncia do material desta passagem
tivesse revelado de modo inequivoco a presenca de anti-
geno em 10 casos.

Antigenos especificos para o grupo das clamidias fo-
ram demonstrados nos isolados através do teste de imuno-
fluorescéncia (Quadro 2) que € género-especifico, apre-
senta sensibilidade compardvel ao teste de fixagdo do
complemento (Ross & Borman 1963, Lewis et al. 1972)
através do qual anticorpos especificos para clamidia fo-
ram demonstrados em soros de bubalinos (Ognyanov et
al. 1973, Ognyanov et al. 1974, Schmatz et al. 1978, Ha-
fez & Krauss 1979, Dhingra et al. 1981), além de intime-
ras outras vantagens quando comparado com outros mé-
todos de diagndstico (Bauman 1973, Truzczezinski &
Sadowiski 1973). Do mesmo modo, antigenos especificos
para clamidia foram demonstrados através de imunofluo-
rescéncia em materiais de bubalinos (Rowe et al. 1978),
embora o isolamento tivesse sido realizado em sistema di-
ferente do empregado neste trabalho.

A aplicagdo do teste de imunofluorescéncia para a
identificagcdo de antigenos grupo-especifico nos isolados,
demonstrou resultados positivos em 14 (70%) amostras,
considerados excelentes em relagdao a Donaldson et al.
(1958) citado por Storz (1971) que obtiveram resultados
desapontadores na aplicagcdo do teste em esfregagos para
o diagnéstico de clamidiose de perus e em relagao a Ni-
chols et al. (1963) que classificaram o teste de anticorpos
tluorescentes como superior € mais ripido que a colora-
¢éo pelo método de Giemsa ou isolamento do agente, na
pesquisa de clamidia em esfregacos de conjuntiva.

O teste de imunofluorescéncia forneceu também re-
sultados satisfatérios em impressoes de Orgaos, estando
de acordo com Bates et al. (1965) que observaram uma
alta correlacéo entre as lesdes macroscSpicas de camun-
dongos e perus infectados por clamidia e a fluorescéncia
nos esfregagos de 6rgaos dos animais e Bauman (1973)
que demonstrou antigos-especificos para clamidia em 21
de 24 esfregacos de diferentes 6rgaos de bezerros bovi-
nos, entre os quais o pulmao. Do mesmo modo Dvorako-
va (1979) demonstrou uma grande quantidade de células
especificamente fluorescentes em 6rgdos de mamiferos
domésticos naturalmente infectados por clamidia. Con-
vém assinalar que em nenhum dos trabalhos referentes a
ocorréncia ou isolamento do agente clamidiano em buba-
lino (Singh & Malik 1969, Ognyanov et al. 1973,
Ognyanov et al. 1974, Gupta et al. 1976, Rowe et al.
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1978, Dhingra et al. 1980), o diagndstico e a confirmacao
do isolamento nio incluiram o teste de imunofluorescén-
cia em impressées de 6rgaos lesados, empregado com re-
Iativo sucesso neste experimento.

Anticorpos especificos para clamidia em soro de bu-
balinos foram demonstrados, através do teste de fixagio
do complemento, em animais do Egito e na fndia
(Schmatz et al. 1978, Hafez & Krauss 1979, Dhingra et
al. 1981), porém os animais eram aparentemente normais.
Em bubalinos doentes apenas Ognyanov et al. (1973) e
Ognyanov et al. (1974) em surtos de encefalomielite
ocorridos na Bulgéria, demonstraram anticorpos especifi-
cos para clamidia.

Rowe et al. (1978) e Dhingra et al. (1980) identifica-
ram a presenca de clamidia em materiais provenientes,
respectivamente, de animais aparentemente normais e
com processo pneumdnico empregando o teste de imuno-
fluorescéncia.

A evidenciacdo de antigenos clamidianos em material
de bubalinos acometidos de alteragfio patolSgica foi obtida
neste experimento, enquanto que em outros surtos Singh
& Malik (1969) isolaram agente clamidiano de homo-
genados de pulmdo de bifalos aparentemente sadios,
sem confirmagdo imunolSgica dos isolados obtidos;
do mesmo modo Gupta et al. (1976) também nio confir-
maram os achados obtidos de processo pneumoénico, exi-
géncia enfatizada por Schachter & Dowson (1979), que a
recomendaram como necesséria para minimizar a possibi-
lidade de resultados falso-positivos e assegurar a presen-
ca de microrganismo nas preparagdes examinadas. Este
critério minimo deve ser adotado ao lado da passagem em
ovo embrionado com a identificagao dos microrganismos
isolados por imunofluorescéncia.

Os isolados obtidos neste experimento quando subme-
tidos ao teste de imunofluorescéncia direta apresentaram
resultados superiores a observagdo microscépica dos es-
fregacos corados pelo métodos ja citados, incluindo as
impressoes diretas de Orgaos lesados, estando isso de
acordo com Nichols & McComb (1962) cujos trabalhos
desenvolvidos com o agente do tracoma necessitaram,
respectivamente na identificagdo, conforme fosse utiliza-
do a coloragao pelo método de Macchiavello ou a imuno-
fluorescéncia, 3,7 e 2 passagens para confirmar o cresci-
mento do agente citado em ovo embrionado, observando
que esta era ainda superior por uma margem 2:1 em rela-
¢do ao método de Giemsa. Do mesmo modo, os resulta-
dos estao de acordo com Truszczinsk & Sadowiski
(1973) ao observarem que a técnica de imunofluorescén-
cia foi mais apropriada que a microscopia direta para a
demonstracao do agente em espécimes provenientes de
bovinos. Donaldson et al. (1958) citado por Ross &
Borman (1963) também usaram a técnica para a deteccao
da amostra JO de ornitose e concluiram que a mesma é
tao eficiente quanto o teste de fixacdo de complemento
para o diagnéstico de ornitose em perus.

No isolamento de C. psittaci em ovo embrionado a
partir de homogeneizado pulmonares de biifalos abatidos

clinicamente normais, Singh & Malik (1969) confirmaram
o isolamento através da observacdo de inclusdes cito-
plasméticas tipicas, demonstrando também a patogenici-
dade do agente para o cobaio e a diminuigdo do tempo de
sobrevivéncia do embrido (Storz 1971) porém os micror-
ganismos isolados ndo foram testados sorologicamente
para a confirmagao da presenga de antigeno grupo-espe-
cifico.

Os dados colhidos neste estudo permitiram concluir
que o microrganismo isolado a partir de material de bu-
balinos abatidos para consumo e acometidos de alteragio
de serosa, € um agente patogé€nico para o embrido de ga-
linha, produz corpisculos elementares e apresenta pro-
priedades morfolégicas, tintoriais, patogénicas e imuno-
légicas que o colocam no grupo Chlamydia (Storz 1971)
confirmando os achados de autores como York & Baker
(1951), Singh & Malik (1969), Ognyanov et al. (1973),
Ognyanov et al. (1974), Dhingra et al. (1980), ficando
deste modo, caracterizada a ocorréncia de C. psittaci en-
tre os bubalinos de Belém do Par4, agente ainda nio es-
tudado no Brasil nesta espécie.
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