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RESUMO

Clamidiose ¢ uma doenca recorrente em aves, com destaque para psitacideos. Esta zoonose ¢ causada
pela bactéria Chlamydophila psittaci. No Brasil, os Centros de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS), recebem, mantém, tratam e reintroduzem a natureza, animais silvestres provindos do
trafico. O objetivo do presente trabalho foi realizar diagnéstico molecular e relaciona-lo com suspeita
clinica, em papagaios alocados no CETAS de Vitoria da Conquista (BA), Brasil. Amostras de swab
cloacal foram coletadas de 59 papagaios Amazona sp. Estas foram transportadas em agua e meio de
cultura. DNA foi extraido por método de fervura. O marcador molecular para clamidiose (fragmento
de DNA de 264 pb, gene ompA) foi amplificado por PCR, utilizado primers CPF/CPR. O diagnostico
molecular deu-se por presenca/auséncia em gel de agarose do marcador molecular. Todos os
individuos foram analisados quanto a suspeita clinica de clamidiose, considerando os sinais:
conjuntivite, secrecdo nasal e desnutricdo. Os resultados obtidos seguem. (i) N&do foi detectado
influéncia dos meios de transporte das amostras bioldgicas sobre o diagndstico molecular da
clamidiose. (ii) A prevaléncia de clamidiose detectada na amostra foi de 37% (n= 22). (iii) A
coincidéncia entre diagndstico molecular e suspeita clinica foi de 68% (estatisticamente significativa,
p=0,0095); com suspeita clinica indicando 15% (n=9) de falsos positivos e 17% (n=10) de falsos
negativos. (iv) Nao houve correlagdo estatisticamente significativa entre quantidade e tipo de sinal
clinico em particular com diagnostico molecular. (v) O acompanhamento de parte da amostra,
demonstrou que 50% (n=7) dos individuos passaram de diagndstico negativo para diagndstico

positivo em no maximo 24 dias.

Palavras chave: clamidiose; papagaio; diagndstico molecular; suspeita clinica.
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ABSTRACT

Chlamydiosis is a recurrent disease in birds, especially psittacines. This zoonosis is caused by the
bacterium Chlamydophila psittaci. In Brazil, the Wild Animals Triage Centers (CETAS) receive,
maintain, treat and reintroduce to nature, wild animals coming from the illegal trade. The objective
of the present work was to perform a molecular diagnosis and to relate it with clinical suspicion, in
parrots allocated in CETAS of Vitdria da Conquista, BA, Brazil. Samples of cloacal swab were
collected from 59 parrots Amazona sp. These were transported in water and culture medium. DNA
was extracted by boiling method. The molecular marker for chlamydiosis (264 bp DNA fragment,
ompA gene) was amplified by PCR using CPF / CPR primers. The molecular diagnosis ocurred by
presence/absence of the molecular marker on agarose gel. All individuals were analyzed for clinical
suspicion of chlamydiosis, considering the signs: conjunctivitis, nasal secretion and malnutrition. The
obtained results are as follow. (i) No influence of biological sample transport media was detected on
the molecular diagnosis of chlamydiosis. (ii) The prevalence of chlamydiosis detected in the sample
was 37%. (iii) The coincidence between molecular diagnosis and clinical suspicion was 68%
(statistically significant, p = 0.0095); with clinical suspicion indicating 15% (n=9) of false positives
and 17% (n=10) of false negatives. (iv) There was no statistically significant correlation between
quantity and type of clinical signal in particular with molecular diagnosis. (v) Follow-up of part of
the sample showed that 50% (n=7) of subjects moved from negative to positive diagnosis in a

maximum 24 days.

Keywords: chlamydiosis; parrot; molecular diagnosis; suspicion
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1.Destaques

e Nao houve influéncia dos meios de transporte das amostras biolégicas sobre o diagnéstico
molecular de clamidiose.

e Coincidéncia de 68%, estatisticamente significante (p=0,0095), entre diagnoéstico molecular e
suspeita clinica de clamidiose.

e Suspeita clinica amostral indicativa de 15% de falsos positivos e 17% de falsos negativos de
clamidiose.

e Na&o houve correlacdo estatisticamente significativa entre quantidade e tipo de sinal clinico
em particular com diagnostico molecular de clamidiose.

e Houve confirmadamente 50% de positivacdo para clamidiose em no maximo 24 dias de

observacao.
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2. Introducéo

Clamidiose avidria trata-se de uma doenca infecciosa, que acomete principalmente aves
e ocasionalmente humanos. Esta doenca merece destaque sobre a infec¢cdo das aves da
ordem Psittaciformes (Raso et. al., 2006/2004; Kaleta e Taday, 2003). A clamidiose foi
originalmente denominada psitacose, o que refletia o fato de até entdo a doenca ter sido

descrita somente em psitacideos; o que inclui papagaios (Ferreira, 2014).

2.1 Epidemiologia da clamidiose

O agente etioldgico da clamidiose € a bactéria Chlamydophila psittaci. Um individuo
apresenta ou € diagnosticado com clamidiose quando este esta infectado com C. psittaci.
Tal definicdo ndo esta vinculada ao individuo apresentar os sinais clinicos causados pelo
patégeno no hospedeiro.

A clamidiose € considerada de largo espectro, visto que C. psittaci € cosmopolita. C.
psittaci ja foi descrita associada a aproximadamente 465 espécies de aves, distribuidas
em 30 ordens, sendo mais comuns em Psittaciformes e Columbiformes (Grespan, 2009;
Kaleta e Taday, 2003). A familia Psittacidae se destaca em relagdo a tal patologia
(Proenca, 2011). Em estudo no Brasil de Raso et al. (2006), C. psittaci foi encontrada
(utilizando swab cloacal e técnica de Reacdo em Cadeira da Polimerase — PCR) em 6,3%
de papagaios e 26,6% de araras de vida livre.

Além do largo espectro de possiveis hospedeiros, C. psittaci se destaca pelo seu potencial
de dispersdo (Grespan, 2009). Esta, além de se ser transmitida por inalagdo ou ingestéo,
(Ferreira, 2014), pode ser transportada por insetos, como mosquitos e acaros (Gerlach,
1994). Os fatores apontados como intensificadores da infeccdo por C. psittaci entre aves
seguem: higiene inadequada, superpopulacdo, desnutri¢do, variagdes de temperatura e
constante reinfecgéo (Raso et. al. 2004; Gerlach, 1994). Evitar a ocorréncia de tais fatores
é o ideal para prevenir clamidiose em aves.

O tempo descrito de deteccdo de C. psittaci em tecidos apos a infecgdo, € variavel. Page
et al. (1959), detectaram a presenca deste patdgeno em diversos 6rgéos de Phasianidae
infectados, ap0s 3 dias da infecgdo. Phasianidae trata-se de uma familia de aves

galiformes, incluindo galinha, pavao, faisdo, perdizes, tetrazes e peru. Guzman et al.
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(2010) detectaram a presenca de C. psittaci em calopsitas, por PCR em estudo
experimental, apos 16 dias de inoculacao.

Determinar o periodo de incubacgdo de C. psittaci em psitacideos trata-se de um desafio
entre os pesquisadores. Tal dificuldade, é atribuida a diferenca no poder de viruléncia das
cepas, refletindo-se na variacdo de resposta clinica dos individuos (Gerlach, 1994). Page
et al. (1959) relatam a apresentacdo de sinais clinicos no intervalo de 5 a 10 dias apés a
infeccdo, em Phasianidae. Gerlach (1994) registrou minimo de incubag&o de 42 dias para

aves da ordem Psittaciformes, ndo tendo sido incluido neste estudo papagaio Amazona

sp.

2.2 Chlamydophila psittaci e MOMP

C. psittaci € uma bactéria gram-negativa, parasita intracelular obrigatéria, da familia
Chlamydiaceae. Os organismos agrupados em Chlamydiaceae, sao distintos das demais
bactérias gram-negativas, (i) tanto por ndo possuirem peptideoglicano tao distinto em sua
parede celular, (ii) quanto pelo seu modo de crescimento celular obrigatoriamente
vinculado a ciclo de vida bifasico (Hatch et al. 1981; Wyllie et al. 1998). O ciclo vital
bifasico das clamidias (Moulder, 1966) inclui forma intracelular vegetativa (corpo
reticulado — CR) replicativa (Moulder, 1991) e forma extracelular (corpo elementar — CE)
infecciosa (Evertt et al., 1999; Moulder, 1991; Proenca et al., 2011).

Matsumoto e Marine (1970), descreveram por microscopia eletrnica, a superficie interna
e externa de C. psittaci. Estes relataram padrdo de organizacdo (arranjo hexagonal) da
parede celular apenas na fase CE, enquanto que na fase CR ndo possui padrdo
organizacional. Hatch, Salari e Caldwell identificaram (em 1981 e 1982) nesta espécie
uma proteina principal externa de membrana - major outer membrane protein (MOMP).
A MOMP foi descrita mais tarde como comum nas espécies Chlamydia trachomatis, C.
psittaci, C. pneumoniae, e C. pecorum (Wyllie et al., 1998). Tal proteina apresenta
multifuncionalidade, desempenhando papel tanto no processo de infeccdo, como na
manutencdo da rigidez estrutural do organismo que a possui (Wyllie et al., 1998).

A MOMP, caracteristica principal da morfologia das clamidias, é a proteina mais presente
na membrana externa do corpo elementar (CE) em C. psittaci (Pickett et al., 1988). Pickett
et al. (1988) sequenciou o gene que codificaa MOMP de C. psittaci, como codificante de
402 aminoacidos. Segundo Pickett et al. (1988) e Zhang et al. (1989), 0 gene ompA esta
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presente em todos os estudos de genoma de C. psittaci. O gene ompA, foi também isolado
em meio de cultura (Buffalo Green Monkey - BGM), sequenciado e evidenciado como
um novo gendtipo, o E/B (Geens et al., 2005a).

De fato, com o tempo descreveu-se que a bactéria C. psittaci apresenta uma série de
gendtipos diferentes (correspondentes a sorotipos distintos) encontrados em diferentes
espécies de aves; havendo relagdo entre tipo de genétipo de parasita e hospedeiro
(Andersen e Vanrompay, 2000). O gendtipo A do gene ompA de C. psittaci é encontrado
em aves da ordem Psittaciformes (Vanrompay et al., 1997). Os demais genotipos do
ompA, como o0 B, C, D, E, F e E/B séo correspondentes a outras ordens de aves, enquanto
que os gendtipos M56 e WC, ndo séo aviarios (Braz et al., 2014; Geens et al., 2005b;
Vanrompay et al., 1997). Até o momento, foram descritos nove genétipos de C. psittaci,
sendo sete de C psittaci aviarias e dois ndo aviarias.

A nomenclatura do gene codificador da proteina MOMP, pode variar a depender do artigo
considerado. Vanrompay et al. (1997) chama este gene de omp1l e seus gendtipos como
A (psitacideos), B (Columbiformes), etc. No trabalho de Hewinson et al. (1997), o gene
¢ chamado de ompA. Trabalhos mais recentes utilizam o termo gene MOMP
Chlamydiaceae (Raso et al., 2006) ou gene ompA (Braz et al., 2014; Geens et al., 2005a).
No presente trabalho nos referiremos ao gene como ompA.

2.3. Suspeita clinica e diagnostico molecular de clamidiose

A suspeita clinica ndo é considerada assertiva para emissao de diagndstico conclusivo de
clamidiose. O que se deve a dois fatores principais: (i) ha individuos que apesar de possuir
0 patégeno sao assintomaticos e (ii) ha varios sintomas clinicos que sdo compartilhados
com outras patologias. Tal dificuldade, justifica a realizacdo de exame diagnostico
especifico envolvendo a deteccdo de C. Psittaci.

Como integrantes de exames laboratoriais para clamidiose, ja foram empregadas técnicas
como: cultura celular, ELISA e imunofluorescéncia indireta (Proenca et al., 2011).
Contudo, estas técnicas apresentam desvantagens significativas, como (i) requisicdo de
tempo no caso da cultura celular, podendo este ser fator limitante para diagndéstico rapido,
(ii) falha na deteccdo de anticorpos, e (iii) ocorréncia de reacdo cruzada com outras
bactérias gram-negativas (Gerlach, 1994; Nasphv, 2017; Sachse et al., 2009; Proenca et
al., 2011).
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Diante de tais dificuldades, métodos moleculares com utilizacdo de DNA vém sendo
empregados. Dentre eles, h& protocolos que se utilizam de PCR (Ferreira, 2014). As
vantagens do uso da PCR na deteccdo de C. psittaci incluem alta especificidade,
sensibilidade, rapidez e disponibilidade em laboratérios no Brasil (Nasphv, 2017;
Proenca et al., 2011; Sachse et al., 2009).

A MOMP, com o tempo, passou a exercer papel fundamental no diagndstico de
clamidiose; uma vez que estando presente em C. Psittaci, permite o desenvolvimento de
técnicas para a identificacdo deste patdgeno. Neste contexto, 0 gene ompA & considerado
um marcador molecular no diagnostico de clamidiose. Dentre os trabalhos que surgiram
envolvendo a detecgdo do patdgeno utilizando-se de técnicas moleculares envolvendo o
gene codificador da proteina MOMP, estdo Geens et al., 2005a; Raso et. al. 2006; Braz
et. al. 2014; Razmyar et. al. 2016.

2.4 Tréafico de animais silvestres no Brasil

O Brasil é considerado um pais com megadiversidade, o que inclui cerca de 1901 espécies
de aves (Cbro, 2014). Porém, este também é um dos paises com maior trafico de animais
silvestres (Lacava et al., 1995). Estima-se que 82% dos animais traficados no Brasil sejam
aves (Ribeiro e Silva, 2007). Dentre o total de espécies de psitacideos, 16,6% sdo
traficadas (Costa et al., 2018).

Os Centros de Triagem de animais Silvestres (CETAS) séo institui¢des brasileiras com
responsabilidade de acolher animais alvo do tréfico, reabilita-los e reintroduzi-los a
natureza a partir de programas de conservagdo da biodiversidade (Brasil, 2008). Neste
contexto, a policia federal brasileira tem papel fundamental na apreensdo e
direcionamento de animais traficados.

Uma agdo de impacto vinculada a conservacao de animais silvestres é a reintroducéo a
natureza. Porém, para que esta seja bem-sucedida os animais devem estar livres de
patogenos considerados de importancia para a especie. Reintroduzir aves com clamidiose
na natureza, pode trazer serios riscos as populacdes de animais silvestres.

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo realizar diagnostico molecular e
relaciona-lo com suspeita clinica, em papagaios alocados no CETAS unidade de Vitdria
da Conquista, Brasil (CETAS-VDC). Aléem deste, teve como objetivos avaliar a

22
Este trabalho foi realizado a partir das normas da revista — Veterinary Microbiology



influéncia do meio de transporte de amostras sobre o diagnéstico molecular de clamidiose

e analisar o tempo de positivacao para esta patologia na amostra estudada.

3 Materiais e métodos

3.1 Amostra de individuos

Foram incluidos no presente estudo 59 papagaios (49 Amazona aestiva; 8 A. amazonica;
1 A. rhodocorytha; e 1 A. vinaceae), apreendidos do trafico de animais silvestres e
mantidos no Centro de Triagem de Animais Silvestres, unidade Vitoria da Conquista
(BA, Brasil) (CETAS-VDC). Todos os individuos eram adultos.

Todos os 59 animais foram identificados (i) ou com marcas padronizadas de tinta atoxica
temporéria (diluida em alcool) (ii) ou com anilhas de aluminio. Cada anilha continha um
cddigo formado por letras e nimeros, mais o endere¢o do CETAS-VDC. O anilhamento
visa devolucdo e acompanhamento das aves pos soltura. Dos 59 individuos estudados, 38
animais foram marcados com tinta atoxica e 21 foram anilhados. Seguem as
identificacbes das anilhas: CETASVCA 035; CETASVCA 051; CETASUFBA 061;
CETASUFBA 062; CETASUFBA 063; CETASUFBA 064; CETASUFBA 065;
CETASUFBA 066; CETASUFBA 067; CETASUFBA 068; CETASUFBA 069;
CETASUFBA 070; CETASUFBA 071; CETASUFBA 072; CETASUFBA 073;
CETASUFBA 074; CETASUFBA 075; CETASUFBA 076; CETASUFBA 077;
CETASUFBA 078; CETASUFBA 079.

O presente estudo foi (i) aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Instituto Multidisciplinar da Universidade Federal da Bahia (IMS/UFBA), protocolo
namero 034/2015, e (ii) cadastrado no SISGEN (Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado), numero do cadastro
ACF8348. O presente projeto esta vinculado ao projeto de extensao “A problematica do
Trafico de Animais Silvestres - Uma proposta Integradora entre a Universidade Federal
da Bahia (UFBA) e Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) em Vitoria da
Conquista BA”; que tem por finalidade acompanhar animais alocados ou previamente

alocados no CETAS-VDC.

23
Este trabalho foi realizado a partir das normas da revista — Veterinary Microbiology



3.2 Coleta das amostras bioldgicas

Amostras bioldgicas foram coletadas pela primeira vez, de 59 individuos, em quatro
momentos. Coleta 1 (05/09/18) — 13 individuos (10 A. aestiva, 2 A. amazonica, 1 A.
rhodocorytha). Coleta 2 (25/09/18) — 14 individuos (11 A. aestiva, 3 A. amazonica).
Coleta 3 (28/09/18) — 11 individuos (7 A. aestiva, 3 A. amazonica, 1 A. vinaceae). Coleta
4 (02/10/18) — 21 individuos (11 A. aestiva). Houve recoleta de amostras de alguns
individuos com diagndstico molecular negativo para clamidiose, para acompanhamento
de positivacdo para esta patologia.

Amostras de swab cloacal de todos os individuos foram coletados e acondicionado em
frascos rosqueados autoclavados contendo 1mL de meio para transporte. Os meios de
transporte foram (i) 4gua destilada autoclavada (A.D.A) para as amostras de todos 0s
individuos e (ii) em acréscimo para 10 destes individuos, swabs cloacais também foram
transportados em meio de cultura. A nomenclatura usada aqui como “meio de cultura” é
utilizada em artigos como “meio de transporte” de Micoplasma e Ureaplasma. Este meio
continha em 200 mL de A.D.A; 8 g de Sacarose; 0,2 g de Fosfato de sddio monobaésico;
0,4 g de Fosfato de sodio dibasico suplementado com 10 mL de Soro equino (Souza,
2017). O uso de dois meios de transporte diferentes teve por finalidade avaliar a influéncia
do meio de transporte de amostras sobre o diagnéstico molecular de clamidiose.

O material bioldgico coletado foi transportado refrigerado em caixas térmicas até o local
de processamento das amostras - Laboratério de Biologia celular e molecular do
IMS/UFBA. Neste laboratorio, as amostras transportadas em A.D.A sofreram a extracdo
de DNA em até 24 h e as amostras transportadas em meio de cultura em até 72 h. As
amostras mantidas em ambos as solu¢des foram mantidas 4°C, sem agitacdo, até a

extracdo de DNA.

3.3 Suspeita Clinica

A suspeita clinica foi determinada pela presenca de um ou mais dos seguintes sinais:
conjuntivite, secrecdo nasal e desnutri¢cdo (Gerlach, 1994; Nasphv, 2017). Os trés sinais
clinicos foram associados a clamidiose considerando suas intensidades e frequéncias. Os
individuos classificados como “desnutridos”, possuiam quilha evidente, o que levou a

concluir pela origem patoldgica deste sinal.
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3.4 Extracéo de DNA

O método utilizado para a extracdo de DNA foi o protocolo de extracdo de DNA por
fervura para swab cloacal (Fan et. al., 1995), com modificacbes. Segue protocolo
detalhado. O contetdo gastrointestinal mantido em meio de transporte foi transferido para
microtubo e centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos. Em seguida, o precipitado foi
ressuspendido em 100 uL de PBS 1X e submetido a centrifugacdo 14.000 rpm por 15
minutos. Este processo de lavagem foi repetido por mais uma vez. O precipitado foi
ressuspendido em 40uL de PBS 1X, e a amostra foi mantida (em microtubo fechado) a
100°C por 10 minutos (em bloco seco). Apds, a amostra foi transferida para isopor em
gelo e mantida a -20°C por 5 minutos. Entéo, foi realizada centrifugacéo final a 14.000
rpm por 5 minutos, o sobrenadante (contendo o DNA extraido) foi recuperado em 40 uL

de 40 uL e armazenado a -20°C.

3.5 Analise de pureza e concentracdo de DNA

O DNA extraido foi submetido a analise quantitativa (que determina a concentra¢édo em
ng/uL) e qualitativa (que fornece indices de pureza), utilizando-se NanoDrop 2000
(Thermo Scientific). Utiliza-se 1uL de cada amostra para as analises. As concentragdes
de DNA foram fornecidas diretamente pelo equipamento. Para determinar o nivel de
pureza das amostras, utilizaram-se os valores referenciais que seguem: (i). Para
determinar a pureza de DNA em relagdo aos contaminantes organicos (amostras lidas a
260nm/230nm): valores entre 2,0 e 2,2 indicavam alto grau de pureza das amostras. (ii).
Para determinar a pureza de DNA em relacdo a proteinas (amostras lidas a

260nm/280nm): valores entre 1,7 e 2,0 indicavam alto grau de pureza.

3.6 Amplificacao e eletroforese

A amplificacdo de DNA ocorreu atraves de Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR). A
PCR foi realizada (condicOes de reacédo e termociclagem) conforme protocolo de Ferreira
(2014), utilizando o par de primers CPF 5° -GCAAGACACTCCTCAAAGCC-3’ e CPR
5’-CCTTCCCACATAGTGCCATC-3’ (Hewinson et al., 1997). As reacdes de PCRs em
volume final de 50 uL, continham em 35,75 uL de Agua ultrapura; 5 uL de Tamp&o de
reagdo 10x (500 Nm KClI; 15 nM MgCl2, 100 Nm Tris-HCI, pH 9,0); 2 uL de MgClI2 (50

nM); 1 uL de dNTPs (200 uM de cada nucleotideo); 0,5 uL de cada um dos dois Primers
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(CPF/CPR) (5 uM); 0,25 uL de Tag DNA polimerase (5U/ul) e 5 uL da amostra de DNA
extraido. As reaces de PCR foram preparadas em cadmara de fluxo laminar. O programa
de termociclagem utilizado (Ferreira, 2014) segue: (i) Desnaturacdo inicial a 94°C por 3
min., (ii) 40 Ciclos de 94°C por 30 seg. 50°C por 30 seg. e 72°C por 45 seg. e (iii)
Extensédo final a 72°C por 45 seg. Como (i) controle negativo das reacdes de PCR foi
utilizada A.D.A e como (ii) controle positivo utilizou-se DNA extraido (pelo mesmo
protocolo de extracdo acima detalhado) de vacina comercial para gatos (Fel-O-Vax®
LvK IV + CaliciVax®), contendo o patogeno inativado (Ferreira, 2014).

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2% corado
com brometo de etidio. A corrida se deu a 90 V, 120 mA, 120 W por aproximadamente
1 h e 20 min. Foi utilizado o marcador de peso molecular de 100pb a 1 Kb (BioBasic, SP-

Brasil), 2 pl/ canaleta de gel.

3.7 Determinacéo do diagnostico molecular de clamidiose

O diagndstico molecular de clamidiose foi determinado através da visualizagdo em gel de
marcador molecular. Tal marcador corresponde a fragmento de DNA de
aproximadamente 264 pb amplificado a partir do gene ompA (Hewinson et al., 1997). O
par de primers utilizados amplifica exclusivamente o marcador molecular mencionado de
C. psittaci (Hewinson, et al., 1997).

Neste contexto, diagndstico molecular positivo para clamidiose foi emitido para as
amostras nas quais visualizou-se a presenca da banda de DNA mencionada e (ii)
diagnostico molecular negativo foi emitido diante da auséncia desta banda. Segundo
Hewinson et al. (1997), h4 um limite para a detec¢do do patdgeno, o qual se apresenta
entre 60 e 600 fg de DNA da Chlamydophila psittaci.

3.8 Determinagéo da prevaléncia de clamidiose

Para a determinacdo da prevaléncia do patdgeno na amostra estudada, foi calculada a
porcentagem dos papagaios diagnosticados positivamente para clamidiose em relacdo a
todos os individuos da amostra (n=59). Para tal calculo foi considerado somente o

primeiro teste diagnostico realizado de cada individuo.
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3.9 Determinacéo da concordancia entre diagnostico molecular e suspeita clinica de

clamidiose

A determinacdo da concordancia entre diagnostico molecular e suspeita clinica da
clamidiose foi realizada estabelecendo a coincidéncia entre os resultados (de positivacéo)
das avaliagdes em questéo, considerando todos os papagaios da amostra.

Para determinar se na amostra estudada havia concordancia estatisticamente significante
entre suspeita clinica e diagnostico molecular foi realizado o Teste do qui-quadrado (?).
Este teste foi realizado atraves do software R versdo 3.5.1 (R Core Team, 2018), com
0,05 de significancia.

3.10 Determinacdo da correlacdo entre quantidade e tipos de sinais clinicos com
diagnostico molecular de clamidiose

Parte dos individuos cuja suspeita clinica para clamidiose foi positiva (n=21) foi
caracterizada (quantitativamente e qualitativamente) quanto aos sinais clinicos
apresentados e quanto ao diagndstico molecular (se positivo ou negativo). A
caracterizacdo quantitativa consistiu no registro por individuo do numero de sinais
clinicos apresentados (minimo de 1 e maximo de 3). A caracterizacao qualitativa consistiu
no apontamento por individuo dos sinais clinicos apresentados (opcbes: conjuntivite,
secre¢do nasal e desnutricdo).

As caracterizagdes, quantitativa (nimero) e qualitativa (tipo) dos sinais clinicos foram
analisadas quanto a estarem estatisticamente correlacionadas com diagndsticos
moleculares positivo e negativo de clamidiose. A analise estatistica da correlacdo entre
diagnostico molecular e niumero de sinais clinicos (analise quantitativa) foi realizada pelo
Teste de Mann-Whitney. A analise estatistica da correlacdo entre diagndstico molecular
e tipo de sinal clinico (analise qualitativa), foi realizada pelo Teste exato de Fisher. Estes
testes foram realizados a partir do software R versdo 3.5.1 (R Core Team, 2018), com

0,05 de significancia.

3.11 Analise de positivacéo para clamidiose

A anélise de positivacdo para clamidiose foi realizada sobre individuos que inicialmente
foram diagnosticados negativamente, por biologia molecular, para clamidiose. Tal analise
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ocorreu sobre 14 individuos, que foram acompanhados por 21 a 24 dias. Neste periodo,
amostras bioldgicas foram recoletadas por duas vezes dos individuos (que permaneciam
negativos para clamidiose) e estes tiveram o processamento de diagndstico molecular
repetido. Os intervalos de tempo entre as coletas foram: aproximadamente 13 dias entre
Coleta e 12 Recoleta e 10 dias entre as 12 e 22 Recoletas. Especificamente as recoletas
aconteceram da forma que segue. 12 Recoleta (10/10/2018) — 14 individuos (10 A. aestiva,
3 A. amazonica, 1 A. vinaceae). 22 Recoleta (19/10/2018) — 6 individuos (4 A. aestiva, 2
A. amazonica).

No periodo do estudo, os individuos diagnosticados positivamente para clamidiose foram
realocados para recintos préprios para quarentena, enquanto os demais foram mantidos

nos recintos com individuos sem suspeita clinica.

4 Resultados

4.1 Analise do DNA extraido

Os valores de concentragdo de DNA extraido e grau de pureza estdo demonstrados na
Tabela 1. A concentracdo média obtida a partir das 59 amostras extraidas de DNA foi
304,15 ng/uL (menor concentracdo - 10 ng/uL; maior concentracdo - 1902,9 ng/uL). O
valor médio do indice de contaminantes organicos foi 0,48 (menor indice - 0,31; maior
indice - 1,02). A média dos valores de indice de contaminantes proteicos foi 0,79 (menor
indice - 0,29; maior indice - 1,90).

Como nas reac6es de PCR, foram utilizados 5uL de cada amostra a quantidade média de
DNA utilizada por reacéo foi 1520,75 ng (menor quantidade 50,4 ng e maior quantidade
9514,50 ng). Os valores de pureza indicam amostras ndo puras, contudo tal fator nao foi
suficiente para impedir a amplificacdo do marcador molecular.

Foi detectada a presenca do marcador molecular para a clamidiose a partir de
amplificacdo de amostras apresentando 0s seguintes parametros de menores (i)
quantidade de DNA - 50,4ng, (ii) indice de contaminantes organicos — 0,31 e (iii) indice
de contaminante de proteinas — 0,33; e foi observada amplificacdo do marcador molecular
nos seguintes parametros de maiores (iv) quantidade de DNA — 5442 ng, (v) indice de

contaminantes organicos — 1,02 e (v) indice de contaminante de proteinas — 1,90.

28
Este trabalho foi realizado a partir das normas da revista — Veterinary Microbiology



4.2 Andlise da influéncia do meio de transporte das amostras bioldgicas no diagnostico

molecular de clamidiose

Os resultados do diagnostico molecular de 10 individuos, considerando a utilizacdo de
amostras bioldgicas coletadas em duplicadas e acondicionadas em agua destilada
autoclavada (A.D.A) e em meio de cultura estdo especificados na Tabela 2. Esta tabela
mostra que dos 10 individuos estudados, 7 (70%) tiveram diagnostico molecular positivo
para a clamidiose. Também pode ser observado que houve coincidéncia de 100% quanto
aos resultados obtidos a partir das amostras do mesmo individuo, acondicionas em ambos
0s meios de transporte. Ou seja, ndo houve influéncia do meio de transporte utilizado
guanto a deteccdo de C. psittaci nas amostras.

Dos 10 individuos considerados na Tabela 2, dois estdo representados na Figura 1. Esta,
mostra o resultado do diagnoéstico molecular para clamidiose aviaria de um individuo com
diagndstico positivo e um com diagndstico negativo. Para ambos os individuos, foram
considerados os resultados da amplificacdo das amostras bioldgicas acondicionadas em
ambos os meios de transporte. Nesta figura, observa-se o marcador molecular
amplificado (banda de aproximadamente 264 pb) das amostras analisadas e do controle

positivo utilizado.

4.3 Prevaléncia amostral, suspeita clinica e diagndstico molecular de clamidiose.

A suspeita clinica e o diagndstico molecular dos 59 papagaios estudados encontram-se na
Tabela 3. Tais dados mostram que na amostra estudada houve prevaléncia de 37% (n=22)
de clamidiose (diagnosticada por biologia molecular), e 36% (n=21) de suspeita clinica.

4.4 Estudo da concordancia entre diagnostico molecular e suspeita clinica de clamidiose

A analise quanto a concordancia entre diagnéstico molecular e suspeita clinica da
clamidiose, citada por individuo na Tabela 3, encontra-se resumida no Quadro 1. Da
amostra analisada de animais, 68% (n=40) obtiveram resultados coincidente entre
suspeita clinica e diagnostico molecular. Dos 19 individuos cujos resultados nao foram
coincidentes, 9 (47%) eram positivos por suspeita clinica e negativos por diagnéstico
molecular (suspeita clinica aponta falsos positivos para clamidiose), enquanto que 10
(53%) eram positivos por diagnostico molecular e negativos por suspeita clinica (suspeita
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clinica aponta falsos negativos para clamidiose). Considerando a amostra total, os
resultados indicam para 15% (n=9) apresentaram suspeita clinica apontando falsos
positivos e 17% (n=10) mostraram suspeita clinica apontando falsos negativos para
clamidiose.

O Teste do qui-quadrado (?) demonstrou haver concordancia ou dependéncia estatistica
entre suspeita clinica e diagndstico molecular de clamidiose na amostra analisada
(p=0,0095).

4.5 Estudo da correlacéo entre quantidade e tipos de sinais clinicos com diagnostico

molecular de clamidiose

Os dados da Tabela 4 mostram os sinais clinicos e o diagnostico molecular apresentados
pelos 21 individuos com suspeita clinica de clamidiose. Destes, (i) 12 apresentaram
diagnostico molecular positivo (57%) (diagnostico coincidente) e (ii) 9 apresentaram
diagnédstico molecular negativo para a clamidiose (43%). Ou seja, para estes 9 individuos
as suspeitas clinicas conduziriam para diagnostico falso positivo.

A andlise quanto a correlacdo entre quantidade e tipos de sinais clinicos com diagnostico
molecular de clamidiose citada por individuo na Tabela 4, encontra-se resumida no
Quadro 2. Os resultados da correlacdo entre diagnéstico molecular e sinais clinicos
(andlise quantitativa), seguem. Dos 12 individuos com diagnostico molecular positivo, 6
apresentavam 2 sinais clinicos (50%) e 6 apresentavam 1 sinal clinico (50%). Dos 9
individuos com diagndstico molecular negativo, 7 apresentavam 1 sinal clinico (78%) e
2 apresentavam 2 sinais clinicos (22%). Nenhum individuo apresentou simultaneamente
3 sinais clinicos.

Tais resultados apontam que ha dependéncia de correlagdo entre diagnostico molecular
(positivo e negativo) com nimero de sinais clinicos. Neste sentido, apesar de ter sido
observado: (i) dentre os individuos com diagnostico molecular positivo mesma
frequéncia de individuos com dois e um sinais clinicos (utilizados para suspeita clinica)
- 50%; (ii) dentre os individuos com diagnostico molecular negativo, observou-se maior
frequéncia de menos sinais clinicos - 78% dos individuos.

O teste de Mann Whitney ndo demonstrou haver relacéo estatistica entre nimero de sinais
clinicos e diagnostico molecular de clamidiose. Poréem, verificou que tanto a mediana

(1,5) quanto a media (1,5) de sinais clinicos dos individuos com diagnéstico positivo,
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foram maiores quando comparados as medianas (1,0) e médias (1,22) ligadas aos
individuos que tinham diagnostico negativo.

Os resultados da correlacdo entre diagnostico molecular e tipos de sinais (analise
qualitativa) clinicos seguem. Dos 12 individuos com diagnostico molecular positivo, 1
(8%) apresentou conjuntivite, 9 (75%) apresentavam secrecdo nasal e 8 (67%)
apresentavam desnutricdo. Dos 9 individuos com diagnostico molecular negativo, 4
(44%) apresentavam conjuntivite, 4 (44%) apresentavam secrecdo nasal e 3 (33%)
apresentavam desnutricao.

Neste sentido, observou-se: (i) nos individuos com diagnostico molecular positivo maior
frequéncia de secrecdo nasal (75%) e desnutricdo (67%) do que nos individuos
diagndsticos negativamente para clamidiose aviaria (44% e 33%, respectivamente). A
conjuntivite apresentou-se em 8% dos diagnosticados como positivos e 44% dos
diagnosticados como negativos.

A andlise estatistica da correlacdo entre diagndstico molecular e tipo de sinal clinico
(andlise qualitativa), seguem. O Teste exato de Fisher demonstrou que ndo houve relagéo
estatisticamente significante entre diagnostico molecular e (i) conjuntivite (p=0,0805);

(ii) secrecao nasal (p=0,1656); e (iii) desnutricdo (p=0,1421).

4.6 Analise de positivacdo para clamidiose

O acompanhamento, quanto a positivacdo para clamidiose, de 14 individuos
diagnosticados molecularmente como negativos em primeira coleta estd demonstrado na
Figura 2.

No primeiro intervalo de analise (intervalo médio de 13 dias; entre Coleta e 12 Recoleta),
dos 14 individuos com diagnosticado molecular negativo, 5 (36%) positivaram, enquanto
9 (64%) continuaram negativos. No segundo periodo de analise (intervalo de 10 dias,
entre 12 e 22 Recoleta) dos 9 animais negativos (diagnosticados negativamente tanto na
Coleta como na 12 Recoleta), 2 (22%) individuos positivaram, 4 (45%) morreram e 3
permaneceram negativos (33%); em somatorio consideramos que neste intervalo, com
certeza 22% positivaram e provavelmente 67% positivaram. Em resumo, quanto a
positivacdo para clamidiose em intervalo médio de 23 dias, dos 14 individuos
inicialmente negativos, 50% positivaram (n=7) e 21% (n=3) permaneceram negativos. A
situacdo de positivacdo do percentual restante dos individuos (29%) é incerta, visto que
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esta percentagem se refere aos individuos que morreram antes do uUltimo teste para
positivacdo de clamidiose.

N&o foi possivel até 0 momento realizar diagnostico molecular de amostras de necropsia
dos individuos que faleceram; porém a morte apresentada é compativel com infeccao

sistémica aguda associada a clamidiose.
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5 Discussao

5.1 Eficiéncia do protocolo de extracdo de DNA para o diagndstico molecular de

clamidiose

Quando considerados resultados de diagndsticos moleculares é recomendavel analisa-los
a luz de controles do material bioldgico utilizado. No caso do presente trabalho, o material
utilizado para o diagnostico molecular foi DNA dos individuos; obtido por protocolo de
extracdo de DNA. O protocolo de extracdo de DNA aqui utilizado é considerado de baixa
complexidade.

A técnica de PCR demonstra-se altamente sensivel para deteccdo de patdgenos. O que €
baseado no principio, intrinseco da técnica, de amplificacdo de quantidade inicial de DNA
das amostras. Porém, tal sensibilidade depende consideravelmente do DNA extraido
(quantidade e qualidade) e da especificidade de anelamento dos primers utilizados na
PCR.

Os variados protocolos de extracdo de DNA disponiveis atualmente geram DNAs em
quantidades e qualidades diferentes. A escolha do protocolo é geralmente influenciada
por simplicidade, orgamento e rapidez dos procedimentos. A maioria dos artigos com
deteccdo de C. psittaci utilizando-se da amplificacdo de ompA utilizaram protocolos de
extracdo de DNA com cloroférmio (Sachse e Hotzel, 2003; Buxton et al., 1996; Geens et
al., 2005b). Contudo, quando possivel, recomenda-se evitar o uso de cloroférmio devido
principalmente a toxicidade deste produto.

Hewinson et al. (1997) e Ferreira (2014) detectaram C. psittaci utilizando os primers CPF
e CPR, que amplificam parte do gene ompA. Hewinson et al. (1997) detectou presenca
do marcador molecular de C. psittaci a partir de amostras de DNA que possuiam de 60 a
600fg por reacdo de PCR. Ferreira (2014) ndo descreveu qual foi o minimo e méaximo de
quantidade de DNA utilizados nas amostras extraidas nas quais houve detec¢do molecular
do patdgeno. Quanto ao material bioldgico utilizado, Hewinson et al. (1997) usou
amostras de fezes de papagaio-moleiro (Amazona farinosa), ja Ferreira (2014) usou
amostras de swab cloacal de Columbiformes e Galliformes. O protocolo de extracdo de
DNA utilizado por Hewinson et al. (1997) foi o0 método de McClenaghan et al. (1984)
(que se utiliza de cloroférmio); enquanto Ferreira (2014) usou protocolo de extracdo de

DNA que se utiliza de PBS e cloroférmio.
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Fan et al. (1995) amplificou marcador molecular (gene) de Mycoplasma gallisepticum, a
partir de cepas de Galliformes (incluindo galinhas, peru e pavéo); ndo foi informado o
material biologico utilizado. O protocolo de extragdo de DNA utilizado por Fan et al.
(1995) é mais simples, em relacdo aos protocolos utilizados por Hewinson et al. (1997) e
Ferreira (2014). Este protocolo de extracdo de DNA inclui basicamente somente 0s passos
de lise celular e purificacdo; mesmos passos que compdem o protocolo utilizado no
presente trabalho.

No presente trabalho, foram obtidas amplificacdes do marcador molecular de C. psittaci
usando os mesmos pares de primers de Hewinson et al. (1997) e Ferreira (2014), porém
utilizando-se de protocolo de extracdo de DNA diferente. As amostras a partir das quais
obtivemos amplificagdo do marcador molecular de C. psittaci continham de 52,4 ng a
5.442 ng de DNA extraido. Ndo houve amostra de DNA extraido com concentracdo de
DNA mais baixa do que a que foi utilizada na quantidade de 52,4ng por reacdo. Ou seja,
neste estudo, as reacdes de PCR comecaram a detectar o patdgeno a partir da amostra
com a menor concentrada de DNA extraida. Foi detectada a presenca do marcador
molecular de C. psittaci utilizando amostras apresentando 0s seguintes parametros de
menores indicadores para contaminantes organicos e para contaminantes de proteinas
0,31 e 0,33; respectivamente. Considerando os intervalos dos indices de pureza do DNA
(2,0 — 2,2 para contaminantes organicos e 1,7 — 2,0, para contaminantes proteicos),
observa-se que o nivel de impureza do DNA obtido utilizando o protocolo de extracdo de
DNA do presente estudo, ndo foi impeditivo para a amplificacdo do marcador molecular
utilizado. Ou seja, o protocolo de extracdo de DNA aqui utilizado, em conjunto com as
outras técnicas de biologia molecular empregadas no processo de diagnostico molecular
de clamidiose aviaria, foi adequado.

Comparativamente a outros artigos que realizaram diagnoéstico molecular de clamidiose,
o0 protocolo de extracdo de DNA utilizado no presente trabalho foi mais simples, menos
oneroso, mais rapido, e menos toxico (e mesmo assim efetivo na deteccdo do patdgeno).
Acreditamos que em conjunto com as demais técnicas de DNA utilizadas para o
diagndstico molecular de clamidiose, o protocolo de extracdo de DNA aqui utilizado, é

seguro e tem vantagens significativas em relacdo aos demais aqui abordados.
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5.2 Nao houve influéncia de meio de cultura sobre o diagndstico molecular de

clamidiose.

Corte de custos sdo importantes especialmente para instituicdes com elevada demanda,
como o sdo 0os CETAS. Estes, abrigam dezenas ou centenas de animais. Os programas de
reintroducdo dos animais silvestres a natureza recomendam avalia¢do sanitaria dos
mesmos. Neste sentido, a utilizacdo de protocolos de diagnostico de doengas com
orcamentos reduzidos pode influenciar na diminuicdo do risco levado a natureza, por
permitir aumento da triagem sanitaria de animais que serdo reintroduzidos.

O meio de acondicionamento e transporte das amostras bioldgicas até o local de
processamento destas, tem impacto no orgamento de protocolos utilizados no diagnostico
molecular de doencas parasitarias. A literatura cientifica relata uso de meio de transporte,
por vezes suplementado com soros animais (no presente trabalho denominado “meio de
cultura”) para 0 acondicionamento de swab cloacal. Os meios de transporte ou meios de
cultura tem geralmente como objetivo aumentar a probabilidade de detec¢do de patdgenos
bacterianos nas amostras bioldgicas utilizadas.

Hé estudos envolvendo detec¢do molecular de C. psittaci que se utilizaram de meios de
transportes, suplementados ou ndo com soro animal (Razmyar et al., 2016; Hewinson et.
al.,, 1997). Razmyar et al. (2016) utilizaram meio de Sacarose-fosfato-glutamato;
enguanto Hewinson et al. (1997) usaram Sacarose-fosfato-glutamato suplementado com
soro fetal bovino. Razmyar et al. (2016) utilizou 0 meio de transporte mencionado para
acondicionar swab cloacal de papagaio-cinzento; enquanto Hewinson et al. (1997)
utilizou o meio de cultura mencionado para fezes de papagaio-moleiro. Os artigos de
Razmyar et al. (2016) e Hewinson et. al. (1997) ndo trazem informacdes detalhadas sobre
0 impacto dos meios de transporte suplementados ou ndo com soro animal, sobre o
incremento na deteccdo da clamidiose. Porém, também ha trabalhos que envolveram
diagndstico molecular de clamidiose utilizando-se de swab cloacal sem a utilizacdo de
meio de cultura especial (Sareyyupoglu et al., 2007; Raso et al., 2004).

Comparado a C. psittaci, as bactérias do género Mycoplasma séo consideradas mais
exigentes quanto as condigdes para crescimento populacional. O meio de cultura de Souza
(2017), foi aplicado para transporte de amostras, afim de detectar bactérias mais sensiveis,

como Mycoplasma. O presente estudo, utilizou o meio de cultura de Souza (2017), para
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avaliar possivel influéncia deste no aumento da deteccdo de C. psittaci e por
consequéncia diagnostico molecular de clamidiose, a partir de amostras de swab cloacal.
No presente trabalho, ndo foi observada influéncia dos meios de transporte das amostras
bioldgicas sobre o diagndstico molecular de clamidiose, mesmo sendo um destes meio de
transporte agua. Os resultados dos diagnosticos foram 100% concordantes, comparado
meio de cultura e dgua. Destaca-se que com diminuicdo de custo de processamento de
amostras, é possivel estender o nimero de aves a serem avaliadas por diagnostico
molecular. Tal fato, tem impacto significativo sobre a inclusdo de mais individuos em

programas de reintroducéo de animais silvestres a natureza.

5.3 Prevaléncia amostral de clamidiose

Raso et al. (2006) em estudo com aves silvestres livres na natureza detectou as seguintes
prevaléncias 6,3% para A. aestiva assintomaticos e 26,7% em araras-azuis
(Anodorhynchus hyacinthinus). Ha relatos de prevaléncia de clamidiose de 4,21% em
aves criadas em cativeiro, assintomaticas (Braz et al. 2014). Na Turquia, teste com
diversas espécies de aves sintométicas em cativeiro, detectou nestes grupos prevaléncia
de 91,5% de clamidiose (Sareyyupoglu et al., 2007).

No presente trabalho, a amostra de papagaios em cativeiro estudada demonstrou
prevaléncia da clamidiose de 37%. Tal valor de prevaléncia € similar aos estudos de Raso
et al. (2002). Este encontrou para papagaios assintomaticos (Amazona sp.) em cativeiro,
prevaléncia de clamidiose de 35,8%. Os diagnosticos da clamidiose, tanto os realizados
no presente trabalho como nos demais (deste paragrafo e do anterior), se utilizaram PCR

(convencional) ou gPCR.

5.4 Concordéancia parcial e estatisticamente significativa entre diagnostico molecular e

suspeita clinica de clamidiose

Ao comparar os resultados de suspeita clinica e molecular das amostras, houve
coincidéncia para a maioria destas (68%). Tal concordancia mostrou-se estatisticamente
significante (p=0,0095). Contudo, os demais individuos (32%), ou possuiam sinais
clinicos com diagndstico molecular negativo (15% falsos positivos), ou ndo possuiam
sinais clinicos apesar do diagnéstico molecular ser positivo para a patologia (17% falsos

negativos).
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Os artigos encontrados na literatura que relatam diagnostico de clamidiose, mencionam
0 uso de suspeita clinica como indicador da doenca (Raso et al., 2004; Razmyar et al.,
2016; Sareyyupoglu et al., 2007). Porém, estes ndo trazem analise de proporcdo de
concordancia entre diagndstico e suspeita clinica de clamidiose. Esses estudos incluiram
dentre outras aves, papagaios Psittacus sp. e Amazona sp., além de Serinus sp
(Passeriformes).

A Instrugdo Normativa 179 (25/06/2008) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), determinou a realizacdo de exames
laboratoriais como medidas para se prevenir a introducdo de agentes infecciosos no meio
ambiente, e garantir a sobrevivéncia a longo prazo dos animais em questdo. O programa
de reintroducgdo a natureza de aves silvestres administrado pelo CETAS-VDC em parceria
com a Universidade Federal da Bahia, exerce papel importante na manutencdo da
biodiversidade da regido do sudoeste baiano e entorno. Para o sucesso de tal acdo é
necessaria a verificagdo da condigdo sanitéria das aves a serem reintroduzidas.

Os resultados discordantes entre diagnéstico molecular e suspeita clinica da clamidiose
apontam a importancia do diagnéstico molecular para laudos assertivos. A discordancia
é justificada pela clamidiose (i) poder ser assintomatica e (ii) ndo haver sinais clinicos
patognomonicos desta doenca (Fudge, 1984; Gerlach, 1994). A sintomatologia é
influenciada pelo poder de viruléncia da bactéria e pelo sistema imunolégico do individuo
parasitado (Gerlach, 1994). Guzman et al. (2010) reportam que a clamidiose pode ser
silenciosa em até 10 dias ap6s a infeccdo em algumas espécies, como calopsita

(Nymphicus hollandicus).

Considerando a facil transmissdo do patdgeno da clamidiose, por inalacdo de fezes e
secrecdes de aves (Andersen e Vanrompay, 2000), laudos falso negativos podem ser
devastadores para populacao de aves que compartilham mesmo recinto. Em manejo e em
programas de reintroducéo exercidos por 6rgdos como os CETAS, uma fracdo de aves
infectadas assintomaticas podem servir como vetores para outros individuos, tanto para a
comunidade alocada nas instalacGes das instituicdes como para populagdes de animais
silvestre (quando os animais forem reintroduzidos). O agente etioldgico da clamidiose
aviaria é considerado cosmopolita (Andersen e Vanrompay, 2000); tendo sido encontrado
em 30 ordens de aves (Kaleta e Taday, 2003). Os CETAS trabalham com grande transito
de aves silvestres recém-chegadas das apreensdes de trafico. SituacGes de estresse animal,

comida escassa e higiene precéaria sdo potencializadores da clamidiose (Gerlach, 1994;
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Andersen e Vanrompay, 2000; Raso et al., 2004). Tais situaces sdo frequentemente
encontradas em animais traficados; o que propicia que animais acolhidos pelos CETAS
se apresentem desta forma.

Laudos falso positivos de clamidiose também s@o considerados prejudiciais,
considerando (i) a importancia de tratamento medicamentoso ser direcionado ao patégeno
correto (para que o tratamento seja efetivo sobre o paciente), e (ii) ao dano causado pelo
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a antibioticos usados indiscriminadamente.
Segundo Gerlach (1994), quanto ao tratamento de clamidiose varios antibidticos sdo
eficazes quando testados in vitro. Contudo, experimentos in vivo demonstram a eficiéncia
apenas de tetraciclinas e enrofloxacinas (Gerlach, 1994). O tratamento para aves
infectadas deve contemplar o periodo de 45 dias e ser realizado por profissional
veterinario (CDC, 2000). Em acréscimo, em 2016, Razmyar et al. apontaram a eficiéncia
de doxiciclina administrada em 25 mg/kg durante o periodo de 45 dias. Este estudo,

corrobora com o protocolo apresentado pelo CDC, quanto ao quesito tempo (2000).

5.5 Auséncia de correlacdo entre namero e tipo de sinais clinicos com diagnostico

molecular de clamidiose

Os sinais clinicos, ndo patognomdnicos, da clamidiose em aves em geral incluem: (i)
baixa temperatura corporal, (ii) plumagem &spera, (iii) letargia, (iv) tremores, (V)
dispneia, (vi) conjuntivite, (vii) anorexia e (viii) sinusite; e em particular em
Psittaciformes, podem também haver os seguintes sinais (ix) convulsées e (X)
desenvolvimento de déficit neuroldgico (Gerlach, 1994; Nasphv, 2017; Andersen &
Vanrompay, 2000). Segundo Gerlach (1994) aves jovens expostas a alta carga viral,
desenvolvem infeccdo sistémica aguda, o que com frequéncia leva ao ébito; este ndo
relata tempo para morte pos infecgdo e/ou sinais clinicos. Dentre os sinais clinicos de
clamidiose reportados, foram considerados no presente estudo 0s seguintes sinais:
conjuntivite, secrecdo nasal (indicadora de sinusite) e desnutricdo (indicadora de
anorexia). Os demais sinais clinicos de clamidiose, descritos na literatura, ndo foram
considerados no presente trabalho pois ndo se apresentavam em frequéncia relevante ou
apresentavam dificuldades em suas identificagdes.

A correlagéo dos sinais clinicos (considerando quantidade e qualidade) com diagndstico

molecular, sugeriram inicialmente haver tendéncia de possivel relacdo entre quantidade
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e qualidade de sinais clinicos com o diagnostico. A analise quantitativa apontou que
apesar de 2 e 1 sinais clinicos serem igualmente frequentes em individuos com
diagndstico positivo, 2 sinais estavam presentes na minoria (22%) dos individuos com
diagnostico negativo. A analise qualitativa encontrou 0s sinais secrecdo nasal e
desnutricdo como os aparentemente mais relacionados a clamidiose; visto que estes foram
encontrados em 75% (secrec¢do nasal) e 67% (desnutricao) dos individuos diagnosticados
positivamente e em somente 44% e 33% (secrec¢do nasal e desnutri¢do, respectivamente)
dos individuos com diagndstico negativo. A conjuntivite foi encontrada em 8% dos
individuos diagnosticados positivamente e 44% dos diagnosticados como negativos para
clamidiose. Apesar da relatada tendéncia de correlagdo entre nimero e tipos de sinais
clinicos de clamidiose com diagnéstico molecular, estas ndo mostraram-se
estatisticamente significativas. A falta de relacdo da conjuntivite com diagnostico
positivo para clamidiose no presente trabalho é contrastante com a informacéo de Gerlach
(1994). Este, traz que a conjuntivite recorrente é geralmente o Gnico sinal clinico aparente
da clamidiose em psitacideos (periquito - Neophema sp.).

A auséncia de correlacdo entre (i) nimero e tipo em particular de sinal clinico e (ii)
diagnostico de clamidiose, confirma mais uma vez que os sinais clinicos somente devem
ser considerados como indicativos de clamidiose. Ou seja, exame laboratorial € essencial
para o diagndstico de clamidiose para pagagaios do género Amazona das espécies
estudadas no presente trabalho. A Associacdo Nacional dos Veterindrios de Saude
Publica dos Estados Unidos (Nasphv, 2017) defende a importancia do diagnostico de
clamidiose sob a ética do histdrico do paciente. Por fim, o presente trabalho demostra que
laudo assertivo para a clamidiose em papagaios Amazona sp, necessariamente requer

diagnostico molecular.

5.6 Rapida positivacao para clamidiose

Estudos mostram que infeccdo por C. psittaci, ocorre principalmente de uma ave para
outra, a partir de excrecdes respiratorias e de fezes (Andersen & Vanrompay, 2000). Tal
infeccdo pode ser potencializada por condicGes precérias e fatores estressantes para o
animal, como (i) superlotacdo de aves num mesmo recinto, vinculada a (ii) ma
alimentacdo e (iii) saneamento bésico deficiente (Raso et al., 2004). Um animal

comumente se encontra em tais condi¢des durante o seu trafico.
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Guzman et al. (2010) relataram positivacao para a presenca de C. psittaci em 16 dias em
calopsitas. Page et al. (1959) detectaram positivacéo para a presenca do patdégeno apés 3
dias em Phasianidade. Guzman et al (2010) estabeleceram o tempo, através de estudos
experimentais, com andlise de swab cloacal em PCR. Page et al. (1959) detectaram corpos
elementares em material cloacal, utilizando-se de microscopia. No trabalho de Guzman
et al (2010) o patdgeno foi detectado em todos os animais, nos quais foram inoculados
através do estudo experimental. Page et al. (1959) ndo relataram em que propor¢do dos
animais foi detectada a presenca de C. psittaci.

No presente estudo, utilizando-se de PCR, em intervalos de aproximadamente (i) 13 e (ii)
10 dias (1° e 2° intervalos de observacao) houveram (i) 36% e (ii) 22% de papagaios que
passaram de diagnostico inicial negativo de clamidiose para diagndstico positivo para
esta patologia. Porém, o presente trabalho ndo estabeleceu o tempo minimo para a
positivacdo. Ao comparar com a literatura, os tempos de positivagdo encontrados no
presente trabalho foram mais préximos ao tempo descrito por Guzman et al. (2010) do
que por Page et al. (1959). O trabalho de Guzman et al. (2010) tem mais pontos de
semelhanca com o do presente trabalho, como espécies de animais estudados para a
infeccdo (também psitacideos), método de deteccdo do patdgeno (utilizacdo de PCR) e
material bioldgico utilizado para a deteccdo do patdgeno (swab cloacal).

O trabalho realizado por Page et al. (1959), com Phasianidade, também demonstrou a
ocorréncia de sinais clinicos evidentes a partir do 7° dia ap6s a infec¢do. Os Unicos
registros quanto a sintomatologia que o presente trabalho fez ao longo do tempo foi a
morte de alguns (n=4) individuos; o que ocorreu em até 10 dias entre diagndstico negativo
e diagnostico positivo para clamidiose. Mais comparagdes quanto ao tempo de evolugdo
clinica ndo podem ser realizadas.

Durante o periodo analisado quanto a positivacdo para clamidiose, houve realocacéo dos
individuos diagnosticados como positivos. A realocacdo ocorreu para viabilizar o
tratamento dos individuos, bem como para reduzir o risco de contaminagdo dos animais
com diagndstico negativo. Dada a rapida dispersdo do agente etiologico da clamidiose, o
tempo (i) do processamento das amostras para determinacdo do diagnostico molecular,
(ii) da realocacdo dos individuos e (iii) da recoleta de amostras dos individuos
anteriormente negativados para a clamidiose, podem (em conjunto ou em separado) ter
sido fatores determinantes para a infecgdo (rdpida) dos individuos negativados. Os

resultados aqui apresentados demonstram a necessidade de triagens sanitarias frequentes
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(incluindo recoleta de amostras e processamento do diagndstico) e realocacdo imediata
dos individuos positivados para clamidiose aviéria.

Por fim, os resultados apontam (i) eficiéncia da utilizacdo de método de extracdo de DNA
simples (previamente descrito, e menos oneroso) no diagnéstico molecular da clamidiose;
(ii) eficiéncia equivalente do uso de agua como meio de transporte para amostra bioldgica
utilizada em diagnostico molecular de clamidiose, ao comparar com meios
suplementados com soro animal (mais oneroso); (iii) prevaléncia de 37% de clamidiose
na amostra, (iv) coincidéncia de 68%, estatisticamente significante, entre diagnostico
molecular e suspeita clinica de clamidiose; (v) ndo haver correlacdo estatisticamente
significante entre quantidade e tipo de sinal clinico com diagndstico molecular de
clamidiose; (vi) positivacdo para clamidiose em 50% dos individuos acompanhados

guanto a positivacao.
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8 Figuras, tabelas e quadros
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Figura 1 — Gel de agarose (2%), mostrando marcador molecular utilizado no diagnéstico de clamidiose em
papagaios (Amazona sp.). Amostras aplicadas: C- (controle negativo — reagcdo de PCR sem DNA), C+ (controle
positivo — reagdo de PCR com DNA extraido de vacina comercial para gatos Fel-O-Vax® LvK IV + CaliciVax®),
amostras B e G (amostras de individuos cujo diagndstico molecular foi aqui estabelecido). As amostras biol6gicas de
swab que foram transportadas do local de coleta até o local de extragdo de DNA em Agua Destilada Autoclavada estdo
identificadas como “A.D.A” e as amostras que foram transportadas em Meio de Cultura estdo identificadas como
“MdC”. O marcador molecular de diagnostico de clamidiose equivale a banda de DNA de aproximadamente 264 pb.
Ladder 100pb a 1 Kb (BioBasic, SP-Brasil). Os Ultimos fragmentos do Ladder lidos de baixo para cima possuem 0s
seguintes tamanhos: 100, 200 e 300 pb. DNA corado com brometo de etideo. Os individuos provem do CETAS —
Vitéria da Conquista (BA), Brasil. A imagem do gel teve suas cores invertidas para facilitar a visualizacdo das bandas
de DNA.
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Figura 2 - Desenho esquemaético do acompanhamento, quanto a positivacéo para clamidiose, de papagaios com
diagnéstico molecular inicialmente negativo. As amostras bioldgicas (swab cloacal) foram coletadas de papagaios
alocados no CETAS - Vitoria da Conquista (BA, Brasil). As coletas ocorreram em 25 e 28/09/18. A 12 Recoleta
aconteceu em 10/10/2018. A 22 Recoleta ocorreu em 19/10/2018. As recoletas de amostras ocorreram somente dos
individuos negativados para clamidiose. O estado negativado (-) e positivado (+) dos individuos para a clamidiose foi
determinado por diagnéstico molecular. O diagndstico ocorreu pela presencga (em eletroforese) do marcador molecular
de 264 pb. Os intervalos (i) entre Coletas e 12 Recoleta foram de 11 a 14 dias e (ii) entre 12 Recoleta e 22 Recoleta foi
de 10 dias (*Neste intervalo morreram 4 individuos). No total o acompanhamento dos individuos negativados para a
clamidiose foi de 21 a 24 dias. No periodo do estudo, os individuos diagnosticados positivamente para clamidiose
foram realocados para recintos proprios para quarentena, enquanto os demais foram mantidos nos recintos com
individuos sem suspeita clinica.
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Tabela 1 - Analise quantitativa e qualitativa das amostras de DNA extraidas.

Concentracéo de DNA

Indicadores de pureza

(ng/uL) de DNA com
contaminantes
Organicos Proteinas
Média das amostras 304,15 0,48 0,79
Menor valor encontrado 10,0 0,31 0,29
Maior valor encontrado 1902,9 1,02 1,90

A tabela demonstra valores de analise das amostras de DNA extraidas dos 59 individuos estudados. Os indicadores de
pureza de DNA estabelecem que a amostra esta pura se em relagdo aos (i) Contaminantes organicos o valor estiver

entre 2,0 e 2,2 e aos (ii) Contaminantes proteinas o valor estiver entre 1,7 e 2,0.

Tabela 2 - Influéncia do meio de transporte das amostras bioldgicas para a deteccdo de

C. psittaci.
Individuos Resultado do diagnostico molecular
Agua Meio de cultura
A + +
B + +
C + +
D + +
E - -
F + +
G - -
H + +
| - -
J + +
Diagnostico molecular positivo 7 7

Os meios de transporte utilizados foram: Agua destilada autoclavada (A.D.A) e Meio de cultura (meio de transporte de
Micoplasma e Ureaplasma suplementado com soro equino, (Cruz et al. 2017). As amostras bioldgicas foram swab
cloacal de papagaios (alocados no CETAS — Vitoria da Conquista). Dos 10 individuos considerados, amostras de seis
foram coletadas em 25/09/18 (2,3,4,5,6,8) e de quatro em 19/10/18 (53,54,55,56). A extracdo de DNA, das amostras
mantidas no meio de transporte a 4°C sem agitacdo, foi realizada no mesmo dia sobre as amostras acondicionadas em
A.D.A. e no terceiro dia nas amostras mantidas em Meio de cultura. Quanto aos resultados do diagnéstico molecular
para a clamidiose (presenca de C. psittaci) — “+” aponta diagndstico positivo e “-“ aponta diagnéstico negativo. O
diagndstico molecular foi obtido através de marcador molecular amplificado por PCR e identificado em eletroforese.
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Tabela 4 - Quantidade e tipos de sinais clinicos e diagnéstico molecular de clamidiose,

em papagaios alocados no CETAS — Vitoria da Conquista (BA), Brasil.

Individuos

Sinais Clinicos

Diagndstico

sintomaticos  NUmero de Conjuntivite Secregdo Desnutrigdo  molecular
Sinais nasal
Coleta 1
3 1 X -
4 2 X X +
5 2 X X +
6 1 X -
8 2 X X +
11 2 X X -
12 1 X -
14 1 X -
16 1 X +
19 2 X X +
20 1 X -
Coleta 2
2 2 X X +
3 1 X +
4 1 X +
5 2 X X +
6 2 X X -
11 1 X -
Coleta 3
18 1 X +
Coleta 4
CETASVCA 035 1 X -
CETASUFBA 061 1 X +
CETASUFBA 062 1 X +

As coletas 1, 2, 3 e 4 correspondem a coletas de amostras bioldgicas (swab cloacal) de papagaios (alocados no CETAS-
VDC) nas seguintes datas 05, 25, 28/09/18 e 02/10/18, respectivamente. A suspeita clinica foi determinada pela
presenca de um ou mais dos seguintes sinais: conjuntivite, secrecdo nasal e desnutricdo. Cada individuo estd
caracterizado clinicamente quanto aos sinais apresentados, apontando-os (quando presente) como “X”. O diagndstico
molecular foi obtido através de marcador molecular amplificado por PCR e identificado em eletroforese. Cada
individuo esta identificado quanto ao diagnoéstico molecular da clamidiose, utilizando “+” para diagnostico positivo e
“- para diagnostico negativo. Foram considerados nesta andlise a parte da amostra de individuos estudados que

apresentavam sinais clinicos (N=21).
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Quadro 1 - Comparacéo de suspeita clinica e diagnéstico molecular de clamidiose.

Diagnostico molecular
+/ (-) falso positivo
n=9 (15%)

Suspeita
clinica

+/ (+) coincidentes
n=12 (20%)
-/ (+) falso negativo -/ (-) coincidentes
n=10 (17%) n=28 (48%)
Suspeita clinica foi definida pela presenca de um ou mais dos 3 sinais clinicos de clamidiose considerados no presente
trabalho (conjuntivite, secrecdo nasal e desnutrigdo). O diagnéstico molecular foi obtido através de marcador molecular
amplificado por PCR e identificado em eletroforese. Sinal “+” corresponde a presenca da suspeita ou do diagndstico e
Sinal “-*“ a presenca ou auséncia dos mesmos. O sinal que aponta a presenga ou ndo da suspeita clinica esta identificado
em negrito. O sinal que indica a presenca ou ndo do diagndstico molecular positivo esté sinalizado entre parénteses. n=
indica o nimero de individuos correspondentes as diferentes combinagdes. As percentagens referem-se a proporcéo de

individuos distribuidos em cada combinag8o. Foram considerados nesta anélise o total de individuos estudados no
presente trabalho (N=59).

Quadro 2 - Correlacdo entre quantidade e tipos de sinais clinicos com diagnéstico

molecular de clamidiose.

Sinais clinicos Diagnostico molecular Total
(N=21) Positivo Negativo
(N=12; 57%) (N=9; 43%)

Analise quantitativa
1 sinal n=6 (50%) n=7 (78%) | n=13 (62%)
2 sinais n=6 (50%) n=2 (22%) n=8 (38%)
3 sinais n=0 (0%) n=0 (0%) n=0 (0%)

Anélise qualitativa
Conjuntivite n=1 (8%) n=4 (44%) n=>5 (24%)
Secrecdo nasal n=9 (75%) n=4 (44%) n=13 (62%)
Desnutri¢ao n=8 (67%) n=3 (33%) n=11(52%)

Os 3 sinais clinicos de clamidiose considerados no presente trabalho foram conjuntivite, secre¢do nasal e desnutri¢ao.
O diagnostico molecular foi obtido através de marcador molecular amplificado por PCR e identificado em eletroforese.
n=indica o nimero de individuos correspondentes as diferentes combinagdes. As percentagens (aproximadas) referem-
se a proporcéo de individuos distribuidos em cada combinacdo. Foram considerados nesta analise a parte da amostra

de individuos estudados que apresentavam sinais clinicos (N=21).
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