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RESUMO - Chlamydophila psittaci € uma bactéria que causa doenca
respiratéria ou sisttmica em aves e em seres humanos. Ha ainda, alguns
relatos de infeccdo em aves por Chlamydophila abortus, que é um agente
etiologico de problemas reprodutivos em mamiferos. Em vista do risco de
transmissdo para humanos a partir de aves assintomaticas o objetivo deste
estudo foi detectar a presenca de C. psittaci e C. abortus 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, mantidas em cativeiro ou oriundas de apreensédo. As amostras foram
submetidas a PCR em tempo real para C. psittaci e C. abortus, para
amplificacdo de fragmento parcial do gene da subunidade 16S do rRNA,
utilizando o SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) e andlise da curva de
dissociacao. Para determinacao do gendtipo de C. psittaci, foi utilizada a hemi-
nested PCR especifica para o 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.

Palavras-Chave: Pneumonia bacteriana - Aves, psitacose, técnica de

diagndéstico molecular, zoonoses



ABSTRACT: Chlamydophila psittaci is a bacterium that causes respiratory or
systemic disease in birds and humans. In birds there is also some reports of
infection by Chlamydophila abortus that is responsible for abortions in
mammals. Owing to the risk of transmission of Chlamydophila from
asymptomatic birds to humans, the objective of this study was to detect the
presence of C. psittaci and C. abortus in asymptomatic birds. Four hundred and
three fecal samples or cloacal swabes were collected from domestic, wild or
exotic birds kept in captivity or from apprehension. 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, followed by sequencing of the amplified fragments were used
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.

KEYWORDS: Pneumonia bacterial — birds, psittacosis, molecular diagnostic

techniques, zoonoses



1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1 Introducéo

Chlamydophila psittaci € uma bactéria que causa doenca respiratoria ou
sisttmica em aproximadamente 465 espécies de aves, com incidéncia em
varios paises (KALETA; TADAY, 2003). As maiores taxas de infeccdo e de
mortalidade sédo encontradas em psitacideos (RASO et al., 2002).

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

O diagnéstico de clamidiose pode ser realizado por meio de testes
sorolégicos, deteccdo de antigenos, ou por meio de técnicas de biologia
molecular (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2000).

1.2 Revisao Bibliografica

1.2.1 Agente etiol6gico

O agente etiolégico da clamidiose em aves e de psitacose em humanos
€ a C. psittaci, atualmente classificada como uma bactéria Gram negativa
intracelular obrigatéria. A familia Chlamydiaceae foi reclassificada em dois
géneros, Chlamydia e Chlamydophila, com trés e seis espécies,
respectivamente. Dentre as espécies do género Chlamydophila esta a
Chlamydophila psittaci, classificada anteriormente como Chlamydia psittaci
(EVERETT et al., 1999).
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Infeccdo por Chlamydophila abortus é raramente relatada em aves, e a
sintomatologia clinica da infec¢do ndo esta definida (PANTCHEYV et al., 2009).
Em mamiferos, a infeccdo esta associada a distarbios reprodutivos
principalmente em bovinos, caprinos e ovinos (SILVA et al., 2006). No homem,
ainda nao ha definicdo sobre a importancia da infec¢édo por C. abortus (RHODE
et al., 2010).

Até o0 momento sdo conhecidos nove gendtipos de C. psittaci, sete dos
quais sao aviarios e dois nado aviarios. O genoétipo A € encontrado em
psitacideos, B em pombos, C em patos, gansos e perus, D em perus, E em
pombos e patos, F em periquitos, WC em bovinos e M56 em roedores
(HEDDEMA et al., 2006; GAEDE et al., 2008; VANROMPAY et al., 2007).
Geens et al. (2005) sugeriram ainda a definicdo de gendétipo E/B, isolado em
patos, perus e pombos. De acordo com Andersen e Vanrompay (2003), todos
0s genotipos podem ser transmitidos para humanos.

Os genatipos de C. psittaci podem ser identificados por meio de analise
da sequéncia de nucleotideos do gene da proteina da membrana externa
(ompA), usando a reagdo em cadeia de polimerase, seguida da andlise do
polimorfismo de fragmentos amplificados, digeridos por enzimas de restricdo
(PCR/RFLP) (VANROMPAY et al., 1997) ou seqiuenciamento (BUSH;
EVERETT, 2001; GEENS et al., 2005).

O ciclo biolégico de C. psittaci tem inicio pela endocitose do corpo
elementar pela célula hospedeira, onde se diferencia em corpo reticular. O
corpo reticular se divide por fissdo binaria e forma microcolénias, denominadas
corpusculos de inclusdo ou corpos de Levintal-Collie-Lilie (LCL), contendo de
100 a 500 bactérias por célula. Apés maturacdo, os corpos reticulares
diferenciam-se novamente em corpos elementares que, por meio de lise
celular, séo liberados ao meio ambiente, completando assim todo o ciclo de
desenvolvimento, que tem duragcdo de aproximadamente 48 horas
(GUERLACH, 1994).

Os corpos elementares sdo sensiveis aos desinfetantes comuns, como o

etanol a 70% e compostos de amdénia quaternaria, ao calor e a luz solar; no
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entanto, podem permanecer viaveis por longo periodo em excre¢des secas das
aves, ou por varios dias em agua, em temperatura ambiente (ANDERSEN;
VANROMPAY, 2003).

1.2.2 Transmissao

A forma mais comum de transmissdo da clamidiose entre as aves ocorre
por inalacdo ou ingestdo da bactéria e também pelo contato direto com
secregOes e/ou excregdes contaminadas ou no ninho, quando o0s pais
regurgitam alimentos contaminados para os filhotes; também pode ocorrer por
meio de fbmites ou vetores mecanicos, como acaros e piolhos (SPICKER,
2012). Ha relatos de transmisséo vertical da bactéria pelo ovo e, com menos
frequéncia, por picada de insetos (SCHEWEN, 1980).

O maior indice de eliminacdo do agente ocorre em aves clinicamente
doentes, quando comparadas com aves portadoras assintomaticas. As aves
mais jovens sdo mais susceptiveis a infeccao, eliminando a bactéria com maior
frequéncia e quantidade (FRIEND; FRANSON, 1999; SPICKER, 2012).

Em infeccbes naturais por C. psittaci, o periodo de excrecdo de
corpusculos elementares pode variar, ha dependéncia da viruléncia da estirpe,
carga infectante e estado imune do hospedeiro. Na dependéncia desses
fatores, a ave pode eliminar a bactéria por varios meses (ANDERSEN,;
FRANSON, 2007; RODOLAKIS; MOHAMAD, 2009).

Os portadores assintomaticos apresentam periodos intermitentes de
excrecao da bactéria; a reativacdo da eliminacao € favorecida por fatores como
estresse, subnutricdo, extremos de temperatura e cativeiro (BORIE et al.,
2001).

1.3 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos, a morbidade e a mortalidade da clamidiose podem

variar de acordo com a espécie acometida, idade e estado imunolégico da ave,
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0 grau de infeccao, a viruléncia do sorotipo envolvido e eventual presenca de
infecgbes concorrentes (CUBAS; GODQY, 2004; FRIEND; FRANSON, 1999;
GUERLACH, 1994; SPICKER, 2012). Sao inespecificos e se caracterizam por
depressdo, plumagem ericada, tremores, letargia, anorexia, desidratacao,
blefarite, ceratoconjuntivite, e outros sinais relacionados aos sistemas
respiratério, digestério, urinario e nervoso, até a presenca de Obito. Em alguns
casos, ha somente a presenca de conjuntivite (NASPHYV, 2010).

Em um surto de clamidiose na cidade de Sao Paulo, Raso et al. (2002)
descreveram os sinais clinicos de clamidiose em 95 filhotes de Amazona
aestiva. Os papagaios eram provenientes de trafico e apresentavam letargia,
dispnéia, penas ericadas, anorexia, diarréia verde-amarelada, polilria,

desidratacdo, emagrecimento e alta taxa de mortalidade (96,5%).

1.4 Alteracdes anatomopatolégicas

As lesbes macroscopicas podem ou ndo ser observadas em aves
infectadas com C. psittaci; as alteracdes mais comuns sdo aerosaculite,
hepatomegalia, esplenomegalia, enterite, peritonite, pericardite,
broncopneumonia e sinusite (FRIEND; FRANSON, 1999).

Em A. aestiva com infeccdo por C. psittaci, as lesées macroscépicas

observadas foram hepatomegalia e congestao esplénica (RASO et al., 2004).

1.5 Diagndstico

A clamidiose aviaria ndo possui sinais clinicos patognomdnicos, e 0s
resultados de exames radiolégicos, hematoldgicos e bioquimicos sdo apenas
sugestivos da enfermidade; dessa forma, se torna dificil a realizacdo de
diagnostico clinico sem a deteccdo direta ou indireta de C. psittaci (RASO,
2004). No entanto, a presenca de leucocitose, alteracbes na atividade de

enzimas hepaticas, imagens radiograficas evidenciando hepatomegalia e
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esplenomegalia e alteracdes em sacos aéreos sdo indicativos de infeccéo por
C. psittaci (LONGBOTTOM; COULTER, 2003).

Para diagnostico de infeccdo por C. psittaci por meio de métodos
laboratoriais sdo utilizados visualizacdo direta do agente apos utilizacdo de
coloragfes especiais em impressdes de 6rgaos, isolamento do agente seguido
de deteccdo de DNA ou de antigenos, deteccdo de DNA em amostras de
orgaos, suabes ou amostras fecais e testes sorolégicos (ANDERSEN;
VANROMPAY, 2003).

Os principais testes sorolégicos para clamidiose incluem o teste de
aglutinacdo, imunofluorescéncia indireta, ensaio imunoenzimatico indireto
(ELISA) e o teste de fixacdo do complemento (ANDERSEN; VANROMPAY,
2003; NASPHYV, 2010; RASO, 2004; SACHSE et al., 2009). Dentre os métodos
moleculares, 0s mais utilizados sao a rea¢do 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 ser realizada com o fluoréforo Sybr Green,
para classificacdo da espécie. Se o objetivo for a determinacédo do genétipo de
C. psittaci, a PCR em tempo real deve ser realizada com sondas especificas
para cada genétipo ou entdo, deve ser realizada PCR para 0 gene ompA,
seguida de sequenciamento dos fragmentos amplificados (GEENS et al.,
2005).

A PCR em tempo real pode também ser utilizada para deteccdo e
quantificacdo de C. psittaci, e pode fornecer informacfes sobre a distribuicéo
de cada genétipo 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
andlise da curva de dissociacdo em alta resolucdo (HRM), para diferenciacéo
entre as espécies de Chlamydophila (ROBERTSON et al., 2009).

O diagnéstico 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 sdo provenientes de fezes e

suabes de cloaca ou de orofaringe. Um fator a se considerar para o diagnostico
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€ que ha excrecédo intermitente do corpo elementar, particularmente em aves
assintomaticas, o que favorece a ocorréncia de resultados falso-negativos
(GODOQY, 2007).

1.6 Clamidiose no Brasil

No Brasil ha poucos relatos de infeccdo por C. psittaci, € em nenhum
dos relatos houve caracterizacdo molecular para determinacdo do genotipo de
C. psittaci (RASO et al.,, 2010). Em Sao Paulo, foi registrado um surto com
96,5% de mortalidade, em A. aestiva), provenientes de trafico (RASO et al.,
2004). Em outro estudo no Brasil, Raso et al. (2006) detectaram C. psittaci em
2/32 (6,3%) filhotes A. aestiva e em 12/45 (26,7%) filhotes de araras-azuis
(Anodorhynchus hyacinthinus) de vida livre, no Pantanal do Mato Grosso do
Sul.

Raso et al. (2010) realizaram o primeiro estudo soro epidemioldgico para
C. psittaci em humanos e encontraram evidéncia de infeccdo em 4,7% (17/364)
dos funcionérios e veterinarios de sete zooldgicos brasileiros.

Moschioni e Faria (2001) descreveram um caso de clamidiose em
humanos em que um rapaz de 16 anos, de Medina, MG, Brasil, proprietario de
uma criacdo de pombos, apresentou pneumonia e progrediu para insuficiéncia
respiratéria aguda. O diagnéstico de psitacose foi realizado por meio de

imunofluorescéncia com anticorpo monoclonal.

1.7 Psitacose em Saude Publica

De acordo com Telfer et al. (2005), os proprietarios de aves de
companhia, pessoas que trabalham em lojas que comercializam aves, 0sS
médicos veterindrios e todas as pessoas que tem contato com aves sao
considerados como grupos de risco para a doenca.

A transmissdo de C. psittaci ao homem ocorre principalmente pela

inalacdo do corpo elementar presente em penas e fezes secas ou em
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secrecdes respiratorias de aves infectadas (NASPHV, 2010). A enfermidade
em humanos assemelha-se as infec¢gfes de vias aéreas superiores e € descrita
como uma doenca de inicio insidioso, com sintomas inespecificos
(MOSCHIONI; FARIA, 2001). Os sinais clinicos incluem febre, dor de cabeca,
mialgia, mal estar, tosse e pneumonia (MOSCHIONI; FARIA, 2001; NASPHYV,
2010). A transmissao entre pessoas tem sido considerada rara (OLSON;
TREUTING, 1994).

O periodo de incubacao da infeccao por C. psittaci no homem € variavel,
podendo variar de uma a quatro semanas (EUGSTER, 1980).

A participacdo de aves na epidemiologia da clamidiose humana foi
enfatizada por Vasquez et al. (2010), que encontraram alta prevaléncia de
infeccdo por C. psittaci em pombos assintomaticos em parques e jardins
publicos em Madri, Espanha, por meio de PCR.

1.8 Objetivos

Em vista do risco de transmissdo para humanos a partir de aves
assintomaticas, o objetivo deste trabalho foi detectar C. psittaci e C. abortus 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 para o gene ompA,

seguida de sequenciamento do fragmento amplificado.
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CAPITULO 2 - DETECCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
Chlamydophila  psittaci E  Chlamydophila abortus EM AVES
ASSINTOMATICAS

DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Chlamydophila
psittaci AND Chlamydophila abortus IN ASYMPTOMATIC BIRDS

Maria Amador Braz', Deuvania Carvalho Silva®, Maria Emilia Bodini Santiago,
Sérgio Diniz Garcia®, Marcelo Vasconcelos Meireles®

'Unesp, Univ. Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria, Rua
Clovis Pestana, n° 793, CEP 16050-680, Bairro Dona Amélia, Aracatuba — SP.

RESUMO: Chlamydophila psittaci € uma bactéria que causa doenca
respiratoria ou sistémica em aves e em seres humanos. Ha ainda, alguns
relatos de infeccdo em aves por Chlamydophila abortus, que é um agente
etiologico de problemas reprodutivos em mamiferos. Em vista do risco de
transmissdo para humanos a partir de aves assintomaticas o objetivo deste
estudo foi detectar a presenca de C. psittaci e C. abortus 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, mantidas em cativeiro ou oriundas de apreensdo. As amostras foram
submetidas a PCR em tempo real para C. psittaci e C. abortus, para
amplificacdo de fragmento parcial do gene da subunidade 16S do rRNA,
utilizando o SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad) e analise da curva de
dissociacao. Para determinacao do gendétipo de C. psittaci, foi utilizada a hemi-
nested PCR especifica para o 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.
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Palavras-Chave: Pneumonia bacteriana - Aves, psitacose, técnica de

diagnostico molecular, zoonoses

ABSTRACT: Chlamydophila psittaci is a bacterium that causes respiratory or
systemic disease in birds and humans. In birds there is also some reports of
infection by Chlamydophila abortus that is responsible for abortions in
mammals. Owing to the risk of transmission of Chlamydophila from
asymptomatic birds to humans, the objective of this study was to detect the
presence of C. psittaci and C. abortus in asymptomatic birds. Four hundred and
three fecal samples or cloacal swabes were collected from domestic, wild or
exotic birds kept in captivity or from apprehension. 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, followed by sequencing of the amplified fragments were used
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.

KEYWORDS: Pneumonia bacterial — birds, psittacosis, molecular diagnostic

techniques, zoonoses

INTRODUCAO

Considerada como uma das principais zoonoses aviarias (RASO, 2004),
a infeccdo por Chlamydophila psittaci é caracterizada por doenca respiratoria
ou sistémica em aproximadamente 465 espécies de aves (KALETA; TADAY,

2003). Em seres humanos, é responséavel por infec¢éo respiratoria decorrente
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de contato direto ou indireto com aves infectadas, particularmente psitacideos,
pombos, perus ou patos (HEDBERG et al., 1989; HINTON et al., 1993).

Infecgdo por Chlamydophila abortus é raramente relatada em aves, e a
sintomatologia clinica da infeccdo néo esta definida (PANTCHEYV et al., 2009).
Em mamiferos, a infeccdo est4d associada a distlrbios reprodutivos
principalmente em bovinos, caprinos e ovinos (SILVA et al., 2006). No homem,
ainda ndo ha definicdo sobre a importancia da infec¢ao por C. abortus (RHODE
et al., 2010).

A transmissdo da clamidiose ocorre por meio de inalacdo do agente em
suspensao, apOs contato direto ou indireto com fezes, penas ou secrecfes
respiratorias, embora a infec¢ao oral seja uma rota alternativa e importante em
aves (SHEWEN, 1980). Aves portadoras assintomaticas apresentam periodos
intermitentes de excre¢cdo de pequena quantidade da bactéria; a reativacdo da
eliminacdo é favorecida por fatores como estresse, subnutricdo, extremos de
temperatura e cativeiro (BORIE et al., 2001).

A infeccdo em humanos pode ser assintomatica ou apresentar
sintomatologia inespecifica, principalmente relacionada ao trato respiratorio
(ANDERSEN; VANROMPAY, 2003). Individuos com ocupacdes associadas as
aves comerciais ou de companhia sdo considerados como grupo de risco para
infecgéo por C. psittaci (MILLER et al., 1987).

Aves em cativeiro sdo mais sensiveis a infec¢do, portanto, alta taxa de
mortalidade é observada ocasionalmente em aves selvagens capturadas e
mantidas em cativeiro (RASO et al., 2004). A clamidiose aviaria se caracteriza
por letargia, hipertermia, secrecdes nasais e oculares e diminuicdo da
producdo de ovos. A mortalidade pode variar, de acordo com a patogenicidade
do agente (ANDERSEN; FRANSON, 2007; RASO, 2009).

A identificacdo de C. psittaci pode ser realizada utilizando-se testes
soroldgicos, como 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) e métodos moleculares,
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida da anélise do

polimorfismo de fragmentos amplificados, submetidos a digestdo com enzimas
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de restricio (PCR-RFLP), PCR e sequenciamento e PCR em tempo real
(GEENS et al., 2005a; SAYADA et al., 1995; VANROMPAY et al., 1997;).

C. psittaci atualmente é constituida por sete genétipos aviarios (A, B, C,
D, E, F e E/B) e dois gendtipos ndo aviarios (M56 e WC). A determinacao do
gendtipo de C. psittaci é realizada por meio de andlise da sequéncia de
nucleotideos do gene que codifica a proteina da parede externa (ompA)
(GEENS et al., 2005b).

Tendo em vista o risco de transmissao de Chlamydophila para humanos,
a partir de aves assintomaticas, o objetivo deste trabalho foi detectar C. psittaci
e C. abortus em amostras de fezes e de suabes cloacais de aves
assintoméaticas, por meio da PCR em tempo real e, posteriormente, nas
amostras positivas, identificar o genoétipo de C. psittaci por meio da hemi-
nested PCR para o gene ompA, seguida de sequenciamento do fragmento

amplificado.

MATERIAL E METODOS

Amostras fecais e Extracdo de DNA

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

Foram colhidas 403 amostras, sendo que 199 correspondiam a suabes
cloacais e 204 eram amostras fecais. As amostras fecais foram colhidas
imediatamente apds a defecacédo e, logo apds a colheita, foram armazenadas

em temperatura ambiente, por no maximo uma semana, em microtubos de 2,5
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mL contendo o tampéao L6 (Triton X100 1 %, Tris-Cl pH 6,4 0,1 M, isotiocianato
de guanidina 6 M); os suabes cloacais foram congelados a -20° C. A extragéo
de DNA gendmico de C. psittaci foi realizada de acordo com Silva et al. (2010).

Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Para determinacdo da curva de regressdo padrdo e padronizacdo da
PCR em tempo real, foi utilizado um fragmento de 818 pb da subunidade 16S
do rRNA, amplificado por meio de PCR convencional utilizando os
oligonucleotideos iniciadores 16SFor e 16SRew (Quadro 1), que foram
elaborados com utilizacdo do software Primer Blast e sdo especificos para
amplificagédo de DNA de Chlamydophila spp. Como n&o havia disponibilidade
de DNA de C. psittaci para utilizagdo como controle positivo, o fragmento foi
amplificado a partir de DNA genémico de C. abortus, que apresenta
similaridade genética de 99,5% com C. psittaci (AF481048), no gene da
subunidade 16S do rRNA. As condicbes da PCR convencional para
amplificacdo do fragmento de 818 pb foram as seguintes: 17,15ul de agua
ultra-pura, 2,5 pl de PCR buffer, 2,5mM de MgCl,, 0,2mM de cada
desoxiribonucleotideo, 0,5U de Platinum Taq DNA polimerase® (Invitrogen),
200nM de cada oligonucleotideo iniciador e 1ul de DNA de C. psittaci. Foi
utilizada desnaturacao inicial de 95°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de
desnaturacao a 95°C, por 45 segundos, e anelamento e extensédo a 58°C, por
30 segundos. O fragmento amplificado pela PCR convencional foi submetido a
eletroforese em gel de agarose e o DNA foi purificado utilizando-se o kit
QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) e diluido de forma seriada, na base 10, a
partir de 22 ng de DNA, para obtencéo de seis pontos na curva de regressao.
Cada diluicao foi testada em triplicata.

Apés padronizacdo, a PCR em tempo real foi realizada em amostras de
DNA proveniente de aves, utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos
por Geens et al. (2005a) (Quadro 1), para amplificagcdo de um fragmento de

151 pb da subunidade 16S do rRNA, nas seguintes condi¢des: 6,4pl de 4gua
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ultra-pura, 10ul de SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad), 0,8ul de cada
oligonucleotideo iniciador, CpPsSSfor e CpPsSSrev (Quadro 1) e 2ul de DNA
alvo. Foi utilizada desnaturacéo inicial de 98°C por 2 minutos, seguida de 44
ciclos de desnaturacdo a 95°C, por 5 segundos, e anelamento e extenséao a
60°C, por 5 segundos. Apds o término da amplificacéo, foi determinada a curva
de dissociacdo do fragmento amplificado, com variagcdo de temperatura de 65 a
95°C, com intervalo de 0,2°C e leitura por 10 segundos. A reacéo foi realizada
no sistema para PCR em tempo real CFX-96 (Bio-Rad). Como controles
positivo e negativo foram utilizados DNA de C. abortus e agua ultrapura,

respectivamente.
Hemi- nested PCR e sequenciamento dos fragmentos amplificados

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 CTU (DENAMUR et al.,, 1991) e Chla2 e Chla3, que foram
elaborados com utilizacdo do software Primer Blast (Quadro 1), nas seguintes
condicBes: volume final de 25 pl de solucédo contendo 2,5 pl de tampéao para
PCR 10x, 1,5 mM MgCl,, 5 pMol/microlitro de albumina sérica bovina nao
acetilada, 200 nM de cada oligonucleotideo iniciador, 0,5U de Taq DNA
polimerase, 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo e 2,5 pl 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 desnaturacdo a 95°C
por 30 segundos, 30 segundos de anelamento a 55°C e extensao a 72°C por
60 segundos, com extensao final a 72°C, por 10 minutos. As condi¢des foram
as mesmas em ambas as reagfes. Como controles positivo e negativo foram
utilizados DNA de C. abortus e agua ultrapura, respectivamente.

O fragmento amplificado na reag&o 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,
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utilizando o “ABI Prism® DyeTerminator3.1”, em sequenciador automatico ABI
3730XL (Applied Biosystems). As reacfes de sequenciamento foram realizadas
duas vezes, nas duas direcfes, com os oligonucleotideos iniciadores da reacéo
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

Neste experimento foi observada baixa prevaléncia de Chlamydophila,
provavelmente pelo fato de que as aves nao apresentavam sintomas da
enfermidade e, também, pelo fato de que foi possivel a colheita de somente
uma amostra por ave. Em infecgcfes por C. psittaci ha excrecado intermitente do
corpo elementar, particularmente em aves assintomaticas, o que favorece a
ocorréncia de resultados falso-negativos (GODOY, 2007; VAZQUEZ et al.,
2010).

A ocorréncia de infeccdo por C. psittaci é variavel em funcdo de
situacdes que predispdem as aves a infeccdo, presenca de enfermidade clinica
e ao teste diagndstico utilizado (BRAND, 1989; OKUDA et al., 2011). Ha 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, avaliadas por hemi-
nested PCR (RASO et al.,, 2006), até positividade de 92,2%, em amostras
fecais e em suabes cloacais de papagaios e perigquitos, examinados por meio
de PCR em tempo real (PANTCHEV et al., 2009).

Pantchev et al. (2009) justificam a alta positividade (92,2%) encontrada
pelo fato das aves apresentarem sinais clinicos de clamidiose e,
provavelmente, apresentarem maior quantidade de DNA em fezes, ja que aves
clinicamente doentes apresentam maior chance de eliminacdo do agente se

comparadas com aves portadoras assintomaticas (FRIEND; FRANSON, 1999).
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A curva padrdo obtida apOs padronizacdo 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
dissociacao 83,0 a 83,2 °C (Figura 1). A curva de dissociagao do fragmento de
DNA de C. psittaci amplificado a partir das amostras fecais apresentou
temperatura de dissociacdo de 83,2 a 83,4° C (Figura 1). Essa variacdo na
temperatura de dissociacdo, observada neste experimento, ndo possibilita a
diferenciacéo entre ambas as espécies.

O sequenciamento do fragmento de 818 pb da subunidade 16S do
rRNA, amplificado a partir do DNA de C. abortus utilizado como controle
positivo, revelou polimorfismo de cinco nucleotideos em relacdo as sequéncias
de DNA de C. psittaci publicadas no GenBank (AF481051 e AF481052). Essa
diferenca resultou na pequena diferengca na variagdo na temperatura de
observada na curva de dissociacdo, entre a amostra de C. abortus e entre o
isolado de C. psittaci genoétipo A, identificado em amostra fecal de uma N.
hollandicus (Figura 1).

Como nao ha diferenca na temperatura de dissociacdo suficiente para
permitir a diferenciacao 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 € relatada em aves
(Pantchev et al., 2009).

A classificacdo molecular de C. psittaci ainda apresenta alguns desafios,
particularmente pela existéncia de similaridade genética com C. abortus (VAN
LOOK et al.,, 2003). Essa similaridade genética deve ser considerada no
diagnostico de C. psittaci utilizando PCR em tempo real seguida de analise da
curva de dissociacdo. Neste experimento, mesmo utilizando oligonucleotideos
iniciadores considerados como especificos para C. psittaci (Geens et al.,
2005a), foi possivel amplificagdo de fragmentos de DNA de C. abortus. Essa

amplificacé@o foi possivel mesmo havendo polimorfismo no fragmento do gene
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16S rRNA amplificado a partir do DNA gendmico de C. abortus, na regiao de
anelamento dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na PCR em tempo real
(um nucleotideo no oligonucleotideo iniciador senso e quatro nucleotideos no

oligonucleotideo iniciador anti-senso).

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, 2 Amazona aestiva, 2
Trichoglossus h. haemadus e 1 da ave ordem Piciformes: Ramphastos tucanus
(Tabela 2). Doze amostras foram provenientes de um criatério de psitacideos, 3
de um zooldgico e 2 de aves provenientes de apreensao.

A hemi-nested PCR revelou amplificacdo de DNA de Chlamydophila em
2 amostras de Nymphicus hollandicus (Tabela 2), entre aquelas positivas pela
PCR em tempo real. As duas foram provenientes do mesmo criatorio. Foi
possivel o sequenciamento de uma das amostras positivas pela hemi-nested
PCR, o que permitiu a identificacdo do gendtipo A de C. psittaci. Em um estudo
realizado por Mitchell et al. (2009), 70% das amostras positivas para
Chlamydophila spp. foram identificadas como genoétipo A de C. psittaci, que €
comumente identificado em amostras de psitacideos (GEENS et al., 2005a), o
gue corrobora com nossos resultados.

Infeccdo por C. psittaci ja foi identificada em psitacideos (RASO et al.,
2002; 2004; 2006) e pombos no Brasil (LIMA et al., 2011). No entanto, ainda
nao ha estudos no Brasil sobre quais genbtipos infectam aves ou o homem.

Os resultados encontrados demonstram que a PCR em tempo real com
o fluoréforo Eva Green® seguida da andlise da curva de dissociagcdo pode ser
utilizada para deteccado de DNA de C. psittaci e C. abortus em amostras fecais
de aves assintomaticas. Pelo fato de apresentar alta sensibilidade, esse
meétodo de diagndstico representa um auxilio valioso para deteccdo de infeccao
em aves que apresentam eliminacdo do agente em pequena quantidade em

amostras fecais, como verificado por Okuda et al. (2011), que relatam que a
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PCR em tempo real apresentou sensibilidade 1.000 vezes maior que a nested
PCR, para deteccéo de DNA de C. psittaci em cultivo celular.

E importante salientar que este é o primeiro trabalho realizado no Brasil
utilizando a PCR em tempo real para diagnéstico de clamidiose em aves, e a

primeira identificagcdo molecular do gendtipo A de C. psittaci, no Brasil.
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C. abortus —

< C. psittaci

gendtipo A

FIGURA 1 - Curva de dissociacdo observada na PCR em tempo real para

Chlamydophila abortus e Chlamydophila psittaci.

Tabela 1 — Amostras positivas para Chlamydophila pela PCR em tempo real.

Ordem Numero de Amostra 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
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Tabela 2 — Determinacdo do gendtipo 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

Amostras positivas

Identificacdo do

Espécie pela PCR em tempo pela hemi-nested genoétipo (nimero de
real PCR amostras)
Amazona aestiva 2 . )
Nymphicus . -
hollandicus 12 2 C. psittaci gendtipo A (1)
Ramphastus 1 ] ]
tucanus
Trichoglossus h.
2 - -

haemadus

Total 17 2 1
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