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Deteccdo e classificacdo molecular de Chlamydophila psittaci em amostras
fecais de aves assintomaticas

[Detection and molecular characterization of Chlamydophila psittaci
in asymptomatic birds]
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RESUMO

Chlamydophila psittaci € uma bactéria que causa doenca respiratoria ou sistémica em aves e em seres
humanos. Em vista do risco de transmisséo para humanos, o objetivo deste estudo foi detectar a presenca
de Chlamydophila spp. em amostras de fezes ou suabes cloacais de aves assintomaticas. Foram colhidas
403 amostras fecais ou suabes cloacais, provenientes de aves domésticas, selvagens ou exoticas. As
amostras foram submetidas & PCR em tempo real para C. psittaci, para amplificacdo de fragmento parcial
do gene da subunidade 16S do rRNA, utilizando o SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) e anélise
da curva de dissociagdo. Para determinacdo do genétipo de C. psittaci, foi usada a hemi-nested PCR
visando a amplificagdo de fragmento parcial do gene OMP-A, realizada nas amostras positivas pela PCR
em tempo real, seguida de sequenciamento dos fragmentos amplificados. A PCR em tempo real revelou
positividade em 17 (4,21%) amostras. A hemi-nested foi positiva em 2 amostras positivas pela PCR em
tempo real. O gendtipo A de C. psittaci foi identificado pelo sequenciamento de uma amostra amplificada
pela hemi-nested PCR. Os resultados deste experimento demonstram que a PCR em tempo real, visando a
amplificagdo de fragmento parcial da subunidade 16S do rRNA, seguida da andlise da curva de
dissociagdo, pode ser utilizada para deteccdo de DNA de Chlamydophila sp. em amostras fecais de aves
assintomaticas. A classificagdo da espécie de Chlamydophila e do genétipo de C. psittaci deve ser
realizada por meio de PCR tendo como alvo o gene ompA e sequenciamento dos fragmentos
amplificados.
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ABSTRACT

Chlamydophila psittaci is a bacterium that causes respiratory or systemic disease in birds and humans.
Owing to the risk of transmission from asymptomatic birds to humans, the objective of this study was to
detect the presence of Chlamydophila spp. in asymptomatic birds. Four hundred and three fecal samples
or cloacal swabs were collected from domestic, wild or exotic birds. The 403 samples were examined by
real time PCR specific for the 16S subunit of rRNA gene using SsoFastEvaGreen®Supermix™ (Bio-Rad)
and melting curve analysis. Hemi-nested PCR specific for the OMP-A gene, accomplished in real-time
PCR positive samples, was followed by sequencing of the amplified fragments to determine the genotype
of C. psittaci. Real-time PCR was positive in 17 (4.21%) samples. Hemi-nested PCR revealed positivity in
two samples previously positive by real-time PCR. Sequencing of the fragment amplified by hemi-nested
PCR allowed for the identification of genotype A of C. psittaci in one sample. The results of this
experiment show that the real-time PCR targeting the 16S rRNA gene followed by melting curve analysis
can be used for diagnosis of Chlamydophila sp. in fecal samples of asymptomatic birds. The classification
of the Chlamydophila species and the genotype of C. psittaci must be accomplished by PCR targeting the
ompA gene and sequencing of the amplified fragments.
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INTRODUCAO

Considerada como uma das principais zoonoses
aviarias (Proenca et al., 2011), a infecgdo
por Chlamydophila psittaci €é caracterizada
por doenca respiratéria ou sisttmica em
aproximadamente 465 espécies de aves (Kaleta e
Taday, 2003). No homem, é responsavel por
infeccdo respiratdria decorrente de contato direto
ou indireto com aves infectadas, particularmente
psitacideos, pombos, perus ou patos (Hedberg et
al., 1989; Hinton et al., 1993).

A transmissdo da clamidiose ocorre por meio de
inalacdo do agente em suspensdo, ap6s contato
direto ou indireto com fezes, penas ou secrecdes
respiratérias, embora a infeccdo oral seja uma
rota alternativa e importante em aves (Shewen,
1980). Aves portadoras  assintomaticas
apresentam periodos intermitentes de excrecgao
de pequena quantidade da bactéria; a reativagao
da eliminacdo é favorecida por fatores, como
estresse, subnutricdo, extremos de temperatura e
cativeiro (Harkinezhad et al., 2009).

A infeccéo por C. psittaci em humanos pode ser
assintomatica ou apresentar sintomatologia
inespecifica, principalmente relacionada ao trato
respiratorio (Stewardson e Grayson, 2010).
Individuos com ocupagles associadas as aves
comerciais ou de companhia sdo considerados
como grupo de risco para infeccdo por C. psittaci
(Miller et al., 1987).

A identificacdo de Chlamydophila spp. pode ser
realizada utilizando-se testes soroldgicos, como o
ensaio imunoenzimatico (ELISA), e métodos
moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) seguida da andlise do
polimorfismo de fragmentos amplificados,
submetidos a digestdo com enzimas de restricdo
(PCR-RFLP), PCR e sequenciamento e PCR em
tempo real (Vanrompay et al., 1997; Geens et al.,
2005a).

C. psittaci atualmente é constituida por sete
genatipos aviarios (A, B, C, D, E, F e E/B) e dois
genétipos ndo avidrios (M56 e WC). A
determinacdo do gendtipo de C. psittaci é
realizada por meio de analise da sequéncia de
nucleotideos do gene que codifica a proteina da
parede externa (ompA) (Geens et al., 2005b).
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Tendo em vista 0 risco de transmissdo para
humanos a partir de aves assintomaticas, o
objetivo deste trabalho foi detectar C. psittaci em
amostras de fezes e de suabes cloacais de aves
assintomaticas, por meio da PCR em tempo real
e, posteriormente, nas amostras positivas,
identificar o gendtipo de C. psittaci por meio da
hemi-nested PCR seguida de sequenciamento do
fragmento amplificado.

MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento deste trabalho foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais —
CEUA - da FOA/UNESP em 17/11/2010, de
acordo com o protocolo 2010-008742.

As amostras foram provenientes de aves
assintomaticas de um criatério de psitacideos
(57) e de dois zoolégicos municipais (183), no
estado de S&o Paulo, e de aves selvagens
apreendidas e encaminhadas ao Centro de
Triagem e Recuperacdo de Animais Silvestres
(CERETAS), da Faculdade de Medicina
Veterindria da UNESP de Aracatuba (163). As
aves pertencem as ordens Accipritriformes,
Anseriformes, Caprimulgiformes, Charadriiformes,
Galiiformes, Gruiformes, Passeriformes,
Piciformes, Psitaciformes e Strigiformes (Tab.
1).

Tabela 1.  Amostras  positivas  para
Chlamydophila sp. pela PCR em tempo real
Nimero A mostra
Ordem de e
positivas
amostras
Psitaciformes 348 16
Piciformes 18 1
Gruiformes 3 -
Anseriformes 12 -
Passeriformes 11 -
Accipitriformes 2 -
Strigiformes 3 -
Galliformes 2 -
Charadiiformes 3 -
Caprimulgiformes 1 -
Total 403 17

Foram colhidas 403 amostras, sendo que 199
correspondiam a suabes cloacais e 204 eram
amostras fecais. As amostras fecais foram
colhidas imediatamente ap@s a defecacéo e, logo
ap6s a colheita, foram armazenadas em
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temperatura ambiente, por no maximo uma
semana, em microtubos de 2,0mL contendo o
tampédo L6 (Triton X100 1%, Tris-Cl pH 6,4 0,1
M, isotiocianato de guanidina 4 M); os suabes
cloacais foram congelados a -20° C. A extracdo
de DNA genbmico de Chlamydophila foi
realizada de acordo com Silva et al. (2010).

A PCR em tempo real para amplificacdo de um
fragmento de 151 pb da subunidade 16S do
rRNA de C. psittaci foi realizada utilizando os
oligonucleotideos iniciadores CpPsSSfor e
CpPsSSrev, descritos por Geens et al. (2005a)
(Tab. 2). A reacdo foi padronizada por meio de
determinacdo da curva de regressdo padréo,

utilizando como DNA um fragmento de 818 pb
da subunidade 16S do rRNA de C. abortus cepa
S23/3 (gentilmente cedido pela Professora Tania
de Freitas Raso, da FMVZ-USP), amplificado
por meio de PCR convencional com o0s
oligonucleotideos iniciadores 16SFor e 16SRew
(Tab. 2), que foram elaborados com utilizacdo do
software Primer Blast. O DNA de C. abortus foi
utilizado para determinacdo da curva padrao pelo
fato de que ndo havia disponibilidade de DNA de
C. psittaci e porque, em avaliacdo prévia,
apresentou amplificacdo positiva pela PCR em
tempo real com utilizacdo dos oligonucleotideos
iniciadores CpPsSSfor e CpPsSSrev.

Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR convencional, na etapa de padronizacdo da
PCR em tempo real, e na PCR em tempo real e hemi-nested PCR, utilizadas para deteccdo ou
classificacdo molecular de Chlamydophila em amostras fecais

. . Produto
e O“%ﬁ?cl:;:j%orzgeos Sequéncia 5°-3° NEBTETE C;?\r/]g- Gl
q cado (pb)
PCR 16SFor GACGGTTTGACTAGGTTGGGCAAGC este
conven- . 16S
cional experimento 'RNA 818
16SRew GGCACGCCGTCAACCATGACT
PCR em CPPsSSfor TTATTAAGAGCTATTGGTGGATGCC Geens et al. 165
tempo CoPsSSrev (2005a) rRNA 151
real P AACGTATAATGGTAGATGATTAATCTACCG
CTU (reagdes Denamur et
primaria e ATGAAAAAACTCTTGAAATCGG al. (1991) 1067
Hemi- secundaria) (reagéio
nested Chla2 (reagdo este ompA RS
PCR primaria) CAAGCTTTTCTAGACTTCATTTTGTT experimento prlgnﬂ'la)
Chla3a (reago CCTAAAGTTGCACAACCACA este (reacéo

secundaria)

experimento secundaria)

O fragmento amplificado pela PCR convencional
foi submetido a eletroforese em gel de agarose, e
o DNA foi purificado utilizando-se o QIAquick®
Gel Extraction Kit (Qiagen) e diluido de forma
seriada, na base 10, a partir de 22ng de DNA,
para obtencdo de seis pontos na curva de
regressdo. Cada diluicdo foi testada em triplicata.

Apds padronizagdo da curva padrdo, a PCR em
tempo real foi realizada em amostras de DNA
proveniente de aves, nas seguintes condicdes:
6,4ul de &gua ultrapura, 10ul de SsoFast™
EvaGreen® Supermix (Bio-Rad), 0,8ul de cada
oligonucleotideo  iniciador  (CpPsSSfor e
CpPsSSrev) e 2ul de DNA-alvo. Foi utilizada
desnaturacdo inicial de 98°C por 2 minutos,
seguida de 44 ciclos de desnaturacdo a 95°C, por
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5 segundos, e anelamento e extensdo a 60°C, por
5 segundos. Apds o término da amplificacéo, foi
determinada a curva de dissociag¢do do fragmento
amplificado, com variagcdo de temperatura de 65
a 95°C, com intervalo de 0,2°C e leitura por 10
segundos. A reacdo foi realizada no sistema para
PCR em tempo real CFX-96 (Bio-Rad). Agua
ultrapura foi utilizada em lugar de DNA-molde,
em reacBGes controle negativas, e DNA de C.
abortus foi utilizado como molde em reac6es-
controle positivas.

Visando a identificacdo do gendtipo de C.
psittaci, em todas as amostras positivas pela PCR
em tempo real foi realizada a amplificacdo de
fragmentos do gene OmpA, utilizando a hemi-
nested PCR com os oligonucleotideos iniciadores
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CTU (Denamur et al., 1991), Chla2 e Chla3, que
foram elaborados com utilizagdo do software
Primer Blast (Tab. 2), nas seguintes condigdes:
volume final de 25ul de solucdo contendo 2,5ul
de tampéo para PCR 10x, 1,5mM MgCl,, 5ug
/microlitro de albumina sérica bovina ndo
acetilada, 200nM de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,5U de Taq DNA polimerase, 0,2mM
de cada desoxiribonucleotideo e 2,5ul de DNA-
alvo. As amostras foram submetidas a
desnaturacdo inicial do DNA a 95°C por 2
minutos, seguida de 40 ciclos, cada um
consistindo em desnaturagdo a 95°C por 30
segundos, 30 segundos de anelamento a 55°C e
extensdo a 72°C por 60 segundos, com extensdo
final a 72°C, por 10 minutos. As condigdes
foram as mesmas em ambas as reacBes. Como
controles positivo e negativo, foram utilizadas
amostras de DNA de C. abortus e agua ultrapura,
respectivamente.

O fragmento amplificado na reacdo secundaria
foi purificado utilizando-se o kit QIAquick® Gel
Extraction (Qiagen) e sequenciado no Centro de

Sequenciamento e Gendmica Funcional da
UNESP, Campus de Jaboticabal, utilizando o
“ABI  Prism® DyeTerminator 3.17, em
sequenciador automatico ABI 3730XL (Applied
Biosystems). As reagBes de sequenciamento
foram realizadas duas vezes, nas duas direces,
com os oligonucleotideos iniciadores da
reacdo secundaria. Os fragmentos resultantes
do sequenciamento foram comparados com
sequéncias homologas publicadas no GenBank,
com auxilio do Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva padrdo obtida apds padronizagdo da
PCR em tempo real resultou em eficiéncia de
95,4%, R% 0,99 e slope: -3,4. A amostra de DNA
de C. abortus, utilizada como controle positivo,
apresentou temperatura de dissociagdo 83,0 a
83,2°C. A curva de dissocia¢do do fragmento de
DNA de C. psittaci, amplificado a partir das
amostras fecais, apresentou temperatura de
dissociagéo de 83,2 a 83,4°C (Fig. 1).
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Figura 1. Curva de dissociacdo observada na PCR em tempo real para Chlamydophila abortus e

Chlamydophila psittaci

Foi  observada baixa prevaléncia de
Chlamydophila, provavelmente pelo fato de que
as aves ndo apresentavam sintomas da
enfermidade e, também, porque foi possivel a
colheita de somente uma amostra por ave. Em
infecgdes por C. psittaci ha excrecéo intermitente
do corpo elementar, particularmente em aves
assintomaticas, o que favorece a ocorréncia de
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resultados falso-negativos (Harkinezhad et al.,
2009; Vazquez et al., 2010).

Nas amostras positivas pela PCR em tempo real,
observou-se ciclo limiar (treshold cycle - Ct)
variando de 29,68 a 42,93. Foi observada
positividade em 4,21% (17/403) das amostras,
sendo 16 pertencentes a aves da ordem
Psitaciformes: 12 Nymphicus hollandicus, duas
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Amazona aestiva, duas Trichoglossus h.
haemadus e uma ave da ordem Piciformes:
Ramphastos tucanus (Tab. 2). Doze amostras
foram provenientes de um criatério de
psitacideos, trés de um zooldgico e duas de aves
provenientes de apreenséo.

A positividade para infeccdo por C. psittaci é
variavel em funcédo de situacdes que predispdem
as aves a infeccdo, presenca de enfermidade
clinica e ao teste diagnostico utilizado
(Stewardson e Grayson, 2010; Okuda et al.,
2011). H& relatos desde positividade de
6,3% (2/32) em papagaios-verdadeiros (A.
aestiva) e de 26,7% (12/45) em araras-azuis
(Anodorhynchus hyacinthinus), procedentes de
aves jovens do Pantanal do Mato Grosso do Sul,
Brasil (Raso et al., 2006), 52,6% (61/116) em
pombos na Espanha (Vazquez et al., 2010) e
90% (43/47) em vaérias espécies de aves de gaiola
na Turquia (Sareyyupoglu et al., 2007).

A hemi-nested PCR revelou amplificagdo de
DNA de Chlamydophila em duas amostras de
Nymphicus hollandicus (Tab. 4), entre aquelas
positivas pela PCR em tempo real. As duas
foram provenientes do mesmo criatério. Foi
possivel o sequenciamento de uma amostra, 0
que permitiu a identificacdo do genétipo A de C.
psittaci. Em estudo realizado por Mitchell et al.
(2009), 70% das amostras positivas para
Chlamydophila spp. foram identificadas como
gendtipo A de C. psittaci, que é comumente

identificado em amostras de psitacideos (Geens
et al., 20053).

Foi realizado também o sequenciamento do
fragmento de 818 pb da subunidade 16S do
rRNA, amplificado a partir do DNA de C.
abortus, que foi utilizado como controle
positivo; nesse fragmento foi observado, na
regido correspondente ao fragmento interno de
151 pb que foi amplificado pela PCR em tempo
real, polimorfismo de cinco nucleotideos em
relacdo as sequéncias de DNA de C. psittaci
publicadas no GenBank (AF481051 e
AF481052) (Tab. 3). Esse polimorfismo resultou
na pequena diferenca na variacdo da temperatura
observada na curva de dissociacdo, entre a
amostra de C. abortus e o isolado de C. psittaci
genétipo A, identificado em amostra fecal de
uma N. hollandicus (Fig. 1).

Como ndo ha diferenca na temperatura de
dissociagdo  suficiente  para  permitir a
diferenciacéo entre C. abortus e C. psittaci, ndo
foi possivel identificar a espécie de
Chlamydophila presente nas amostras positivas
pela PCR em tempo real e que ndo foram
identificadas pelo sequenciamento. Mesmo
assim, a maior probabilidade é de que haja
presenca de C. psittaci nessas amostras, uma vez
que a infeccdo por C. abortus raramente é
relatada em aves (Chahota et al., 2006; Pantchev
et al., 2009).

Tabela 3. Regido de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR em tempo real, em

sequéncias de Chlamydophila spp.

Espécie de Identificacao

: no Alinhamento
Chlamydophila GenBank
454 479

JRPR (PR PSR [PUPUUR [PURRY [PUPUPUR ISR IPUUR [NPURRY [PUPOPE SRR IPUPORY (PSRN IO [PRPUPU ISR [PUPIPINE [N (PSSP IR |
C. psittaci AF481051 CAAGTTATTAAGAGCTATTGGTGGATGCCTTGGCATTGACAGGCGATGAAGGATGCGTTTACCTGCAGTAATCTTCGGCGAGCTGGTATAAAGCTATGAC
C. abortus U68446 ... e e e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
C. abortus T
cepaS23/3 TTTITITIIITIIIETIITIIIITIIIIIIEIIIIIIII Iy
C. caviae u68451 ..., [ Lo
C. felis uU68458 ... G Gttt e et e e e e
C.pneumoniae ~ U76711 ...... Govteieiiens [P I [T
C. pecorum u68439 ..., Gt A PN

573 604

P R O [ [P A I
C. psittaci AF481051 CCGGAGGTCTCCGAATGGGGCAACCCGGTAGATTAATCATCTACCATTATACGTTGAAT
C. abortus UBBA4E .o Ao T....G....C.....
C. abortus
52313 e et Ao, T....G....C.....
C. caviae U845l ... Aol T [T TAC.....
C. felis UBBABS et e T.C.....
C.pneumoniae ~ U76711  ........ Ao A....C....AG....T....... T
C. pecorum u68439 ..., b AA...... Ao, AG....T......... C.....
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Tabela 4. Determinacdo do genétipo de Chlamydophila psittaci por meio de hemi-nested PCR e
sequenciamento dos fragmentos amplificados, em amostras fecais de aves positivas pela PCR em tempo

real
Amostras positivas o o "
Espécie pela PCR em tempo Al\mr:)strgs pOSIS\l/DaSR Iden:uflcag::ljo do gendtipo
real pela hemi-nested PC (ndimero de amostras)
Amazona aestiva 2 - -
Nymphicus — -
hollandicus 12 2 C. psittaci gendtipo A (1)
Ramphastus tucanus 1 - -
Trichoglossus h.
2 - -
haemadus
Total 17 2 1

Geens et al. (2005a) relatam que o0s
oligonucleotideos iniciadores utilizados neste
experimento, para realizagdo da PCR em tempo
real, sdo especificos para C. psittaci, mas que
também amplificam DNA de C. caviae, com
ciclo limiar acima de 37, e ndo amplificam DNA
de C. abortus ou de outras espécies de
Chlamydophila. No entanto, neste experimento
foi possivel a amplificacdo de fragmentos de
DNA de C. abortus, com ciclo limiar de
aproximadamente 20, apesar de haver
polimorfismo entre sequéncias de C. abortus e C.
psittaci, na regido de anelamento dos
oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR
em tempo real (Tab. 3). Dessa maneira, a
possibilidade de amplificagdo inespecifica
durante a utilizagdo de diagnéstico molecular de
infeccdo por C. psittaci, utilizando amplificacéo
de sequéncias da subunidade 16S do gene rRNA,
deve ser analisada com critério.

Infeccdo por C. psittaci ja foi identificada em
psitacideos (Raso et al., 2002; 2004; 2006) e
pombos no Brasil (Lima et al., 2011), sendo que
algumas das amostras de psitacideos foram
identificadas como genétipo A de C. psittaci
(Raso, 2012, FMVZ-USP, comunicacdo pessoal).

CONCLUSOES

Os resultados deste experimento demonstram
que a PCR em tempo real, visando a
amplificacdo de fragmento parcial da subunidade
16S do rRNA seguida da analise da curva de
dissociagdo, pode ser utilizada para deteccdo de
DNA de Chlamydophila sp. em amostras fecais
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de aves assintomdticas. A classificacdo da
espécie de Chlamydophila e do gendtipo de C.
psittaci deve ser realizada por meio de PCR,
tendo como alvo o gene ompA e sequenciamento
dos fragmentos amplificados.
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