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Resumo

A Chamydophila psttaci € uma bactéria gram. negativa intracelular obrigatéria, conhecida popularmente
como clamidiose aviaria. Acomete aves e mamiferos, incluindo o ser humano causando sinais clinicos
sintomaticos. Essa patologia € uma das principais zoonoses acometidas por aves que preocupa a saude
humana. Foi realizada uma pesquisa para saber a incidéncia da doenc¢a nas Agropecuarias do DF. Varias
porcoes de fezes espalhadas pela gaiola foram recolhidas para realizar exames de fezes por PCR para
detecgédo de C. psittaci em calopsitas. Foram coletadas 32 amostras aleatérias de fezes em diferentes
agropecuarias no DF. Os proprietarios autorizaram as coletas diretamente das gaiolas sem a necessidade
de contencao das aves para a relevancia da pesquisa e autorizaram as coletas, as quais foram divididas em
trés lotes. Cada gaiola havia aproximadamente 10 animais. Os materiais foram armazenados em frascos
com solugido conservativa e devidamente rotulados com a identificagdo do local, apds enviados para o
laboratério de referéncia para analise. Os Testes utilizando PCR para detecgédo de C. psittaci possuem o
valor de gene mpA. As fezes foram coletadas diretamente das gaiolas onde havia uma bandeja para deposito
dos mesmos sem necessidade de contencdo da ave. Concluiu-se que ndo houve incidéncia do agente em
Agropecuarias do DF no periodo pesquisado, porém nao se descarta que devemos ficar atento a doenca,
pois uma vez ela sendo encontrada no ambiente, as aves podem ser assintomaticas e consequentemente
afetar os seres humanos.

Palavras-chave: Calopsitas; Clamidia; Zoonose; Gripe aviaria; Humanos.

Abstract

The Chamydophila psttaci is an intracellular negative gram bacterium, the bacterium knows popularly as
avian chlamydia. It affects birds and others animals, including humans, causing symptomatic clinical signs.
This pathology is one of the main zoonosis affected by birds that concerns human health. A research was
carry out to find out the occurrence of the disease in pet stores of the DF. Some potions of feces scattered
around the cage were collect to perform stool examinations by PCR for detection of C. psittaci in cockatiels.
32 random samples of feces were collected in different Agropecuaria in DF. Owners of agropecuarias were
instruct on the need to research and authorized collections, which were divide into three lots. There were 10
animals in each cage. The materials were stored in bottles with a conservative solution and duly labeled with
the location identification, after to send to the reference laboratory for analysis. Tests using PCR to detect C.
psittaci have the value of mpA gene. The feces were collect directly from the cages where there was a tray
for depositing them without the need to contain the bird. It was conclude that there was no occurrence of the
agent in pet stores of the DF in the researched period however. It is not discard that we must be aware of
the disease, because once it is found in the environment, birds can be asymptomatic and consequently affect
humans.
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Introducgao

A Chamydophila psttaci € uma bactéria gram negativa intracelular obrigatoria,
conhecida popularmente como clamidiose aviaria. A clamidiose acomete aves, mamiferos
e o0s seres humanos, causando sinais clinicos sintomaticos, sendo uma patologia
zoonotica. Atualmente, o termo clamidiose € utilizado para determinar a patologia nas
aves e o termo psitacose para denominar nos seres humanos?!. Essa patologia é uma das
principais zoonoses acometidas por aves que preocupa a saude humana devido com
distribuicdo mundial e acometida em qualquer estacdo do ano no contato direto com o
animall, Patologias comuns nessas espécies, como a clamidiose, ndo possuem relevancia
e acaba sendo subestimada, por ter seu diagnostico definitivo dificil em virtude da
complexa fisiopatologia da infeccéo por Chlamydophila psittaci 2, podendo ser confundida
com uma gripe, tanto em humanos e nas aves e consequentemente, sendo tratada
erroneamente. A realizacdo de medidas de prevencdo e controle € fundamental em
criatérios, granjas e abatedouros, objetivando evitar a disseminacdo do agente,
diminuindo, assim, o impacto da doenca a saude publica e os prejuizos econdmicos para
o produtor 3.

Em 1874, na Europa, foi descrito o primeiro caso de clamidiose em papagaios e em
humanos por Morange em 1895, apés constatacdo de um agente infeccioso transmitido
por papagaios 4 Por esse motivo, recebeu o nome de psitacose, da palavra grega
psittacus, que significa papagaio #. A familia Psittacidae comp6e o maior reservatério de
C. psittaci, em cativeiros normalmente sdo colocados em numerosos grupos dentro de
gaiolas em condicbes precéarias e assim tendo a super populacdo e por ser uma ave
comercializada, sdo vendias e mantidas como animal pet °, tendo o contato direto com o
proprietario e assim, contaminando com a doenca.

Com o crescimento do comercio de aves exoticas, principalmente as calopsitas
(Nymphicus hollandicus), o ser humano vem substituindo animais domésticos como
cachorros e gatos por aves e criando um contato intimo, tornando-as um animal pet e
consequentemente assumindo um potencial risco pelo contato intimo desses animais e
sua convivéncia nos lares sendo susceptivel a contaminacéo °.

A comercializacdo desse animal cresceu ao longo dos anos, devido ao
comportamento docil quando domesticado e seu pequeno tamanho, além de sua
facilidade de criagdo e manuseio.
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Quanto a patogenicidade, nas células epiteliais da mucosa conjuntival do aparelho
respiratério urogenital e gastrointestinal presentes no animal, a bactéria Chamydophila se
aloja e se reproduz podendo causar infeccdo em seres humanos ©.

Sua transmissibilidade para o homem ocorre pelo contato direto, ou seja, pela
inalacdo das bactérias presentes no meio em que as calopsitas vivem, contato direto das
fezes ou no momento da limpeza onde o animal vive. Os sintomas podem ser idénticos a
de uma gripe como: febre, fadiga, dores de cabeca severas, calafrios, anorexia, mialgia,
fotofobia, nduseas e vomitos s). Em casos mais graves, ocorrem: pneumonia atipica grave,
tosse seca, respiracdo dificil e dolorosa, ou em casos crénicos, ocorrem insuficiéncias
cardiovasculares e tromboflebites, ocasionando a morte

A bactéria Chamydophila, além de acometer o trato respiratério, afeta outros 6rgaos
de forma sistémica e assim podem ocasionar infec¢des e inflamac¢des como: endocardite,
miocardite, hepatite, artrite, ceratoconjuntivite e encefalite. Faléncia respiratoria,
trombocitopenia, hepatite.

Em gestantes, a infeccdo por clamidia pode causar a morte fetal, abortos
espontaneos, baixo peso ao nascer e prematuridade, a clamidia pode ser transmitida da
mae para o feto e provocar patologias no recém-nascido. Os sintomas variam desde uma
pneumonia intersticial até uma encefalite ©.

Na Classe Aves, C. psittaci foi demonstrada, tanto o agente, quanto 0s seus
anticorpos detectados em pelo menos 469 espécies de vida livre ou companhia ©.

A pesquisa tem como o objetivo alertar os proprietarios de Agropecuarias que
comercializam aves no Distrito Federal e informar a respeito da disseminacéo da doenca
e o0 problema aos futuros compradores sobre a necessidade de conhecer o mesmo, e
assim evitar que ela seja transmitida ao ser humano. Uma vez que ela pode ser confundida
com uma gripe forte podendo evoluir para pneumonia e até a morte.

Ao mesmo tempo ela pode estar na forma subclinica, o que n&o é percebido tanto
pelo vendedor quanto o comprador destes animais. Por isso & necessario uma boa
anamnese e caso haja necessidade, realizar exames de fezes por PCR para a deteccéo
de C. psittaci em calopsitas (Nymphicus hollandicus) que sao os maiores reservatorios de
C. psittaci, pelo seu alto potencial zoofiotico e facilidade de transmissdo aos humanos que

se da pelas secrecbes respiratérias, associado ao intimo contato. As calopsitas
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(Nymphicus hollandicus) sdo carreadores frequentes da C. psittaci e podem eliminar o
agente nas fezes por mais de um ano ap6s da contaminacao.
Materiais e Métodos

Foram coletadas 32 amostras por gaiola de fezes de calopsitas de forma aleatéria
em diferentes agropecuarias no DF e entorno. Os proprietarios das agropecuarias foram
orientados quanto a necessidade da pesquisa e autorizaram as coletas sem a
necessidade de contato com os animais as quais foram divididas em trés lotes. Cada
gaiola havia 10 calopsitas (Figura 1).

As aves ficaram expostas em gaiolas onde havia transito de outras aves de rua que

sobrevoavam a area devido a presenga de comida.

Figura 1 - Media de 10 calopsitas por gaiola
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O primeiro lote teve 16 amostras coletadas em agosto de 2018. Na época
predominava o clima mais seco, sendo as amostras recolhidas nas seguintes regides
administrativas: Nucleo Bandeirante, Asa Sul, Gama e Arniqueiras. O segundo lote obteve
14 amostras das regides de Taguatinga, SIA e Ceilandia. Nesses locais foi observada alta
densidade populacional por gaiola. O terceiro lote foram recolhidas 12 amostras nas
cidades Paranoa, Varjao, Asa Norte, Itapod e Lago Norte, observou-se que o periodo era
chuvoso, porem o clima n&o teve relevancia no fator de replicagdo bacteriana.

As fezes foram coletadas diretamente das gaiolas onde se encontrava uma bandeja
para que os dejetos fossem depositados, assim coletou-se pequenas amostras dos
mesmos em diferentes partes, consequentemente ndo houve a necessidade de contencao
das aves.

Os materiais foram armazenados em frascos (Figura 2 e 3) com solugao
conservativa onde o laboratério ndo divulgou o tipo de conservante, porem de fabricagao
prépria, o material biolégico foi devidamente rotulado com a identificacdo do local. O
material foi enviado para o laboratério de referéncia localizado em Sao Paulo para analise
em PCR.

Figura 2 - Frascos onde sdo armazenadas as amostras de fezes
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Figura 3 - Frascos com solugao onde sao armazenadas as amostras de fezes.

O exame de PCR (Polimerase Chain Reaction) vem crescendo na Medicina
veterinaria na acuracia dos resultados pela sua especificidade e sensibilidade. Essa
técnica € muito utilizada em laboratérios devido a sua precisdo em relagdo a outros
testes soroldgicos, pois detecta patdgenos presentes no material a ser investigado.

A deteccao do método é feita por amplificacdo do DNA através de uma quantidade
significativa da amostra. A técnica é bastante sensivel, o diagnéstico molecular de
clamidias € determinado através da visualizagdo em gel de marcador molecular. O par de
primers utilizados amplifica exclusivamente o marcador molecular de nucleotideos do
plasmideo mencionado de C. psittaci >*.

Segundo Raso et al >'?, 0 exame apresenta uma alta detecgdo da sequéncia especifica
para identificar o DNA presente no material coletado, com um grande potencial de
especificidade e sensibilidade.

Hewinson et al. (1997) e Ferreira (2014) detectaram C. psittaci utilizando os primers
com uma reacao decorrente a termociclador que inicialmente desnatura a dupla hélice,
consequentemente os primers se hibridiza com sequencias complementares, a enzima de
polimerase, adiciona bases e compde a uma nova molécula de DNA assim, utilizando o
mesmo molde para outras cadeias de desnaturacao, ciclos que produz e que amplificam
parte do gene ompA. Hewinson et al. (1997) detectou presenga do marcador molecular de
C. psittaci a partir de amostras de DNA que possuiam de 60 a 600fg por reacao de PCR.
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Ferreira (2014) ndo descreveu qual foi 0 minimo e maximo de quantidade de DNA
utilizados nas amostras extraidas nas quais houve detec¢gdo molecular do patégeno.

Com uma pequena amostra de DNA, é possivel amplificar esta sequéncia e constatar
a presenga do agente antes da manifestagao dos sintomas.

Neste trabalho, foram utilizadas amostras de fezes para o teste de PCR para o resultado
de C. psittaci utilizando-se como alvo o gene ompA (; 9). A extracdo de DNA pode ser feita
através de kits comerciais de acordo com a amostra utilizada ou reagentes mais baratos,
como por exemplo o fenol-cloroférmio &

Amostras mais confiaveis para a deteccdo de clamidiose sédo as fezes, em estagios

avangados da doenca *.

Resultados

Em média foram recolhidas aproximadamente 32 amostras de fezes em diferentes
pontos da gaiola devido a uma grande populagdo de animais no ambiente

No primeiro lote (Figura 4), todas as amostras foram negativas para o agente. Foi
observada que, nesse periodo, a seca imperava como condicio climatica.

Areacao de PCR utilizou primers de oligonucleotideos especificos para amplificagao
de uma porgdo de 264 pb do gene MOMP (major outer membrane protein) da

"Chlamydophila psittaci”.
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Figura 4 - Resultado de PCR para clamidophila do primeiro lote

| neUnigen | Espécie | Lot |  ID/Linhagem | Odenopool |  Amosra [  Resuado
| Xessess | Nymphicus holandicus | \ Grupo 15 |03 | Fees | NEGATNO |
| Xe#see0 | Nymphicus hollandicus | \ Grpo 14 I Fozes |  NecaTVO |
| Xessi08 | Nymphicus hollandicus | \ Grpo 13 \ | Fezes |  NeATVO ]
| Xessees | Nymphicus hollandicus | \ Grpo 12 \ | Fozes | NeaTVO ]
| Xesseds | Nymphicus hollandicus | \ Grupo 1f e ] Fezes | NEGATNO |
| Xessers | Nymphicus hollandicus | [ Grupe 10 \ | Fezes |  NEGATNO |
| Xesseot | Nymphicus hollandicus | \ Gupo d o2 | Fees | NEGATNO |
| Xo85690 | Nymphicus hollandicus | \ Grupo 3 \ | Fozes | NEGATVO |
| Xesses2 | Nymphicus hollandicus | \ Grupo 7 I Fozes | NEGATVO |
| Xessers | Nymphicus hollandicus | \ Grupo § R Fezes |  NEGATNO |
| Xessees | Nymphicus hollandicus | \ Gupo § HEE Fezes |  NEGATNO |
| Xesse2 | Nymphicus hollandicus | \ Grupo & e ] Fees |  NEGATNO |
| Xeeses8 | Nymphicus hollandicus | \ Grupo 3 \ | Fezes | NEGATNO |
| Xe#ses0 | Nymphicus hollandicus | \ Grupo 2 I Fezes | NecaTVO ]
[ Xessees | Nymphicus holandicus | \ G \ | Fees | NEGATNO |

O segundo lote (Figura 5) todas as amostras também foram negativas. Nesse
periodo ndo houve incidéncias de chuvas, as amostras nao foram comparadas com as

condic¢des climaticos.
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Figura 5 - Resultado de PCR para clamidophila do segundo lote

[ n°Unigen | Espécie | Lote | ID/Linhagem | Qde.nopool |  Amosra [  Resultado |
| X2s5685 | Nymphicus hollandicus \ | AwopecGrpo 16 | | Fezes | NEGATVO |
[ xessese | Nymphicus hollandicus | | AwomcGupor7 | | Fezes | NEGATNO |
| xesse98 | Nymphicus hollandicus | | AwoecGumts | | Fems | NEGATNO |
| xessee2 | Nymphicus hollandious | | Aoomcnpere | | Fems | NEGATNO |
| x2es683 | Nymphicus hollandicus | | PoromcGrpo2s | 02 | Fezes | NEGATNO |
| xossee3 | Nymphicus hollandicus | | eoweeme T 3| Fezes | NegavO |
| X285607 | Nymphicus hollandicus \ | Agropsc Grupo 22 | 05 | Fezes | NEGATIVO |
| xesseer | Nymphicus hollandicus | | AeomeGneozs [ 04 | Fees |  NEGATNO |
| xess707 | Nymphicus hollandicus \ | Awopec G4 | 07 | Fezes | NEGATVO |
| xesses7 | Nymphicus hollandicus | [ Fomowos | 8 | Fozos NG |
| xossee0 | Nymphicus hollandicus | | peoweeme T 05| Fezes | NegavO |
[ xeg5700 | Nymphicus hollandicus | [ Femowd | %6 | Fess | NEGATVO |
[ xessert | Nymphicus hollandicus | | AoomcGn | g3 | Fezes | NEGATNO |
[ xes5669 | Nymphicus hollandicus | [ memows | @ | Fess | NeGAO |

SENSIBILIDADE: 60 a 600 fg de DNA (aproximadamente 6 a 60 copias gendmicas)
IMPORTANTE: Resultado de PCR negativo nem sempre indica auséncia total de "C. psittaci”, pois uma ave infectada pode manter o organismo de
forma intermitente. Portanto, em casos de suspeita de clamidiose os testes devem ser repetidos com nova amostra.

O terceiro lote (Figura 6) todas as amostras também foram negativas. Foi observada
que, nesse periodo, houve incidéncia de chuvas.

Figura 6 - Resultado de PCR para clamidophila do terceiro lote.

n? Unigen Espécie Lote ID / Linhagem Qde. no peol Amostra Resultado
| ntUnigen | péc | Lot | gem | | |
| X285666 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 30 | 03 \ Fezes | NEGATIVO
| X285655 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 31 | 04 | Fezes | NEGATVO
| Xo85674 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 32 | 02 \ Fezes | NEGATVO
| X285660 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 33 | 05 \ Fezes | NEGATVO
| X285653 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 34 | 06 \ Fezes | NEGATIVO
| X285706 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 35 | 03 \ Fezes | NEGATIVO
X285677 Nymphicus hollandicus Grupa 36 02 Fezes NEGATIVO
| | L | | |
| x285651 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 7 | 04 | Fezes | NEGATNO
| 285682 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 38 | 02 \ Fezes | NEGATIVO
| X285656 | Nymphicus hollandicus | | Grupo 38 | 01 \ Fezas | NEGATIVO

SENSIBILIDADE: 60 a 600 fg de DNA (aproximadamente & a 60 copias gendmicas)
IMPORTANTE: Resultado de PCR negativo nem sempre indica auséncia total de "C. psittaci®, pois uma ave infectada pode manter o organismo de
forma intermitente. Portanto, em casos de suspeita de clamidiose os testes devem ser repetidos com nova amostra.
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Para o periodo pesquisado nado foi encontrada a presenga do agente em
agropecuarias, porém ressalta-se que a clamidiose é liberada intermitentemente nas fezes
91213 hodendo as aves apresentarem sinais clinicos ou assintomaticos.

Discussao

Devido a criagao de aves exoéticas como animais de estimagao estar crescendo em
todo o mundo, no Brasil ganha maior dimensao pela sua grande biodiversidade, o que
torna o comércio de animais silvestres e exéticos uma demanda crescente.

Segundo o Art. 1° - A Instru¢ao Normativa Ibama 03/2011, de 1° de abril de 2011
algumas espécies silvestres podem ser comercializadas legalmente, seguindo o decreto
do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
orgao governamental do Brasil responsavel por fiscalizar a fauna silvestre nacional e
exotica, garantindo que as aves sejam vendidas por criadouros comerciais autorizados.

Com o crescimento das criacbes desses animais, além da proximidade do ser
humano com essas aves, ha a necessidade de um estudo e uma vistoria mais ampla sobre
as doencas zoondticas, principalmente aquelas que cursam com uma fase subclinica.

Para o presente estudo, foi observado: a quantidade de aves por gaiolas,
influéncias climaticas e o transito de aves sinantrépicas como pombos e pardais, que séo
transmissores do agente bacteriano.

Para corroborar a dificuldade de encontrar a bactéria em animais higidos, foi
realizada uma pesquisa em 2013, onde foram analisadas 106 calopsitas. Avaliou-se
fisicamente os animais: escore corporal, inspec¢ao visual, palpacao das penas e sistema
musculoesquelético, além da inspec¢ao visual das narinas, cloaca, olhos, ouvidos e
cavidade oral. Todos os animais eram pesados antes do inicio da coleta e foram avaliados
também aparéncia e comportamento do animal °. Nesses casos houve a realizagéo de
exames de hemograma e bioquimico.

Na referida pesquisa, as amostras foram recolhidas da cloaca e orofaringe e o
resultado foi que apenas em uma ave foi encontrado o agente, pelo swab oral, enquanto
0 swab cloacal da ave apresentou resultado negativo.

A pesquisa realizada pela UNB, mostrou que nao houve proliferacdo em animais
que foram atendidos, seja de criadouros, agropecuarias ou de residéncia. O presente
estudo mostra que nédo ha incidéncia da doenga em agropecuarias consequentemente

sem proliferagéo 2. As amostras analisadas foram apenas de um dia, sabendo que a ave
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tem a liberagdo do agente intermitente.

No presente estudo, o exame realizado foi de alta especificidade pela técnica de
PCR, devido a sua alta acuracia. Por isso, um resultado falso negativo é improvavel,
mesmo porque a quantidade de fezes coletadas por gaiola foi representativa, assim como
a quantidade de animais. Associado a esse fato, o numero variado de regides
administrativas pesquisadas. Mesmo assim, ndo houve relato do agente em

agropecuarias.

Conclusao

A referida patologia ndo possui profilaxia por vacinagao, por isso, o unico método
profilatico sdo os exames preventivos, como também a sanidade no ambiente, viveiros
com baixa populagéo e principalmente a procedéncia da ave. A detecgdo da doencga é
viavel por meio especifico com o exame de PCR, por sua alta precisdo em animais
subclinicas.

Na presenta pesquisa nao houve a incidéncia do agente em Agropecuarias do DF
no periodo pesquisado, porém nao se descartam cuidados de manejo, pois, uma vez o
agente sendo encontrada no ambiente, pode ser disseminado rapidamente,

principalmente se estiver na sua forma subclinica, quando a ave ndo aparenta sinais.
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