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RESUMO

O combate e fiscalizagdo do trafico de aves silvestres geram um quantitativo
de animais que, via de regra, sdo encaminhados para os centros de triagem de
animais silvestres (CEPTAS), o que favorece doengas e zoonoses. A clamidiose é
uma enfermidade causada por parasito intracelular obrigatério, Chlamydophila
psittaci, um coco bacilo gram-negativo, que infecta aves silvestres e domésticas,
mamiferos domésticos e o0 homem, quando estes tém contato com secregdes e
excregbes de animais portadores. O agente etiologico da enfermidade pode
permanecer viavel durante longo periodo em secre¢des secas de animais, ou por
varios dias em agua a temperatura ambiente. A principal via de transmiss&o entre as
aves € a aerégena, através da inalagao de excreg¢des secas, ou secreg¢des oculares e
nasais dos animais infectados. Esta interacdo do homem e aves domésticas e
silvestres aumenta a probabilidade de transmissdo de doengas. Os objetivos do
presente estudo foram: (i) elaborar um diagndstico da fauna silvestre, apreendida e,
encaminhada aos CEPTAS de Cubatdo SP, Brasil, e (ii) verificar a ocorréncia de
clamidiose aviaria, em papagaios-verdadeiros durante o ano de 2019; (iii) salientar o
papel e disseminacdo da doenca na vida silvestre e a importéncia da clamidiose
aviaria na saude humana. Foram avaliados clinica e laboratorial 31 espécimes, de
Amazona aestiva, adultos, procedentes de apreensdes ocorridas nas regides
Sudeste, e os resultados revelaram o grupo experimental foi diagnosticado saudavel
e negativos para clamidiose em exposigcdo ao exame de PCR. Contudo esta relagéo
entre o homem e as aves, sugere maiores estudos e esfor¢o de monitoramento, visto
que as zoonoses bacterianas apresentam alto impacto na saude publica e na

conservacgao da biodiversidade.

Palavras-Chave: Chlamydophila psittaci Doenga das aves. Infecgdo. Trafico.
Zoonose.



ABSTRACT

Incidence of chlamydiosis in parrots (parrot) present at CEPTAS Cubatéo - SP in
2019 and possible risks to human health

Combating and inspecting wild bird trafficking generates several animals that,
as a rule, are sent to the wild animal screening centers (CEPTAS), which favors
diseases and zoonoses. Chlamydiosis is a disease caused by mandatory intracellular
parasite, Chlamydophila psittaci, a gram-negative bacillus coconut, which infects wild
and domestic birds, domestic mammals, and man, when they have contact with the
secretions and excretions of carrier animals. The etiologic agent of the disease can
remain viable for a long time in dry animal secretions, or for several days in water at
room temperature. The main route of transmission between birds is airborne, through
the inhalation of dry excretions, or ocular and nasal secretions from infected animals.
This interaction of man and domestic and wild birds increases the likelihood of disease
transmission. The objectives of the present study were: (i) to elaborate a diagnosis of
wild fauna, apprehended and, forwarded to CEPTAS of Cubatdo SP, Brazil, and (ii) to
verify the occurrence of avian chlamydiosis, in parrots during 2019; (iii) highlight the
role and spread of the disease in wildlife and the importance of avian chlamydiosis in
human health. Thirty-one specimens, from Amazon aestiva, adults, from seizures in
the Southeast regions, were evaluated clinically and laboratory, and the results
revealed that the experimental group was diagnosed healthy and negative for
chlamydiosis on exposure to the PCR exam. However, this relationship between man
and birds suggests further studies and monitoring efforts, since bacterial zoonoses

have a high impact on public health and biodiversity conservation.

Keywords: Chlamydophila psittaci. Bird disease. Infection. Traffic. Zoonosis.
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade no mundo. Estima-se
que, das mais de 103 mil espécies animais e 43 mil espécies de plantas descritas
no planeta, 15% a 20% ocorram no pais. Ainda, verifica-se a maior cobertura de
floresta tropical do mundo (LEWINSOHN e PRADO, 2002; BRANDON et al.,
2005). O Brasil tem 1.173 espécies da fauna ameagadas de extingdo, sendo 234
aves. Segundo o Ibama, o trafico de espécies silvestres € o terceiro maior do
mundo, atras apenas do trafico de drogas e armas (ICMBIO, 2018).

O processo de avaliagao do estado de conservagao das aves brasileiras,
coordenado pelo Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdao de Aves
Silvestres (CEMAVE), foi realizado entre os anos de 2011 a 2014 e assumiu
como lista de aves brasileiras aquela publicada, em 2014, pelo Comité Brasileiro
de Registros Ornitolégicos. As aves foram citadas como o segundo grupo de
vertebrados mais diversos no Brasil, perdendo apenas para os peixes, com um
total de 1.903 espécies reconhecidas que estao listados em duas Portarias MMA
(Ministério do Meio Ambiente) n° 444 e 445, ambas de 17 de dezembro até 2014,
onde diagnosticou 236 (11,9%) taxons como ameacgados de extingdo. As aves
correspondem ao maior numero de apreensdes, e 0s papagaios estdo entre as
espécies mais vulneraveis, muito procurados como animais de estimacao
(ICMBIO, 2018).

No mundo todo, em fungdo das acdes humanas, ha uma perda de
espécies sem precedentes e que pode ser irreversivel (PRIMACK e
RODRIGUES, 2001). Cavalcante (2008) relata que o trafico de animais
selvagens é a terceira atividade ilicita no mundo e as aves s&o as mais
envolvidas neste comércio pelo fato de serem preferidas como animais de
estimacéo, tanto pela sua beleza quanto pelo canto, estimando-se que o Brasil
participe com 5% a 15% do total movimentado no mundo, valor que gira em torno
de 10 a 20 bilhdes de dolares ao ano (ROCHA, 1995; RIBEIRO e SILVA, 2007;
DE CAMPOS NETO, 2012). Dados recentes relatam que mais de quatro mil
papagaios-verdadeiros ja foram apreendidos pelos érgéaos fiscalizadores desde
1988 (ICMBIO, 2018).

Dentre os animais retirados da natureza pelo trafico, o indice de
mortalidade chega a 90% devido as condi¢ées inadequadas de captura,



manutengao e transporte (ROCHA, 1995). Sdo muitas vezes capturados e
inadequadamente inseridos em sacos plasticos, caixas minusculas de madeira
ou de tela de arame (DE CAMPOS NETO, 2012). Muitos falecem devido aos
maus tratos, ferimentos sofridos durante a captura, e poucos chegam a ser
comercializados de fato (GAMA e SASSI, 2008). Entretanto, estimativas que
quantificam animais mortos pelo trafico podem apresentar um grande grau de
imprecisao devido a dificuldade de mensuracido e escassez de informacoes, e
devem ser consideradas com cautela (REGUEIRA e BERNARD, 2012).

No Brasil, o trafico ilegal € a segunda maior ameacga a espécie, seguindo
a destruicdo do habitat, a primeira causa. Tanto filhotes quanto adultos séo
capturados para abastecer os mercados nacional e internacional (ICMBIO,
2018). Renctas (2002), sugere que os psitacideos sao os preferidos pelo seu
companheirismo, temperamento, coloragao e em particular, pela sua habilidade
de imitar a voz humana, e sao considerados um problema pelos impactos que
causam sobre a agricultura.

Assim como mortes sao eminentes nessas condutas, doencas sao
disseminadas as outras aves acomodadas no mesmo ambiente, seja por
bactérias, fungos ou microrganismos presentes em secregdes ou fezes, seja por
tecido em decomposicdo das aves mortas. Tal pratica é um potencial
disseminador de doengas a todas as aves envolvidas como a clamidiose,
preocupante também como conhecida zoonose. Infelizmente, grande parte da
populagdo e governantes nao € ciente do papel que as espécies da fauna
exercem na manutengdo do equilibrio ecoldgico indispensavel para todas as
formas de vida (VIDOLIN et al., 2004).

Devido ao maior contato dos animais domésticos e silvestres com o ser
humano, a possibilidade da transmissdo de patdgenos bacterianos zoondéticos
ao homem aumentou significativamente. Dentre esses animais, podemos
destacar as aves, tanto as criadas em um sistema que vise a producao de carne
e ovos quanto as de cativeiro e de vida livre. Esses animais podem ser
portadores ou reservatorios de zoonoses com grande impacto na saude publica
e populagdes dessas aves (RASO, 2007).

A clamidiose bacteriana em aves € uma doenca de ocorréncia mundial e
que pode causar infecgado subclinica inaparente aguda, subaguda, ou crénica e
elevada mortalidade em aves selvagens e domésticas, caracterizada por



infeccdo intestinal, respiratoria ou sistémica (CAVALCANTE, 2008). Esta doenca
€ considerada como uma das principais zoonoses aviarias (PROENCA et al.,
2011). A clamidiose possui prevaléncia subestimada, devido ao diagnostico
definitivo dificil, em virtude da complexa fisiopatologia da infeccdo por
Chlamydophila psittaci (RASO et al., 2010).

A infeccdo em humanos € denominada como psitacose e pode resultar
em casos graves de doenga respiratéria (VANROMPAY et al., 2007), apos
contato direto ou indireto com aves infectadas, particularmente psitacideos,
pombos, perus ou patos (HEDBERG et al., 1989; NEWMAN et al., 1992; HINTON
et al., 1993). Surtos de clamidiose aviaria podem causar prejuizos econdmicos
e representam um sério risco para as pessoas expostas ao agente (HEDDEMA
et al., 2006; VANROMPAY et al., 2007; GAEDE et al., 2008;).

Diante deste contexto, existe a possibilidade de os animais apresentarem
a presenga da clamidia e riscos da possivel transmissdo a humanos, bem como
a falta de dados base para controle e prevengao da doencga. Neste projeto os
objetivos foram avaliacdo clinica e o potencial zoondtico de papagaios
verdadeiros (Amazona estiva) presentes no Centro de Pesquisa e Triagem de
Animais Silvestres (CEPTAS) de Cubatdo SP. Trata se de um projeto técnico e
preventivo. Foi utilizado como método de analise de PCR para detecgao da
clamidia. Deste modo, disponibilizam-se dados deste estudo para programas de
controle e prevencgao da clamidiose bem como programas de saude e zoonoses
da baixada Santista do Estado de S&o Paulo, ajudando a diminuir a lacuna

existente no conhecimento sobre a clamidiose na regiao.

2 REVISAO DE LITERARATURA
2.1 AMAZONA AESTIVA

O papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva, Linnaeus, 1758), é uma ave da
ordem Psittaciformes, composto por duas familias: Cacatuidae, que compreende
3 subfamilias e 6 géneros, com 21 espécies descritas, limitada a regido da
Australia e paises circunvizinhos; e a familia Psittacidae, que compreende 2
subfamilias, Loriinae e Psittacinae, que possui 9 tribos e que ao todo,
compreende 78 géneros e 332 espécies (FORSHAW e COOPER, 1997; HOYO



et al., 1997; SICK, 1997). Dentre as espécies brasileiras destaca-se o género
Amazona, que segundo Sick (1997) &€ composto por 28 espécies, muitas delas
em processo de extingdo (HOYO et al,, 1997; IBAMA, 2005). Ainda ocupam
vastas areas, especialmente no cerrado, cerraddo, campo sujo, mata (borda),
brejos e veredas da regido central do Brasil, desde o sul da floresta equatorial
amazonica ao sul do Brasil e norte da Argentina, Uruguai e Paraguai (HOYO et
al., 1997).

Os papagaios-verdadeiros sdo aves de pequeno a meédio porte, com
aproximadamente 35cm de comprimento que pesam cerca de 400 gramas
(SICK, 1997) (Figura 1). Exibem empenamento predominantemente verde, com
a regiado do loro azul e mascara facial amarela, especialmente no entorno dos
olhos. Possuem ainda marcacéo vermelha tipica no ter¢o anterior da face ventral
nas retrizes. As penas do encontro das asas e as rémiges secundarias também
ostentam a cor vermelha. O bico, em forma semelhante a uma torqués adaptado
para romper duras castanhas, sementes e coquinhos, é de cor
predominantemente negra. Possuem membros posteriores fortes, com os dedos
1 e 4 em oposigao aos dedos 2 e 3, apropriados ao habito de escalar galhos de
arvores. Os papagaios-verdadeiros sao vistos em bandos e nestes, € possivel
sempre notar os casais pareados. Sdo aves de habitos monogamicos e fiéis.
Estdo quase sempre em busca de alimentos, com preferéncia para sementes e
coquinhos, comem também uma grande variedade de outros alimentos,
principalmente de frutas, nozes, brotos e flores (HOYO et al., 1997; SICK, 1997).

A estacao de reproducdo ocorre de setembro a fevereiro. Fazem ninhos
em ocos de arvores e em barrancos rochosos, onde fazem uma cavidade
profunda. A fémea pde de 2 a 4 ovos, que sdo chocados durante 24 a 29 dias.
Na natureza sao capazes de gerar somente 1 cria ao ano, com 1 a 3 filhotes/ano
em media. Isto porque o periodo de criagdo da prole é muito longo, cerca de 4 a
5 meses, somente para que o filhote nascido ganhe capacidade de voo. Os
individuos jovens s&o bem semelhantes aos adultos, mas a cor da plumagem
pode ser menos intensa e a iris € castanha. Atingem a idade fértil entre 2 e 3
anos de idade, e a expectativa de vida desta espécie pode ultrapassar os 70
anos (FORSHAW e COOPER, 1997; HOYO et al., 1997; SICK, 1997).

Dentre os psitacideos, o papagaio-verdadeiro (Amazona aestiva) € uma
das espécies mais utilizada como animal de estimagao. Esta distribuido desde o



noroeste do Brasil, sul do Paraguai, norte da Argentina e leste da Bolivia
(FORSHAW e COOPER, 1997). Sick (1997) relata que o papagaio-verdadeiro
se destaca no género como a espécie mais popular de papagaios,
principalmente pela sua capacidade de imitar vozes humanas sendo
considerado animal sociavel, relativamente inteligente, adquirindo um notavel
vocabulario.

Segundo SANTOS (1985), existe forte tradigdo de se manter passaros em
gaiolas como animais de estimagdo no pais. Sdo apreendidas dezenas de
milhares de aves anualmente, que tém destinos diferenciados, de acordo com
as diretrizes locais, infraestrutura de apoio disponivel e caracteristicas biologicas
e fisicas dos individuos (RENCTAS, 2012).

Atualmente esta classificado no anexo Il do Convencao Internacional para
o Tratado contra o Trafico de Animais Silvestres do (CITES), ndo sendo,
portanto, espécie considerada criticamente ameacada (IBAMA, 2005; ICMBIO,
2018).
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Figura 1. Individuos de Amazona aestiva localizados no CEPTAS em Cubatdo — SP (Grupo
experimental).
Fonte: elaborado pelo autor.

2.2 BIODIVERSIDADE

Os ecossistemas florestais, embora correspondam a menos de 10% da
superficie da terra, sdo os mais ricos em espécies, podendo abranger 90% de

toda a biodiversidade do planeta. Atualmente sdo conhecidas apenas cerca de



1,8 milhdes de espécies, no entanto, estima-se que existam mais de 14 milhdes
de espécies no mundo (WWF, 2011).

Esses organismos vivos realizam e contribuem para uma grande
diversidade de fungdes ambientais, como a regulacdo da composi¢ao gasosa da
atmosfera, protecdo de zonas costeiras, equilibrio de ciclos hidrologicos e do
clima, geracédo e conservagao de solos féerteis, dispersdo e decomposigao de
residuos, polinizagcado de varias plantagdes e a absor¢cdo de poluentes. Muitos
desses servicos nao foram avaliados adequadamente em termos econémicos,
no entanto, estima-se que o valor dos servigcos prestados pelos ecossistemas
varie entre US$ 16 e 54 trilhdes por ano (COSTANZA et al., 1997).

Apesar de sua grande relevancia para o planeta, a biodiversidade global
esta decrescendo a uma velocidade sem precedentes (BALMFORD et al., 2003).
Nas ultimas trés décadas, a reducdo e a extingdo de espécies tornaram-se
questbes de extrema importancia. A taxa de extingdo atual € centenas ou
milhares de vezes acima da taxa observada nos processos naturais de extingao
dos longos periodos geoldgicos (PIMM et al., 1995). De 1970 até 2000 foram
extintas 58 espécies de peixes, nove de aves e uma de mamifero (LEWINSOHN
e PRADO, 2002). Os maiores responsaveis por essa mudanga s&o a perda de
habitat, as mudancas climaticas, a poluicdo, a exploragao néo sustentavel dos
recursos naturais e a introducao de espécies exoticas (SALA et al., 2000).

O Brasil € um dos paises com maior biodiversidade no mundo. Estima-se
que, das mais de 103 mil espécies animais e 43 mil espécies de plantas descritas
no planeta, 15% a 20% ocorram no pais. Ainda, verifica-se aqui a maior
cobertura de floresta tropical do mundo (LEWINSOHN e PRADO, 2002;
BRANDON et al., 2005). S&o conhecidas atualmente no Brasil cerca de 10%
(658) de todas as espécies de mamiferos do planeta, 18% (1.800) das aves, 46%
(680) dos répteis, 13% (800) dos anfibios e 21% (3.000) dos peixes. Soma-se a
estes uma riqueza nao contabilizada de invertebrados. Em média, 1.500 novas
espécies animais sdo reconhecidas por ano no Brasil e, ainda assim, estima-se
que foram descritas menos de 10% de nossa biodiversidade (LEWINSOHN e
PRADO, 2002; MMA, 2010).

Apesar de sua megadiversidade biologica, o numero de espécies da fauna
silvestre brasileira consideradas ameacadas de extingcdo no Brasil, aumentou
consideravelmente de 218 em 1989 (IBAMA, 1989; 1992; 1997) para 627 em



2003 (MMA, 2003; 2004). O ICMBIO (2018) relatou recentemente que o Brasil,
tem 1.173 espécies da fauna ameacadas de extingado, sendo 234 aves.

Outra evidenciagado importante é que a Mata Atlantica € o bioma que
apresenta maior numero de espécies ameagadas, tanto em numeros absolutos
guanto em proporcionais a riqueza dos biomas. Do total de espécies ameacgadas
do Brasil, 50,5% se encontram na regido, sendo que 38,5% sé&o proprias desse
bioma (ICMBIO, 2018).

2.3 LEGISLACAO AMBIENTAL BRASILEIRA

A legislacdo ambiental brasileira € considerada uma das mais completas
do mundo. No entanto, até o inicio da década de 1980, existiam apenas leis que
protegiam isoladamente determinados recursos naturais, como a fauna e a flora.
O primeiro grande marco em termos de norma de protecdo ambiental no Brasil,
foi a Lei n° 6.938 de 1981 (BRASIL, 1981) que dispde sobre a politica nacional
do meio ambiente, que definiu de forma avangada e inovadora os conceitos,
principios, objetivos e instrumentos para a defesa do meio ambiente, e
reconheceu ainda a importancia deste para a vida e para a qualidade de vida da
sociedade. Outro grande marco legal foi a Constituicdo Federal de 1988, que
apresentou um capitulo dedicado exclusivamente ao meio ambiente e varios
outros artigos dedicados ao tema.

Atualmente no Brasil, os crimes contra a fauna estao previstos nos art. 29
a 35 da Lei 9.605/98 (BRASIL, 1998), também conhecida como lei de crimes
ambientais. O Decreto 6.514/2008 (BRASIL, 2008), que regulamenta a Lei 9.605,
prevé no art. 101 a apreensdo dos animais e aplicacao das demais penalidades
administrativas e criminais quando observada infragcdo ambiental relacionada a
fauna silvestre.

Quanto ao encaminhamento dos animais apreendidos, a lei 9605/98, de
13 de fevereiro de 1998, determina que os mesmos devam ter os seguintes
destinos: liberados em seu habitat apds verificagdo que ainda se encontram em
estado asselvajado; entregues a entidades de fauna sob a responsabilidade de
técnicos habilitados; ou quando nédo é possivel o atendimento imediato destas
condicdes, a autoridade ambiental podera incumbir os animais a fiel depositario



até que uma das possibilidades acima descritas esteja disponivel (BRASIL,
1998).

Como instituicées recepcionadoras da fauna silvestre nativa, os Centros
de Reabilitacdo e Centros de Triagem de Animais Silvestres prestam
contribuigdo indispensavel no processo de conservagdo de espécies (DIAS
JUNIOR et al., 2013) e sao fortes aliadas na realocacdo das espécies em seu
habitat. A falta destas contribui diretamente para a ineficiéncia da fiscalizagao
(BRANCO, 2015), pois sem um local adequado para a destinagdo da fauna n&o
existem meios de como realizar a apreensao (BORGES et al., 2006).

Atualmente existem no Brasil cerca de 50 centros de triagem/reabilitagdo
de animais silvestres, sendo 27 administrados pelo Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e 23 mantidos por meio
de parcerias com zooldgicos, prefeituras, universidades e outras instituigdes
(RENCTAS, 2016). No Estado de S&o Paulo, o controle e gestdo de todos os
empreendimentos de fauna, entre eles os Centros de Reabilitagdo de Animais
Silvestres é exercido pelo proprio estado. Essa atribuicdo teve inicio a partir de
2008, quando se inicia a descentralizagcdo estabelecida no Acordo de
Cooperacéo Técnica firmado entre o governo e o IBAMA que, por intermédio da
elaboragao de plano de trabalho e cronograma especificos para transferéncia
das atribuicbes, passou a ser integralmente do Departamento de Fauna da
Secretaria Estadual do Meio Ambiente em agosto de 2014 (SMA, 2015).

O recebimento de animais dentro do centro de reabilitagdo pode ser
classificado basicamente em trés formas: apreensao resultante da acéao
fiscalizatoria realizada pelo IBAMA ou policia ambiental; resgate de animal em
perigo realizado pela policia ambiental, IBAMA ou corpo de bombeiros quando
solicitado pela populagdo; entrega voluntaria por cidaddo que mantém
ilegalmente animais silvestres sob sua guarda (PAGANO et al., 2009).

A convencgéo sobre o comeércio internacional de espécies da flora e fauna
selvagens em perigo de extingdo (CITES) (CITES, 2011) é um dos acordos
ambientais mais importantes para preservagao das espécies, tendo a maioria
dos paises do mundo como signatarios. O Brasil aderiu a Convencédo em 1975.

A CITES regulamenta a exportagcdo, importacdo e reexportagdo de
animais e plantas, suas partes e derivados, através de um sistema de emisséo

de licencgas e certificados que sdo expedidos quando se cumprem determinados



requisitos. Um dos requisitos para expedicao de licencas é se determinado tipo
de comeércio prejudicara ou ndo a sobrevivéncia da espécie em seu habitat. As
disposi¢cdes sobre a implementagdo da CITES no pais estdo estabelecidas no
Decreto 3.607, de 21 de setembro de 2000 (BRASIL, 2000).

Mais de 30.000 espécies silvestres tem o comércio regulado pela CITES.
Por meio de seus trés anexos, as espécies sao classificadas de acordo com o
seu estado de conservacdo na natureza e com a pressdo que O COmMErcio

internacional exerce sobre as mesmas.

2.4 CLAMIDIOSE E SAUDE HUMANA

Zoonoses referem-se as doencgas infecciosas de animais que sdo comuns
aos humanos. Os agentes infecciosos podem ser protozoarios, fungos, bactérias
ou virus. A suscetibilidade individual e a gravidade dessas infecgdes variam com
a idade, estado de saude e estado imunologico. A habilidade de um
microrganismo causar doenga numa pessoa varia com a viruléncia do
organismo, a dose a qual a pessoa é exposta, e a via de infecgdo (JACOB et al.,
2005).

No caso das aves a maioria dos microrganismos € transmitida para os
humanos através de alimento e agua contaminados, mas a transmissao também
ocorre a partir do contato com os animais e 0 seu ambiente inclusive pelo ar.
Salmonelose, clamidiose, campilobacteriose e tuberculose sdo as zoonoses
bacterianas aviarias mais frequentemente reportadas (ADESIYUN et al., 1998;
FLAMER, 1999; HOOP, 2002).

O potencial zoondético das aves de companhia nao se limita ao contato
direto com elas e, desta forma, pode estar associado a atividades executadas no
ambiente que elas ocupam, tais como jardinagem, podas de arvores e gramados,
abrangendo assim, tanto o ambiente urbano quanto o rural (FENGA et al., 2007).

Como zoonose ou doenga ocupacional acomete principalmente
funcionarios de criadouros, zooldgicos, granjas e abatedouros de aves.
Entretanto, a importancia desta doenca é subestimada pelas autoridades,
profissionais de saude humana e animal e pela sociedade. Este fato deve-se
provavelmente a dificuldade, ou auséncia, de realizagcdo dos diagndsticos
adequados nos casos humanos (NEWMAN et al., 1992; HEDDEMA et al., 2006).
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Um dos maiores problemas no diagndstico de zoonoses aviarias ocorre
devido a infec¢des inaparentes em aves clinicamente saudaveis (TURNER,
1987). Da mesma forma que os beneficios dos animais de companhia sao
reconhecidos, também é sabido que alguns animais podem transmitir zoonoses
e isso pode constituir-se em sério risco, especialmente para criangas jovens,
idosos, gestantes, transplantados e pacientes imunocomprometidos.
(HEMSWORTH e PIZER, 2006).

A ornitose € uma das principais zoonoses de origem aviaria e constitui alto
risco para individuos envolvidos no comércio, criadouros, clinica e abate de aves.
Como a maioria das infeccbes em humanos resulta do contato com aves
infectadas e inalagdo do microrganismo, a doenga tanto pode se manifestar de
forma isolada em um individuo ou como um surto com varias pessoas envolvidas
(MATSUI et al., 2007; STEWARDSON e GRAYSON, 2010).

No entanto, a clamidiose raramente é fatal quando diagnosticada
rapidamente e tratada adequadamente. As transmissdes inter-humanos sao
raras e os casos tendem a ser mais graves (HUGHES et al., 1997). Investigagdes
sorolégicas tém demonstrado prevaléncias de anticorpos anti-C psittaci em
populagdes humanas sob risco, em diferentes paises, indicando altas taxas de
exposicao e contato da populagdo com aves contaminadas (FENGA et al., 2007;
HARKINEZHAD et al., 2009; RASO et al., 2009; MONSALVE et al., 2011).

E importante atentar ao fato que, dentre os prejuizos decorrentes do
comércio ilegal da fauna, existem os fatores de risco a saude publica, uma vez
gue, 0s animais provenientes da natureza podem ser possiveis portadores de
agentes patogénicos (BRANCO, 2015), entre os quais estao incluidos possiveis
causadores de zoonoses (MULLER et al., 2009). Dentre as enfermidades que
podem acometer as aves silvestres e sao transmitidas ao homem destaca-se a

clamidiose, causada pela Chlamydophila psittaci.

2.5 AGENTE ETIOLOGICO

Chlamydophila psittaci é classificada como uma bactéria intracelular
obrigatdria, podendo vir a causar doenga clinica em aves e mamiferos, incluindo
o homem (ANDERSEN e VANROMPAY, 2003). Conhecida como psitacose,

ornitose ou febre dos papagaios, atualmente o termo clamidiose é utilizado para
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denominar a enfermidade nas aves e psitacose para a dos seres humanos
(REVOLLEDO e FERREIRA, 2009).

Esta bactéria apresenta ciclo de desenvolvimento bifasico que dura de 48
a 72 horas, com duas formas morfolégicas e funcionalmente distintas: a) o corpo
elementar (esférico, denso, imovel com diametro de 0,2 a 0,3 ym) € uma forma
extracelular infeciosa e metabolicamente inativa e b) corpo reticular (com
didmetro de 0,6 a 1,5 um, parede fina e flexivel) que € a forma intracelular e
metabolicamente ativa (LEAL, 2013). O corpo elementar adere a superficie da
célula hospedeira e penetra na célula por endocitose. Apos 9 a 12 horas,
diferencia se na forma intracelular (corpo reticular) que se divide por fusédo binaria
e origina as tipicas fusdes citoplasmaticas, também conhecidas como
corpusculos de inclusdo ou corpos de Levintal-Collie-Lilie (LCL). Esses
corpusculos sdo micro colénias que contém de 100 a 500 microrganismos por
células. Apos cerca de 40 horas, os corpos reticulares se diferenciam em corpos
elementares e sao eliminados do interior das células hospedeira por destruicdo
da mesma, exocitose ou extrusdo (RASO, 2007) (Figura 2).

Atualmente sdo conhecidos oito sorotipos de Clamydophila psittaci, (A, B,
C, D, E, F, WC e M56), os quais podem ser identificados por teste de
imunofluorescéncia indireta (IFA) com anticorpos monoclonais especificos e por
reacao de cadeia polimerase (PCR) por restricdo do comprimento do fragmento
polimorfismo — RFLP e por analise de sequéncia de nucleotideos — MOMP
(CAVALCANTE, 2008). Os sorotipos C e D foram isolados de patos e perus e
representam importante risco zoonético a industria de aves de produgao (LEAL,
2013).

A bactéria infecta primariamente as aves, nas quais a doenca €
normalmente sistémica e ocasionalmente fatal, mas tem sido reportada em
humanos, outros mamiferos e jabutis (ANDERSEN e VANROMPAY, 2003;
VANROMPAY et al., 2004).

Um alto percentual das aves que se infectam torna-se portadoras
assintomaticas, apresentando periodos intermitentes de excrecdo do
microrganismo, favorecidos por fatores de estresse (BORIE et al., 2001).

As clamiddfilas sdo excretadas como corpusculos elementares nas fezes
e secrecdo nasal, sendo o organismo resistente a dessecagao e podendo
permanecer infectante por varios meses (STAMM, 1993; SMITH et al., 2002;
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TULLY Jr., 2003). A infeccdo em humanos ocorre normalmente com a inalagdo
do organismo, o qual é aerossolizado das fezes secas ou das secregdes
respiratérias (SMITH et al., 2002).

Corpos A
Lisossomos " Complexo de Golgi
Corpos reticulados
-
& ) Local de { h Nicleo
Corpos persistentes 4

Figura 2. Ciclo de desenvolvimento de Chlamydiaceae. Os numeros referem-se as horas apos
a infecgao.
Fonte: GEENS et al., 2005.

2.6 TRANSMISSAO

A ocorréncia de C. psittaci, tem sido relatada em grande variedade de
animais domeésticos e selvagens. Porém, os principais hospedeiros sdo as aves
domésticas e silvestres, das quais 467 espécies distribuidas em 30 ordens,
diferentes tem sido identificada (KALETA e TADAY, 2003). Por serem
consideradas principais hospedeiros e fonte de infecao para humanos, as aves
mais estudadas sdo os Psitaciformes e os Columbiformes (LEAL, 2013).

A transmissdo pode ocorrer quando os pais regurgitam alimentos
contaminados para os filhotes (SPICKLER, 2012). Ha relatos de transmissé&o
vertical da bactéria pelo ovo e, com menos frequéncia, por picada de insetos
(SCHEWEN, 1980).

A transmissédo da C. psittaci ao homem, segundo Smith et al. (2011),
ocorre principalmente por via aerdgena, pela inalagdo do microrganismo

presente em penas e fezes secas ou em secrecdo respiratéria de aves
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infectadas. No entanto, a transmissao pode ocorrer também por meio de fémites
ou vetores mecanicos, como acaros e piolhos (LONGBOTTOM e COULTER,
2003).

O periodo de incubacéo da C. psittaci em seres humanos € em média de
cinco a 14 dias (JOHNSTON et al., 2000).

2.7 SINAIS CLINICOS

O inicio geralmente é insidioso, com sintomas brandos, inespecificos,
semelhante a outras infecgdes virais ou bacterianas das vias aéreas superiores.
Febre, tosse seca, cefaléia, calafrios, mialgia e hepato-esplenomegalia ocorrem
em mais da metade dos casos. Pode ocorrer o comprometimento de varios
orgaos, dentre eles o pulmao, trato gastrintestinal e sistema nervoso (STAMM,
1993; KIRCHNER, 1997; ANDERSEN e VANROMPAY et al., 2003;
HARKINEZHAD et al., 2009).

A manifestag&o dos sinais clinicos da clamidiose é variavel e depende de
diversos fatores, como o estado imunoldgico da ave, espécie, idade, grau de
infecdo, via de transmissao e viruléncia do sorotipo envolvido, além de infec¢cbes
concomitantes (LEAL, 2013). Os sinais clinicos da clamidiose podem variar em
funcdo da via de transmissao e eventual presenca de infecgdes simultaneas
(CUBAS et al., 2006).

Cavalcante (2008) cita que de acordo com a evolugéo dos sinais clinicos,
a doenca pode ser classificada como:

o Forma subaguda: geralmente em aves jovens, e ébito em poucas horas, sem
sinais clinicos;

e Forma aguda: comumente verificadas em psitacideos, comumente apresenta
manifestagdes clinicas especificas, mais pode incluir apatia, sonoléncia,
anorexia, assas pendentes e desidratagdo, além de blefarite, conjuntivite e
corrimento nasal. Ocorrem ainda alteragbes respiratorias (rinite, sinusite e
dispneia), digestivas (amarela esverdeada), urinaria (poliuria), reprodutivas
(infertilidade e morte embrionaria) e, nos estagios terminais, alteragdes

neuroldgicas, como tremores, convulsdes, opstotomo e paralisia;
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e Forma crdnica: sinais clinicos discretos, e consequentemente, negligenciados,
geralmente caracterizados por emagrecimento progressivo, conjuntivite e
discretas alteracdes respiratorias;

e Forma inaparente: ndo ha sinais clinicos aparentes e € comum em aves adultas
expostas a sorotipos de média e baixa viruléncia. Nessa condi¢cdo as aves
permanecem portadoras e podem eliminar os corpos elementares do agente,
intermitentemente, por varios meses, além de apresentar alteracbes
inespecificas, como perda de peso, deficiéncia do empenamento e infeccoes

bacterianas oportunistas.

Aves portadoras assintomaticas apresentam periodos intermitentes de
excregao de secregdes respiratdrias de pequena quantidade da bactéria; a
reativagdo da eliminacéo é favorecida por fatores como estresse, subnutri¢cao,
extremos de temperatura e cativeiro (HARKINEZHAD et al., 2009).

O sistema digestorio e afetado normalmente em casos de infecgéo
através de ingestao do agente ou em casos mais severos da doenga quando a
infecc&o for primariamente no sistema respiratério. O érgdo mais afetado desse
sistema e o figado, mas outros tecidos do trato gastro intestinal também podem
ser atingidos. Essas lesbes podem progredir para uma hepatomegalia e/ou
hepatite. Enterites também ocorrem em infecgdes por clamidia, levando ao
aumento do fluxo gastro intestinal e consequentemente a uma diarreia e
desidratacao por perda constante de liquido nas fezes. A coloragcdo dos uratos
pode se tornar esverdeada devido a lesdo hepatica (GERLACH, 1994;
PROENCA et al., 2011).

2.8 DIAGNOSTICO DE C. PSITTACI

Varios métodos de diagnostico sdo apontados para deteccdo de C.
pisittaci, sendo o isolamento e detec¢do o melhor método para o diagndstico
deste agente, no entanto, o tempo exigido para o processamento e a
necessidade de um laboratério com nivel de seguranga trés, sdo suas
desvantagens. Por isso outras técnicas vém sendo usadas como alternativa
como o teste de imunofluorescencia, ensaio imunoenzimatico (ELISA),
imunohistoquimica, teste de aglutinagdo de latex, reacdo de fixacdo de

complemento, aglutinagdo do corpo elementar, microimunofluorescéncia,
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imunodifusdo em gel de Agar, microscopia e teste de reacao polimerase (PCR)
(ANDERSEN e VANROMPAY, 2003; OIE, 2004; RASO et al., 2004; SACHSE et
al., 2009; SMITH et al., 2011). Dentre os métodos moleculares, os mais utilizados
sdo a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e a PCR em tempo real (GEENS
et al., 2005; ROBERTSON et al., 2009).

A PCR em tempo real pode também ser utilizada para deteccédo e
quantificacao de C. psittaci, e pode fornecer informacgdes sobre a distribuicao de
cada gendtipo entre os hospedeiros especificos e fornecer dados
epidemioldgicos sobre a infeccdo em seres humanos, mamiferos e aves
(BRANLEY et al., 2008; MITCHELL et al., 2009). Pode ainda ser associada a
analise da curva de dissociacdo em alta resolugdo (HRM), para diferenciagcéo
entre as espécies de Chlamydophila (ROBERTSON et al., 2009).

O diagndstico de C. psittaci por meio da PCR apresenta alta sensibilidade
e especificidade. O material a ser colhido dependera da técnica utilizada, porém,
as amostras mais utilizadas em aves séo provenientes de fezes e swabs de

cloaca ou de orofaringe.

2.9 ALTERAGCOES PATOLOGICAS

Em aves, os achados de necropsia sido inespecificos e, além das lesdes
no sistema respiratério, caracterizadas por aerossaculite e pneumonia,
encontram-se também alteragcdes no coragao, figado e bago (LONGBOTTOM e
COULTER, 2003). O periodo de incubagao pode variar de dias a semanas,
dependendo da espécie, da viruléncia do agente, da idade e da condi¢do da ave
(SMITH et al., 2011). As principais complicagdes incluem pericardite, endocardite
ou miocardite, hepatomegalia e esplenomegalia. Casos fatais em humanos
tornaram-se extremamente raros (cerca de 5%) desde o advento dos antibidticos
(WEST, 2011).

2.10 TRATAMENTO E PROFILAXIA

A tetraciclina e a eritromicina foram utilizadas durante décadas no

tratamento das psitacoses. Com isso, esses antibioticos sao utilizados em larga
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escala, o que indica que a resisténcia clinica a eles ainda nao representa um
grande problema (MCORIST, 2000).

Com isso, esses antibioticos sdo utilizados em larga escala, o que indica
que a resisténcia clinica a eles ainda n&o representa um grande problema
(MCORIST, 2000).

Os proprietarios e profissionais da saude devem seguir diversas e
detalhadas recomendagdes higiénico-sanitarias para serem aplicadas no manejo
dos animais, inclusive quais produtos devem ser utilizados no ambiente e para a
limpeza das méos das pessoas (SMITH et al., 2011).

Um bom manejo sanitario em 60,1% dos animais ndo domeésticos
mantidos em cativeiro domiciliar no municipio de S&o Paulo, Brasil, foi observado
em estudos que avaliaram, além de papagaios, outras espécies aviarias,
mamiferos e répteis (FOTIN e MATUSHIMA, 2005).

Nos Estados Unidos, devido a boa higiene e cuidados veterinarios, as
doencas transmitidas por animais atualmente sdo mais raras do que eram antes
(HINES, 2019).

211 PCR

Descrito por Godoy (2007) como eficiente método de deteccédo da Clamidia;
e para realizagédo do diagnostico da Clamydophila psittaci, o DNA total extraido
das amostras de campo sdo empregados como molde para a amplificacdo de
parte do genoma de C. psittaci. A PCR pode ser usada rotineiramente para
detectar o DNA de C. psittaci, em amostras clinicas, incluindo fezes e tecidos.
Uma PCR relatada por Hewinson et al. (1997) em experimento foi superior
comparada ao isolamento em cultivo celular e a detecgcéo do antigeno (ELISA).
O material a ser colhido para a PCR dependera da metodologia utilizada.
Amostras de fezes, swabs de cloaca ou de orofaringe s&o as mais utilizadas.
Porém, a excregao intermitente do microrganismo pode prejudicar a detecgéo da
bactéria, favorecendo a ocorréncia de falsos-negativos (RASO, 2007; GODOY,
2007). Para tanto, sugere-se a colheita de material durante dois ou trés dias
consecutivos, & recomendada a colheita de amostras em trés dias consecutivos
(EUROPEAN COMMISSION, 2002; RASO, 2007) o qual deve ser mantido em
meio de transporte adequado (RASO, 2007).
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A detecgado direta do DNA da Chlamydophila e considerado um dos
métodos mais confiaveis de diagnostico, devido a alta sensibilidade e
especificidade do método. A PCR amplifica exponencialmente uma por¢ao alvo
da molécula de DNA, formando milhées de amplicons. Esta caracteristica explica
a sensibilidade e especificidade da PCR, bem como a capacidade dos testes
diagndsticos que usam esse meétodo para detectar patdgenos presentes em
numero reduzido. Essa sensibilidade também explica o grande cuidado que se
deve tomar ao trabalhar com DNA amplificado, pois cada um dos produtos da
PCR pode contaminar um espécime clinico caso seja liberado no ambiente,
ocasionando uma reagdo falso positiva, sendo esta uma das desvantagens
dessa técnica (KONEMAN et al., 2006).

A sensibilidade e especificidade variam de acordo com a preparagao da
amostra e o teste de PCR (DEGRAVES et al., 2003); extracdo de DNA pode ser
feita através de kits comerciais de extracdo de acordo com a amostra utilizada
ou reagentes mais baratos, como por exemplo o fenol-cloroformio (ANDERSEN
e VANROMPAY, 2005). A sensibilidade pode ser aumentada utilizando como
alvo um segmento de DNA relativamente curto, usando neste PCR ou a técnica
da PCR em tempo real (real-time PCR). No entanto, o risco de contaminacgao e
aumentado se nao for tomado maiores cuidados na manipulagdo das reagdes
(OIE, 2012).

Nos ultimos anos, a PCR em tempo real, tem se tornado o método
preferencial para diagnosticos laboratoriais por rapidez, alto rendimento e facil
padronizacdo (GAEDE et al., 2008). Essa tecnologia requer uma sonda
molecular marcada com um fluorescente (“fluorescent-labelled probe”) e um
equipamento especial, que elevam o custo da PCR. Sua sensibilidade pode ser
equivalente a nesta PCR, mas os problemas de contaminacéo e trabalho séo
reduzidos quando baseados em uma uUnica reagdo em um sistema fechado
(GEENS et al., 2005; MITCHEL et al., 2009).

O diagnéstico através da PCR e o unico método comercial disponivel para
diagnostico de C. pistai no pais (PROENCA et al., 2011).

O estudo tem por objetivo uma avaliacdo clinica e presenca de
Chlamydophila psittaci em papagaios-verdadeiros encaminhados ao Centro de
Pesquisa e Triagem de Animais Silvestres localizado na cidade de Cubatéo, SP.

Dentro dos objetivos especificos estéo:
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- Avaliar a saude dos Papagaios-verdadeiros, por meio de exame clinico e
laboratoriais (hemograma e exame bioquimico);

- Detectar a presenca de clamidiose, por meio de coleta de material biolégico por
intermédio de swabs de cloaca para exame de PCR;

- Avaliar e o potencial zoondtico de papagaios-verdadeiros mantidos em cativeiro
no municipio de Cubatao, Sao Paulo, Brasil.

3 MATERIAL E METODOS

No ato das analises as aves apresentavam aparéncia saudavel, todas as
aves eram identificadas por anilhas metalicas numeradas, ndo apresentavam
sinais de doenca clinicamente detectavel, sendo que apenas um animal estava
em tratamento clinico por déficit nutricional e se tratar de animal jovem. As
condigcbes de manejo eram iguais para todos os animais e se mantiveram
inalteradas durante todo o periodo de estudo. As aves foram examinadas por
meédico veterinario com auxilio de estetoscépio e termémetro para avaliagcdes de
parametros fisiologicos (temperatura e padrao respiratorio), as analises clinicas
foram catalogadas em fichas individuais de cada animal examinado, preenchidas
pelos auxiliares (alunos de graduacgao estagiarios do CEPTAS) acrescida ao
presente estudo como coleta de campo.

Foram feitas trés visitas ao Centro de Pesquisa e Triagem de Animais
Silvestres localizado no Municipio de Cubatao, nas datas de 07, 08 e 09 de maio
de 2019, todas as aves recém capturadas e recebidas ao CEPTAS Cubatao, da
espécie Amazona aestiva, o grupo experimental passou por avaliagao clinica
antes da coleta de sangue e seus componentes além das coletas diarias de
material bioldgico para exame e detecgao da C. psttaci.

Foram coletadas amostras de sangue de 31 de papagaios-verdadeiro
(grupo experimental), a totalidade desta espécie no periodo de estudo. A
obtengdo das amostras de sangue e soro sanguineo das aves de diferentes
classes etarias e ambos os sexos, provenientes do Centro de Pesquisa e
Triagem de Animais Silvestres (CEPTAS), localizado no Municipio de Cubat&o,
S&o Paulo, para realizagdo do hemograma e o perfil bioquimico, pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE).
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Os resultados de exames clinicos e laboratoriais foram, posteriormente

apresentados como resultados.

3.1 LOCAL DA COLETA

O Centro de Pesquisa e Triagem de Animais Silvestres esta localizado na
Rodovia Anchieta, Km 55/56 - Vila dos Pescadores, no Municipio de Cubatao
SP. Localizado dentro do Parque Cotia-Para com 1.400 m? esta inserido em uma
regido de dominio da Mata Atlantica, sendo que 59,34% de sua area sé&o
recobertas por vegetagao natural, incluindo floresta ombrofila densa (Montana,
Submontana e de Terras Baixas) e extensos manguezais (SMA, 2015).

Vizinho dos municipios de Santos, Sdo Vicente, Maua e Rio Grande da
Serra. Cubatéo se situa a 8 km ao Norte-Oeste de S&o Vicente, situado a 8
metros de altitude, de Cubatdo tem as seguintes coordenadas geograficas:
Latitude: 23° 53' 44" Sul, Longitude: 46° 25' 32" Oeste (BORGES et al., 2002).

3.2 GRUPO EXPERIMENTAL

Trinta e um papagaios-verdadeiro (Amazona aestiva), adultos,
clinicamente saudaveis de ambos os sexos, provenientes do CEPTAS -
Cubatao, resultantes de apreensdo do comércio ilegal de aves e capturas, de
animais em areas silvestres em condi¢des de risco ou por algum tipo de
deficiéncia fisica limitante. Todos de vida silvestre e oriundos de apreenséo,
receberdo no, apenas com manejo nutricional e higiénico durante um periodo

inferior a 90 dias desde a chegada das aves.
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3.3 FLUXOGRAMA DO GRUPO EXPERIMENTAL

e|dentificacao )
eavaliagdo clinica
07/05/2019 IEXVE] ! )
N
eswab 2
08/05/2019 ecoleta de sangue
J
)
eswab 3
09/05/2019
/05/ )

3.4 AVALIACOES CLINICA

Foi realizado um exame clinico em todos os animais, e foram avaliados:
peso, estado nutricional/escore corporal, temperatura, pigmentagao das penas,
presenca de ectoparasitas, fraturas, secre¢cdes nasais e oculares, padrao
respiratorio, tremores, opstétomo, apatia e fezes, seguindo o sugerido por Godoy
(2001) (Tabela 1).

Tabela 1. Critérios de classificagdo de estado geral usados durante a inspegao das aves.

Classificagao Caracteristicas observadas

Boa coloragdo da plumagem e musculatura
peitoral
Moderada descoloragdo da plumagem,
enegrecida, auséncia de penas e/ou discreta

Bom

Regular atrofia da musculatura peitoral.
Severa mudanga na coloragdo da plumagem,
penas quebradigas, auséncia de penas e/ou
Ruim ou caquética moderada a severa atrofia da musculatura

peitoral
Adaptado pelo autor.
Fonte: GODOQY, 2001.

3.5 COLETA E ANALISES LABORATORIAIS

Apos contencgéo fisica e exame clinico das aves, foram colhidas amostras

de sangue de 31 aves por meio de punc¢éo da veia jugular (Figura 3), em volume
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correspondente a, no maximo, 1% do peso do animal, coletado com seringa de
1 mL e agulha de 13 x 0,45 mm estéreis. O conteudo (sangue) foi dividido em
dois microtubos do (tipo Eppendorf®) um com anticoagulante EDTA jateado na
parede do tubo, recomendado para rotinas de hematologia por ser o melhor
anticoagulante para a preservagdo da morfologia celular e um segundo
microtubo que possui ativador de coagulo jateado na parede do tubo, fazendo
com que o processo de coagulagdo da amostra seja acelerado, utilizados para
determinagdo em soro nas areas de bioquimica e sorologia.

As amostras colhidas foram transportadas sob refrigeracdo até o
laboratério, obtendo-se aliquotas de soro, as quais foram armazenadas em
microtubos, previamente identificados, e congeladas a temperatura de -20°C. As
amostras de sangue obtidas em frascos com EDTA foram mantidas refrigeradas
até realizagdo de hemograma.

Os hemogramas e analises bioquimicas (AST) foram realizados no Centro
de Diagndstico e Consultoria Veterinaria LabeVet, situado na avenida Escola
Politécnica, 4445, na cidade de S&o Paulo.

Figura 3. Coleta de sangue por pungio da veia jugular.

3.6 HEMOGRAMA

As amostras de sangue colhidas em frascos contendo o anticoagulante
EDTA, foram submetidas as contagens de hemacias, em camara de Neubauer,
apos diluicdo 1/200 em solugao fisioldgica. Foram contados 5/25 do milimetro
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central do reticulo de Neubauer e o resultado final multiplicado por 10.000,
expressando-se a contagem em numero de hemacias/L de sangue, conforme

recomendacgao de Santos (1999) e utilizada referéncia descrita na tabela 1.

3.7 PERFIL BIOQUIMICO SERICO

As dosagens bioquimicas foram feitas utilizando-se o soro do sangue
apos a centrifugagdo dos microtubos em centrifuga para microtubos por 12.000
rom/ 5 min. (método Labtest), para separagao de soro e coagulo.

Os testes foram realizados para um confronto de informacgdes clinica e

laboratorial e auxilio na possivel confirmagao de caso de hepatopatias.

3.8 COLETA E ANALISE DE PCR

A reacdo de cadeia polimerase (PCR) para avaliagdo da ocorréncia de
Clamydia psittaci foi realizada com material biolégico colhido da cloaca de 31
papagaio-verdadeiro, segundo procedimento descrito por Raso et al. (2006).

Apos contengao fisica das aves, foram colhidas amostras com auxilio de
swabs de algodao estéril de kits comerciais de extragdo com fenol-cloroformio,
através de fricgdo na parede da cloaca obtendo secre¢des e material biolégico.
As colheitas foram repetidas diariamente por trés dias consecutivos, cada ave
teve um swab/dia e as trés amostras de cada animal foram colocados apds a
coleta em um unico microtubo do tipo eppendorf contendo PBS com pH 7,2
previamente esterilizado. Os microtubos foram identificados com numero do
animal, data e tipo de amostra (swab cloacal), sendo em seguida colocados em
isopor refrigerado a para transporte e conservagéo da amostra.

Para a técnica de reagao de PCR utilizou primers de oligonucleotideos
especificos para ampliagcdo de uma porgédo de 264 pb do gene MOMP (major
outer membrana protein) da “Chlamydophila psittaci’. Sensibilidade — 60 a 600
fg de DNA (aproximadamente de 6 a 60 copias gendmicas). As analises de PCR
foram realizadas pelo Laboratério Unigen Biologia pelo DNA, localizado a rua
Carlos Camargo Aranha, 12 - Jardim S&o Paulo, Sado Paulo - SP, 02039-090.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A obtencao de material biolégico dos papagaios transcorreu bem, sem
registro de reagdes adversas durante ou apos o procedimento de coleta.

No presente trabalho todos os animais do grupo experimental de
papagaios-verdadeiro (Amazona aestiva) testados ndo apresentaram a infecgéo
por C. psittaci em teste de reacdo de PCR por meio de detec¢do de antigeno,
pois todas as amostras foram negativas, descartando potencial zoonético deste
grupo experimental de animais.

Entretanto resultado falso negativo citados por Gerlach (1994) e Fudge
(1996) descrevem que aves assintomaticas permanecem como portadoras,
podendo eliminar o agente de forma intermitente, representando uma fonte
significante de infecgdo para humanos e outras aves. Godoy (2007) relata que
um fator a se considerar para o diagnostico € que ha excregao intermitente do
corpo elementar, particularmente em aves assintomaticas, o que favorece a
ocorréncia de resultados falso-negativos.

O resultado do presente estudo traga um perfil oposto ao descrito por
Raso et al. (2002) e Vilela (2012) os quais apontam a ocorréncia desse agente
etiologico com alta frequéncia em papagaios mantidos em cativeiro, e que, apos
o Obito as aves, foram necropsiados e a Chlamydophila psittaci foi isolada e
relacionada como causa mortis. Diferente também dos resultados de Raso et al.
(2002) que determinaram a prevaléncia de clamidiose numa populagdo de 95
papagaios aparentemente sadios do género Amazona mantidos em cativeiros
nas regides sudeste e centro-oeste e concluiram que C. psittaci pode estar
largamente disseminada entre as papagaios em cativeiro no Brasil.

A Chlamydophila psittaci € uma bactéria encontrada em diversas regides do
mundo, como por exemplo China (YANG et al., 2011), Bélgica (DICKX et al.,
2010), Suica (GEIGENFEIND et al., 2011), Coldmbia (MONSALVE et al., 2011),
Brasil (RASO et al., 2002; RASO et al., 2006). No Brasil, Raso et al. (2002),
encontrou uma soro prevaléncia de 56%, em papagaios de cativeiro (Amazona
sp.), sendo um total de 95 aves, dessas 18 provenientes de S&o Paulo, 36 de
Minas Gerais e 41 do Mato Grosso do Sul.

A Unigen Tecnologia do DNA LTDA, esclarece que, resultado de PCR

negativo nem sempre indica auséncia total “C. psttaci”, pois uma ave infectada
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pode manter o organismo de forma intermitente. Lacerda et al. (2014) por esse
motivo relata que é indispensavel manter planos de educagdo ambiental visando
a sensibilizagdo da populagdo sobre o impacto da retirada de animais de seus
habitats e a importancia do combate ao trafico de animais.

4.1 AVALIACAO CLINICA

As aves apresentaram peso minimo de 290 g, maximo de 410 g e média de
350 g, temperatura minima de 39,5°, maxima de 41,9°C e média de 40,7°C. Com
81% de aspecto bom e 19% regular de condigdo clinica. Nado havendo alteragdes
nas avaliagcbes de mucosa ocular, cavidades nasais e oral, parametros
respiratorios tdo pouca apatia ou tremores, em acordo com os padroes descritos
por Godoy (2001) (Quadro 1).

Raso et al. (2002), descreveram os sinais clinicos de clamidiose em 95
filhotes de A. aestiva durante um surto da doengca em S&o Paulo, provenientes
de trafico, sendo submetidos a manejo inapropriado. Os animais apresentavam
sinais clinicos condizentes com o descrito na literatura para a doencga, sendo
esses: letargia, dispneia, penas erigadas, anorexia, diarreia esverdeada, poliuria,
desidratacdo, emagrecimento e conjuntivite. Nesse estudo os autores
encontraram uma taxa de mortalidade de 96,5%. Citado por Raso (2007) que o
estresse causado por superpopulagao, higiene precaria, alimentagao deficiente,
alteragcbes ambientais, transporte ou infecgdes concomitantes podem ativar uma

infecgao latente, resultando na manifestagao clinica da doenca.



Quadro 1. Avaliacio clinica das aves. * + Caracteristica observada, * - Caracteristica ndo observada.
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anorexia | apatia corr:;rr;glnto tremor | blefarite | dispnéia | paralisia quz(le)rr]ggas oupr(iagr:jsas pIurtr)lc;Zem temperatura | peso
Anilha

1575 _ - . . - - - - - + 40,1°C 3969
1574 - - - - - - - + - - 40,7°C 3329
186 - - - - - - - - - 39,8°C 315¢g
182 _ - . . - - - - - + 41°C 358g
1512 - - - + - + - + - - 40,7°C 325¢g
1558 _ - . . - - - - - + 41,4°C 331g
1551 _ - . . - - - - - + 40,5°C 3199
1569 _ - . . - - - - - + 40,1°C 379¢g
1515 _ - . . - - - - - + 40,2°C 352g
1514 - - - - - - - - - + 40,3°C 3849
1552 - - - - - - - + - - 40,9°C 295¢g
155 _ - . . - - - - - + 40,5°C 360g
1553 + - - - - - - - - - 39,5°C 321g
1554 - . . - - - - - + 40,1°C 347g
1568 - - - - - - - - - + 40°C 402g
1572 - - - - - - - - - + 40,3°C 3759
1566 _ - . . - - - - - + 40,8°C 3299
1513 _ - . . - - - - - + 41,5°C 410g
1567 _ - . . - - - - - + 41,9°C 3856¢g
172 - - - - - - - - - 40,4°C 318g
443 - - - - - - - + - + 41,1°C 405¢g
1565 _ - . . - - - - - + 39,8°C 3379
174 _ - . . - - - - - + 40,9°C 323g
12091 _ - . . - - - - - + 40°C 315¢g
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1511

41,2°C

3789

1556

40,2°C

3909

1573

41°C

3659

141

41,3°C

290g

1557

40,7°C

3459

438

39,8°C

3259

1564

40,3°C

3189
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4.2 HEMATOLOGIA

A Analise do Hemograma € importante pois além de fornecer informagdes
sobre o estado geral de saude (HARRIS, 2009) é uma forma de diagnostico
laboratorial importante para estudo das aves (JUNGHANNS, 2007), além de
servir de ferramenta para monitoria individual ou grupos de animais (RUPLEY,
1997).

Os resultados do hemograma de papagaios-verdadeiro (Amazona aestiva),

de cativeiro, adultos, clinicamente saudaveis estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Médias, desvio padrdo e valores minimos e maximos de pardmetros hematologicos
de papagaios-verdadeiro (Amazona aestiva) grupo experimental.

Parametros N. Média Desvio Minimo Maximo Labvet Labvet
padrao min. max.
Eritrécitos x10%/ul x10 31 2,73 0,2 2,25 3,33 2,11 3,53
Hemoglobina (g/dL) 31 16,15 1,89 13,27 19,31 16,0 18,4
Hematocrito % 31 48,6 5,82 37 57 44 58
Leucocitos (x 10%/ yL) 31 8,85 4,02 3 18 4,7 11
Heterofilos (%) 31 82,59 5,88 71 96 72 83
Eosindfilos (%) 31 2,62 3,02 0 6 0 110
Linfocitos atip. (%) 31 0 0 0 0 0 0
Mondcitos (%) 31 2,33 1,66 1 6 1 6
Basdfilos (%) 31 0,62 0,88 0 3 0 3
Proteina total g/dI 31 5,86 1,03 4 8 2,5 7,5
CHCM (g/dL) 31 32,73 3,02 31,47 35,89 31,7 37,8
VCM (fl) 31 177,53 10,71 163,7 194,95 163 209

*Lab&Vet — valores de referéncia.

Tabela 3. Valores de referéncia para hematologia de Amazona aestiva segundo Avian and

Wildlife Laboratory.
Parametro Min. Max.
Hematacrito (%) 37 50
Hemacias (x 10%/uL) 24 4
Hemoglobina (g/dL) 11 17,5

Proteina plasmatica total (g/dL) 3 5
Leucacitos totais (x10%/uL 6 11

Heterofilos (%) 55 80
Linfécitos (%) 20 45
Mondcitos (%) 0 3
Basofilos (%) 0 1
Eosinofilos (%) 0 1

Adaptado pelo autor.
Fonte: TULLY et al., 2009.
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4.3 ANALISE HEMATOLOGICA

Ndo foram observadas diferengas significativas nos valores dos
hemogramas dos papagaio-verdadeiro do presente estudo quando comparados
aos valores de referéncia adotados pelo laboratério de analise dos hemogramas,
tdo pouco para os parametros hematologicos segundo Avian and Wildlife
Laboratory, descritos por Tully et al. (2009). Porém, situam-se maiores aos
intervalos de referéncia para espécie proposto por Santos (1999), com excegéo
aos valores menores de hemacias (1,25-2,23 x 10%/uL), hemoglobina (11,6-14,3
g/dL), CHCM (26-32 g/dL) e valores absolutos e relativos de eosindfilos (0%),
basdfilos (0%) e valor relativo de mondcitos (0,5 %), ao presente estudo. O valor
de VCM (206-346 fL) foi menor neste estudo.

Goulart (2006), ao realizar estudo hematolégico em 58 papagaios-
verdadeiros de cativeiro, em Minas Gerais, constatou valores menores para
contagem total de hemacias (2,09-2,99 x 108/uL), teor de hemoglobina (15,15-
17,41 g/dL), e maiores valores para HCM (57,35-73,65 pg), valor de CHCM
(33,61-39,41 g/dL), mondcitos (1-315/uL) e basdfilos maiores, com (80-117/uL),
gquando comparados aos valores demonstrados neste estudo.

Em comparagdo aos dados reunidos por Godoy (2007), que inclui
literatura internacional, os valores de hemoglobina (11-17,6 g/dL), CHCM (22-
35,8 g/dL), HCM (28-55 pg) e os valores relativos de eosinofilos (0-1%),
monacitos (0-3%) e basdfilos (0-1%) e heterofilos (55 — 80%) para papagaios-
verdadeiro foram maiores no presente estudo. Os valores absolutos dos
diferentes tipos de leucdcitos ndo sao descritos pela autora e, portanto, nao foi
possivel a comparagao.

Com base nas informagdes compiladas por Campbell (2000) os valores
obtidos encontram-se dentro dos limites normais para a espécie, com excegao
dos teores de hemoglobina (16-18,4 g/dL) e, dos valores de CHCM (31,7-37,8
g/dL) e das contagens relativas de eosindfilos (0-1%), mondcitos (1-3,1%) e
basdfilos (0-1%), os quais foram menores. Os valores de VCM (163-209 fL) e a
contagem relativa de linfocitos atipicos (52,4-83,5%) mostraram-se menores no
presente estudo.
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Concentragdes superiores para hemoglobina (11,7-17,0 g/dL), valor de
CHCM (28,1-43,5 g/dL) e contagens relativas de mondcitos (0-2%), basofilos (0-
1,2%) e eosinofilos (0-2%) foram constatados neste estudo, quando comparados
aos dados descritos por Campbell (2000). Por outro lado, foram notados valores
relativos inferiores de linfécitos tipicos (35,5-84,4%).

Novas pesquisas para determinacdo de valores normais para as
concentragbes séricas de hemograma, sdo de suma importancia para a
validacdo dos resultados obtidos nesse estudo e estabelecimento de valores de

referéncia para espécie em questao.

4.4 ANALISE BIOQUIMICO - ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST)

A aspartato aminotrasferase (AST) € uma enzima intracelular presente no
figado, musculo esquelético, células renais, coragdo e cérebro, sendo usada
como referéncia para diagndstico de disfungdo hepatocelular. O aumento da
concentracao sérica de AST ocorre devido a doenca hepatica ou lesdo muscular.
(FUDGE, 1996; RUPLEY, 1997; HARRIS, 2009).

Contudo a variacdo da concentracido sérica pode sofrer interferéncia de
fatores como idade, atividade estacional e pela distribuicdo por tecidos do corpo,
ja@ que nao €& especifica do figado. A ocorréncia de intervengdes como
administragdo de medicamentos por via intramuscular, ou administracdo de
medicamentos irritantes como doxiciclina e sulfonamidas, podem resultar na
elevacao plasmatica de AST (JUNGHANNS, 2007).

Os valores de referéncia para bioquimica sérica em nosso estudo
encontramos, intervalo de referéncia de 193,2 U/l 312,5 U/L e apresentam
pequenas variagdes quando comparados a estudos publicados. Os parametros
para bioquimica sérica de Amazonas aestiva adotados no presente estudo
ficaram dentro dos padrdes de referéncia e os citados por Campbell (2006) e por
Tully et al. (2009) apresentados na tabela 3. Schlindwein (2009) em estudo sobre
bioquimica de psitacideos avaliou AST (média 239,69; intervalo de referéncia
112,5-385/L).

Proenga et al. (2011) define que lesdes no figado ocorrem devido a
hepatotoxinas presentes na superficie da clamidia. Estas toxinas causam lesdes

nos hepatécitos aumentando o extravasamento de aspartato aminotransferase
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(AST) na corrente sanguinea e consequente reducédo dos niveis de albumina
sérica. Junghanns (2007) relata que o aumento de AST também pode ocorrer na
hepatopatia, infecgbes por Clamidias, agentes toxicos, como pesticidas e
tetracloretos, administragado dos antifungicos fluconazol, e itraconazol.

Outra observacéo citada por Fudge (1996), Rupley (1997) e Harris (2009)
que apesar de a AST ser indicadora de integridade hepatica, os testes com
acidos biliares sdo mais apropriados para avaliagdo precisa da capacidade
funcional do figado.

As concentragdes das enzimas aspartato aminotransferase (AST), de
papagaios-verdadeiro (Amazona aestiva) de cativeiro, adultos, aparentemente

saudaveis, avaliados no presente estudo sao apresentadas na tabela 4.

Tabela 4. Médias, desvio padrdo e valores minimos e maximos das concentragbes de
componentes do soro sanguineo do grupo experimental de papagaios-verdadeiro.
n - numero de animais; AST — aspartato aminotransferase; DP - desvio padréo.
Componente Unid n Média *DP Minimo Maximo Lab&Vet

AST U/L 31 352,64U/L 362,78 206,40U/L 68500U/L Ate800U/L

*Lab&Vet — valores de referéncia.

Tabela 5. Valores de referéncia para bioquimica sérica de papagaios-verdadeiros (Amazona
aestiva) segundo Avian and Wildlife Laboratory.
Pardmetro Min. Max.

AST (uL) 130 350

Adaptado pelo autor.
Fonte: TULLY et al., 2009.

A psitacose ou ornitose € uma doenga de notificagdo obrigatéria nos EUA,
Australia e na maioria dos paises europeus, como Franga, Bélgica, Italia, Suica
e Alemanha (BEECKMAN e VANROMPAY, 2009). No Brasil ndo é uma doenga
de notificagado obrigatéria o que dificulta a real situagao da prevaléncia da doenga
e suas variagcdes. Nos Estados Unidos, cerca de 935 casos humanos foram
confirmados no periodo de 1988 a 2003, sendo a maioria relacionada ao contato
com excregdes de psitacideos (SMITH et al., 2011).

Cabe ressaltar a importancia dos tutores e profissionais envolvidos com o
manuseio e manutencdo dessas aves e criadouros como grupo de risco, devido
a exposigao com possiveis contaminagdes e agirem como Fémites. Pla (2006)

relata que a maioria dos trabalhos publicados sugerem que as zoonoses s&o
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consideradas perigosas as pessoas com o sistema imunologico comprometido.
Estas pessoas podem ser agrupadas em quatro grupos: recém-nascidos e
idosos; pacientes sob quimioterapia (incluindo altas doses de prednisona);
infectadas como virus da imunodeficiéncia humana; transplantados mantidos

com drogas imunossupressoras.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos na avaliagdo clinica, hemograma e bioquimica
sérica de papagaios-verdadeiros (Amazona aestiva), de cativeiro, apontaram
para animais clinicamente saudaveis e boas praticas de manejo e manutencéo
dos animais do CEPTAS Cubatédo, e situaram-se dentro dos intervalos de
referéncia para espécie, citados na literatura nacional e internacional. No
presente estudo a auséncia da Chlamydophila psittaci, descarta potencial
zoonotico neste grupo de animais do CEPTAS Cubatédo, na referida data do
estudo. Contudo a doenga em humanos requer atencao por ser considerada
perigosa a pessoas com comprometimento do sistema imune e outros trabalhos
neste sentido se fazem necessarios.

A fim de garantir a preservagcdo e conservagao dessas especies,
especialmente as que estdo em risco de extingdo e em estado de cativeiro, sem
possibilidade de reincorporagéo ao seu estado selvagem, triagem e exames para
detecgao de doencgas das aves recebidas, quarentena na conservagao e apoio
da vida selvagem, o cuidado com a higiene dos viveiros e a protegéo individual
dos humanos que lidam com os animais, devem ser rigorosamente seguidos

mesmo na auséncia de sinais clinicos.
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ANEXO A - Nota técnica sobre provavel presenca de Clamidia psitacci em
grupo experimenta de papagaios — verdadeiros presentes no CEPTAS
Cubatao - SP em 2019

Nota Técnica 21/10/2019

Resposta técnica & laboratorial ao artigo apresentado como conteudo de
dissertacdo de mestrado da Universidade Santa Cecilia / Unisanta — Santos —
SP que aborda a relagdo entre a Clamidiose aviaria e grupo experimental de
papagaios-verdadeiros presentes no CEPTAS Cubatdo — SP em 2019.

Marco Antonio Furlanetto Bento, veterinario CRMV SP 20779, pesquisador da
Unisanta / Santos — SP.

Considerando o apresentado, os exames realizados por material bioldgico
de swab de cloaca, pela técnica de reacdo de PCR de 31 aves (grupo
experimental) presentes no CEPTAS na cidade de Cubatdo, S&do Paulo,
analisadas em 10/05 de 2019 apresentaram resultados negativos ao exame de
Clamidia Pstacci, para todas as amostras.

Cabe ressaltar as boas praticas de controles sanitarios e manejo visando
preservar a saude dos animais e trabalhadores do CEPTAS Cubatéo, referentes
ao grupo experimental. Além disso, até o momento ndo se tem conhecimento de
que este grupo de animais tenham sido infectados com Clamidiose e de que
possam estar transmitindo a bactéria. No entanto, salienta-se que os veterinarios
técnicos e produtores ligados criagbes e manuseio sempre devem estar atentos
para diagnosticar agentes patogénicos que possam vir a infectar estes animais
e ao homem retificando a necessidade de se tomar as medidas de controle
previstas.

Identificagdo por numero em anilhas do grupo experimental:

(1511; 1521, 1575, 1574,186, 182, 1512, 1558, 1551, 1569, 1515, 1514,1552,
155, 1553, 1554, 1568, 1572, 1566, 1513, 1567, 172, 443, 1565, 174, 12091,
1556, 1573, 141, 438, 1564).

Santos, 12 de novembro de 2020.



