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RESUMO

A clamidiose avidria é uma importante doenca causada por bactérias da familia
Chlamydiaceae. Acomete varias espécies de aves em diversos paises, incluindo o Brasil,
no entanto ainda ha escassez de informacdes relacionadas a epidemiologia da infecgédo
por Chlamydiaceae em aves. Além das aves, Chlamydia spp. pode infectar outros animais
e 0o homem. Comumente, a clamidiose é causada por Chlamydia psittaci, porem,
recentemente, foram reconhecidas novas espécies acometendo aves. Este estudo teve
como objetivo avaliar a ocorréncia de bactérias do género Chlamydia em aves de vida
livre da cidade de Aracatuba e regido. Foram analisados suabes cloacais de 150 aves de
diversas ordens, que foram enviadas para atendimento na Associacdo Mata Ciliar —
Centro Recuperacao de Animais Silvestres (CRAS), vinculado a Faculdade de Medicina
Veterinaria da UNESP, campus de Aracatuba. Todas as 150 amostras foram submetidas
a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real, para amplificacdo especifica
de um fragmento parcial do gene OMPa de C. psittaci, e a PCR para amplificacédo
especifica de um fragmento parcial do gene 16S rRNA de bactérias da familia
Chlamydiaceae, seguida de sequenciamento genético. Todas as amostras submetidas a
PCR em tempo real para C. psittaci foram negativas. A PCR especifica para a familia
Chlamydiaceae foi positiva em 20 amostras. Os fragmentos amplificados pela PCR foram
submetidos ao sequenciamento genético e uma de pomba-de-asa-branca (Patagioenas
picazuro) foi positiva para Chlamydia avium. A analise dos demais fragmentos enviados
para sequenciamento foi inconclusiva para identificagdo da espécie, porém, em sete
amostras referentes a trés maritacas (Psitacara leucophtalmus), uma arara canindé (Ara
ararauna), um gaviao carijoé (Rupornis magnirostris), um carcard (Caracara Plancus) e
um periquito do encontro amarelo (Brotogeris chiriri), a analise foi indicativa de que elas
podem estar relacionadas a familia Chlamydiaceae. Este € o primeiro relato de detecgdo
de C. avium no Brasil.

Palavras-chave: Zoonoses, aves, wild birds.



BRUNO, D. B. MOLECULAR DETECTION AND CLASSIFICATION OF
CHLAMYDIA SPP. IN FREE-LIVING WILD BIRDS. 2022. 14f. Dissertagdo
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ABSTRACT

Avian chlamydiosis is caused by bacteria of the Chlamydiaceae family. It is an important
disease of several species of birds with worldwide occurrence, including Brazil, however
there are limited knowledge related to epidemiological data of avian chlamydiosis. In
addition to the birds, Chlamydia spp. infect other animals and humans. Chlamydiosis is
commonly caused by Chlamydia psittaci, but recently new species infecting birds have
been recognized. This study aimed to evaluate the occurrence of Chlamydia spp. in wild
birds from the city of Aracatuba. Cloacal swabs of 150 birds of different orders were
analyzed. Birds have been sent for assistance at the Mata Ciliar Association — Wild
Animal Recovery Center (CRAS), linked to the Faculty of Veterinary Medicine of
UNESP, Aracatuba campus. All 150 samples were examined using two molecular
detection and characterization protocols: 1) specific amplification of a partial fragment of
the OMPa gene of C. psittaci by real-time polymerase chain reaction (PCR); 2) PCR for
specific amplification of a partial fragment of the 16S rRNA gene from bacteria of the
Chlamydiaceae family, followed by genetic sequencing. All samples submitted to real-
time PCR for C. psittaci were negative. Specific PCR for the Chlamydiaceae family was
positive in 20 samples. Genetic sequencing identified Chlamydia avium in one sample
from a white-winged dove (Patagioenas picazuro). The analysis of the other fragments
sent for sequencing was inconclusive for the identification of the bacteria species,
however, in seven samples from three parrots (Psitacara leucophtalmus), a blue-and-
yellow macaw (Ara ararauna), a carij6 hawk (Rupornis magnirostris), a caracara
(Caracara plancus) and a yellow-tailed parakeet (Brotogeris chiriri), genetic sequencing
was indicative that they may be related to the Chlamydiaceae family. This is the first
report of C. avium in Brazil.

Keywords: Zoonosis, bird, wild birds.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um pais rico em biomas e contém uma grande biodiversidade
de fauna e flora. O Cerrado possui diversa variedade de aves, onde é possivel
encontrar 935 espécies, das quais 148 sao exclusivas desse ecossistema (LIMA,
2018).

De acordo com o Comité Brasileiro de Registro Ornitolégicos, no altimo
levantamento realizado, foi determinada a ocorréncia de 1.919 espécies de aves
no Brasil (PIACENTIN, 2015).

A clamidiose, uma doenca infecciosa de aves, mamiferos e répteis, e a
psitacose, denominagdo usada quando a doenca ocorre em humanos, é
causada por bactérias do género Chlamydia, que apresentam o formato de um
cocobacilo e coloracdo Gram-negativa. O envoltério celular de Chlamydia spp. é
semelhante a parede celular de outras bactérias Gram-negativas, exceto por ndo
possuirem peptideoglicano. Nao possuem capacidade de obter energia
mediante atividades metabdlicas, por esse motivo, sao classificadas como
intracelulares obrigatorias (PROENCA et al., 2011; BRAZ, 2014).

Ao longo dos ultimos anos, os microrganismos da familia Chlamydiaceae
foram classificados e reclassificados quanto ao seu género, devido a indefinicdes
sobre as diferencas de replicacdo, aspectos morfoldégicos e pelos métodos
necessarios para identificacdo de cada espécie (PICOLLI et al., 2021). Uma
padronizacdo em um Unico género, Chlamydia, foi proposta por Sachse et al.
(2015), tornando-se o padrao utilizado atualmente.

Inicialmente, Chlamydia spp. foi classificada como sendo um virus e,
posteriormente, como Rickettsia. Pertence a familia Chlamydiaceae, que é
composta pelo género Chlamydia, que contém 17 espécies (PROENCA et al.,
2011; LAROUCAU et al., 2019; CHAIWATTANARUNGRUENGPAISAN et al.,
2021).

Chlamydia psittaci € uma bactéria que causa doenca respiratoria ou

sistémica em aproximadamente 465 espécies de aves, com ocorréncia em varios
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paises (KALETA E TADAY, 2003). As maiores taxas de infeccdo e de
mortalidade sdo encontradas em psitacideos (STOKES et al., 2021).

Existem diversos relados de infeccdo por C. avium em pombos na
Europa (SARIYA 2015, BURTA 2018, KIK 2020, GOLESTANI 2020, POPELIN-
WEDLARSKI 2020); apesar de C. avium ser uma espécie de Chlamydia com
descricéo relativamente recente, ela deve ser considerada em pesquisas de
doencas aviarias, pois os dados epidemiologicos e potencial zoonotico dessa
espécie ndo foram bem estabelecidos. Chlamydia avium pode ainda estar
associada a casos de clamidiose humana, assim como a infec¢des em planteis

relacionados a conservacao de espécies em extincao e em aviarios comerciais.

As informacdes sobre a ocorréncia da clamidiose em aves no Brasil, assim
como nos demais paises da América do sul, como Argentina, Uruguai, Bolivia e
Chile, sdo escassas. Nos Estados Unidos, a clamidiose esta na lista da
Organizacdo Mundial de Saude Animal, sendo uma doenca de notificacdo
obrigatdria para animais terrestres ou aquaticos; a notificacdo deve ocorrer em
um prazo de 48 horas (FERREIRA, 2014).

De acordo com Telfer et al. (2005), os proprietarios de aves de companhia,
pessoas que trabalham em lojas que comercializam aves, os médicos
veterinarios e todos os individuos que tém contato com aves sao considerados
como grupos de risco para a doenca. O periodo de incubacéo da infeccao por C.
psittaci no homem ¢€ variavel, podendo oscilar de uma a quatro semanas
(EUGSTER, 1980). Individuos imunossuprimidos, com problemas respiratérios
graves e cronicos ou idosos, tem 0 maior risco de desenvolver a doenca (RASO,
2014).

O diagnéstico precoce em humanos é fundamental para a resposta
terapéutica satisfatéria e deve ser considerado, especialmente em casos de
pneumonia que evoluem de modo insatisfatorio, que ndo respondem a terapia
antimicrobiana e cujo historico sugere a exposicdo a aves. Cursos graves e fatais
da doenca estéo relacionados a diagnoésticos tardios (MOSCHIONI et al., 2001).

Casos fatais em humanos positivos para clamidiose ocorrem em até 25% dos
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pacientes nao tratados e em menos de 1% quando tratados corretamente
(PROENCA et al., 2011).

A transmisséo da clamidiose entre as aves ocorre por meio de inalagao
ou ingestao do microrganismo em suspensao e por contato direto ou indireto com
as penas, fezes e secrecdes respiratorias contaminadas. Também ha evidéncias
de transmissao vertical pelo ovo, e com menor probabilidade, por picada de
insetos. A infeccéo ocorre inicialmente quando os corpos elementares presentes
nos restos de penas e excrecdes se dispersam no ambiente pela circulacdo do
ar, infectando dessa maneira as células epiteliais dos individuos suscetiveis
(BRAZ, 2014).

Chlamydia spp. possui duas formas metabdlicas distintas: o corpo
reticular (CR) e o corpo elementar (CE). O CR € intracelular, com metabolismo
ativo. O CE é a forma infecciosa do microrganismo, metabolicamente inerte, e

pode ser encontrado no meio externo (PICCOLLI et al., 2021).

O ciclo biolégico tem inicio pela endocitose do corpo elementar pela célula
hospedeira, onde ha diferenciacdo em corpo reticular, que se divide por divisdo
binaria e forma microcolénias, denominadas corpusculos de inclusdo ou corpos
de Levintal-Collie-Lilie (LCL), contendo de 100 a 500 bactérias por célula. Apos
a maturacado, que varia de 24 a 48 horas, 0s corpos reticulares diferenciam-se
novamente em corpos elementares que, por meio de lise celular, séo liberados
no meio ambiente, completando assim todo o ciclo de desenvolvimento
(GUERLACH, 1994; PROENCA et al., 2011).

Chlamydia spp. penetra no organismo e tem disseminacéo pela corrente
sanguinea, podendo ser encontrada no parénquima pulmonar e nas células
reticulo-endoteliais do baco e do figado (BORGES et al., 2020).

O periodo de incubacao da clamidiose pode variar de dias a semanas e
tem relacdo com a viruléncia do agente, com a espécie acometida e condi¢édo de
saude da ave. A doenga clinica se manifesta apdés a exposicdo a fatores
predisponentes, como manejo inadequado, ma-nutricdo, transporte erréneo,

excesso populacional e remoc¢ao do habitat natural (PROENCA et al., 2011).

Chlamydia spp. tem sensibilidade ao calor, mas os CEs, quando

protegidos por debris organicos presentes, como nas fezes ou em secrecoes,
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sao resistentes por bastante tempo e podem sobreviver por até um més no meio
ambiente (RASO, 2014).

Os CEs néo possuem resisténcia a desinfetantes de uso comum, como
compostos de amonia quaternaria e etanol 70%, calor e incidéncia de luz solar
direta, porém podem permanecer viaveis em excrecdes secas de animais por
longos periodos ou por varios dias em agua em temperatura ambiente
(PROENCA et al., 2011).

Os sinais clinicos da clamidiose podem ser manifestados de maneira
aguda, subaguda, crbénica ou assintomética (PROENCA et al., 2011). Uma ave
infectada pode ser portadora assintomatica por longos periodos, representando
o risco de uma importante fonte de infeccdo para outras aves e os humanos
(ARAUJO et al., 2019).

A clamidiose ndo possui sinais clinicos patognomonicos em aves, 0 que
resulta em dificuldade para obtencao de um diagndstico definitivo e em uma taxa
de prevaléncia subestimada. Apesar disso, um diagndstico acurado e rapido &
necessario devido a alta mortalidade que pode ocorrer aves e ao seu potencial
zoonotico (CASAGRANDE, 2014).

As formas subaguda ou crbénica da clamidiose sdo frequentes em
espécies de aves com baixa suscetibilidade a infec¢cdo ou apés infeccdo com
cepas de viruléncia baixa a moderada (PROENCA et al., 2011). Os casos de
desenvolvimento da forma clinica estdo ligados a uma diversidade de fatores,
como a espécie afetada, sorotipo, viruléncia, grau de exposicéo a bactéria, porta
de entrada, idade da ave, status imunoldgico do hospedeiro e presenca de
doencas concomitantes (PROENCA et al., 2011; ARAUJO et al., 2019).

Nas manifestacdes aguda e subaguda da clamidiose, as aves podem
apresentar anorexia, letargia, plumagem ericada, desidratacéo, diarreia verde
amarelada, blefarite e conjuntivite; também podem apresentar coriza, espirros e
dispneia, devido a pneumonia e aerossaculite, ou podem vir a 6bito de modo
repentino. Na forma cronica da doenca os sinais sdo mais discretos; as aves
demonstram apatia, conjuntivite, emagrecimento progressivo e alteracdes

respiratorias discretas. Como o figado geralmente é afetado, a coloracédo das
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penas pode ser alterada em aves cronicamente infectadas. Na forma inaparente,
as aves nao manifestam sinais clinicos, mas permanecem como portadoras e
sdo capazes de eliminar o agente por longos periodos (PROENCA et al., 2011,
BRAZ, 2014).

A técnica de isolamento e identificacdo de Chlamydia é pouco utilizada,
por se tratar de uma bactéria intracelular obrigatéria e que necessita ser cultivada
em linhagens celulares ou ovos embrionados, em laboratérios com alto nivel de
biosseguranca, o que dificulta a utilizacdo desse meio de diagndstico na rotina
de atendimentos. As principais técnicas utilizadas sdo as moleculares e exames
sorologicos (PROENCA et al., 2011; CASAGRANDE et al., 2014). A confirmagéo
do diagnodstico da infeccdo por Chlamydia por testes sorolégicos requer um
aumento de quatro vezes ou mais no titulo de anticorpos, apos coletas de duas

amostras com intervalo de no minimo duas semanas (RASO, 2014).

O diagndstico de infeccdo por Chlamydia pela reacdo em cadeia pela
polimerase (PCR) é utilizado para diagnostico da infeccdo em humanos, aves e
em outras espécies de animais, pelo fato de a PCR apresentar alta sensibilidade
e especificidade. As amostras mais utilizadas para o diagnéstico sao
provenientes de fezes e suabes cloacal ou de orofaringe. Um fator a se
considerar para o diagnostico € que ha excrecdo intermitente do corpo
elementar, particularmente em aves assintomaticas, o que favorece a ocorréncia
de resultados falso-negativos; por esse motivo, ha a recomendacédo de colheita

seriada do material a ser analisado (GODOY, 2007; ARAUJO et al., 2019).

O tratamento preconizado para a clamidiose aviaria é a administracéo de
antibiéticos da classe das tetraciclinas, sendo a doxicilina, que atua
principalmente durante a fase de replicacao da bactéria, uma droga de eleicéo.
O tratamento administrado na ave deve ter duracédo de 45 dias, com a dose de
25-50 mg\kg, para a maioria das espécies, por via oral, a cada 24 horas.
Tratamentos alternativos tém sido descritos, como protocolos baseados no uso
de macrolideos e quinolonas, com destaque aos antibidticos azitromicina e
enrofloxacina (PROENCA et al., 2011; BORGES et al, 2020).
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Os corpos elementares ndo possuem sensibilidade a antibioticoterapia,
devido ao fato de ndo possuirem metabolismo ativo, o que pode influenciar na
eficacia do tratamento (BORGES et al., 2020). Por essa razdo, mesmo a ave
recebendo o tratamento adequado, ela pode continuar como portadora de
Chlamydia (RASO, 2014).

De acordo com Araujo et al. (2019), a implementacdo de limpeza e
medidas de desinfeccdo deve ser rigorosa em locais de atendimento e
tratamento de aves, locais de reproducdo comercial e de quarentena e em locais
gue possuem movimentacdo de aves migratorias, a fim de evitar e controlar a

disseminacgéao de C. psittaci no ambiente e para outros animais e humanos.

Como medidas de controle e prevencdo, se destacam a importancia de
evitar aproximar aves de diferentes origens e recém-adquiridas, sem antes
realizar periodo de quarentena, e isolar possiveis aves doentes do restante do
plantel. O descarte de materiais que nao possibilitam uma adequada desinfeccao
deve ser realizado, como por exemplo, poleiros de madeira presentes nos
recintos (BORGES et al., 2020).

O uso do avental, mascara, luvas e 6culos é recomendado durante o
manejo e manuseio das aves, para evitar a inalacdo de particulas infecciosas
pelos tutores e funcionarios que lidam com os animais doentes. Essas
recomendacdes se estendem tanto a aos médicos veterinarios, quanto aos
tratadores de aves que trabalham com a alimentacdo das mesmas e até mesmo
aos humanos com hébitos de cortar grama sem o coletor adequado, onde pode
ser favorecido a dispersdo de corpos elementares e a ocorréncia da zoonose
(STOKES, 2021).

Pesquisas relacionadas as bactérias da familia Chlamydiaceae vém
sendo desenvolvidas em todo o mundo. No Brasil, ja foram desenvolvidos alguns
estudos, porém ainda sdo escassas as informagodes relacionadas a infecgao por
Chlamydia spp. em aves de vida livre. Visto que a clamidiose aviaria pode ser
uma doenca de importancia na conservagdo e manutencdo das espécies
aviarias, além de sua relevancia em saude publica, o presente estudo objetivou
avaliar a ocorréncia de Chlamydia spp. em aves de vida livre da regido noroeste

do estado de Sao Paulo.
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2 CAPITULO 1-DETECCAO E CLASSIFICACAO MOLECULAR
DE CHLAMYDIA SPP. EM AVES SELVAGENS DE VIDA LIVRE

BRUNO, D. B. DETECCAO E CLASSIFICACAO MOLECULAR DE
CHLAMYDIA SPP. EM AVES SELVAGENS DE VIDA LIVRE. 2022. 14f.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2022.

2.1 Resumo

A clamidiose avidria é uma importante doenca causada por bactérias da familia
Chlamydiaceae. Acomete varias espécies de aves em diversos paises, incluindo o Brasil,
no entanto ainda ha escassez de informacdes relacionadas a epidemiologia da infecgdo
por Chlamydiaceae em aves. Além das aves, Chlamydia spp. pode infectar outros animais
e 0 homem. Comumente, a clamidiose é causada por Chlamydia psittaci, porem,
recentemente, foram reconhecidas novas espécies acometendo aves. Este estudo teve
como objetivo avaliar a ocorréncia de bactérias do género Chlamydia em aves de vida
livre da cidade de Aracatuba e regido. Foram analisados suabes cloacais de 150 aves de
diversas ordens, que foram enviadas para atendimento na Associacdo Mata Ciliar —
Centro Recuperacdo de Animais Silvestres (CRAS), vinculado a Faculdade de Medicina
Veterindria da UNESP, campus de Aracatuba. Todas as 150 amostras foram submetidas
a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) em tempo real, para amplificacdo especifica
de um fragmento parcial do gene OMPa de C. psittaci, e a PCR para amplificacdo
especifica de um fragmento parcial do gene 16S rRNA de bactérias da familia
Chlamydiaceae, seguida de sequenciamento genético. Todas as amostras submetidas a
PCR em tempo real para C. psittaci foram negativas. A PCR especifica para a familia
Chlamydiaceae foi positiva em 20 amostras. Os fragmentos amplificados pela PCR foram
submetidos ao sequenciamento genético e uma de pomba-de-asa-branca (Patagioenas
picazuro) foi positiva para Chlamydia avium. A analise dos demais fragmentos enviados
para sequenciamento foi inconclusiva para identificacdo da espécie, porém, em sete
amostras referentes a trés maritacas (Psitacara leucophtalmus), uma arara canindé (Ara
ararauna), um gavido carijo (Rupornis magnirostris), um carcard (Caracara Plancus) e
um periquito do encontro amarelo (Brotogeris chiriri), a analise foi indicativa de que elas
podem estar relacionadas a familia Chlamydiaceae. Este é o primeiro relato de deteccao
de C. avium no Brasil.

Palavras-chave: Clamidiose, Pombos, Chlamydia avium, Zoonose.
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2.2 Abstract

Avian chlamydiosis is caused by bacteria of the Chlamydiaceae family. It is an important
disease of several species of birds with worldwide occurrence, including Brazil, however
there are limited knowledge related to epidemiological data of avian chlamydiosis. In
addition to the birds, Chlamydia spp. infect other animals and humans. Chlamydiosis is
commonly caused by Chlamydia psittaci, but recently new species infecting birds have
been recognized. This study aimed to evaluate the occurrence of Chlamydia spp. in wild
birds from the city of Aragatuba. Cloacal swabs of 150 birds of different orders were
analyzed. Birds have been sent for assistance at the Mata Ciliar Association — Wild
Animal Recovery Center (CRAS), linked to the Faculty of Veterinary Medicine of
UNESP, Aracatuba campus. All 150 samples were examined using two molecular
detection and characterization protocols: 1) specific amplification of a partial fragment of
the OMPa gene of C. psittaci by real-time polymerase chain reaction (PCR); 2) PCR for
specific amplification of a partial fragment of the 16S rRNA gene from bacteria of the
Chlamydiaceae family, followed by genetic sequencing. All samples submitted to real-
time PCR for C. psittaci were negative. Specific PCR for the Chlamydiaceae family was
positive in 20 samples. Genetic sequencing identified Chlamydia avium in one sample
from a white-winged dove (Patagioenas picazuro). The analysis of the other fragments
sent for sequencing was inconclusive for the identification of the bacteria species,
however, in seven samples from three parrots (Psitacara leucophtalmus), a blue-and-
yellow macaw (Ara ararauna), a carij0 hawk (Rupornis magnirostris), a caracara
(Caracara plancus) and a yellow-tailed parakeet (Brotogeris chiriri), genetic sequencing
was indicative that they may be related to the Chlamydiaceae family. This is the first
report of C. avium in Brazil.

Keywords: Chlamydiosis, Pigeons, Chlamydia avium, Zoonosis.
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2.3 Introducéo

10 Brasil possui uma grande biodiversidade relacionada a avifauna, sendo que
na Amazonia é encontrado o maior nimero de espécies, seguida pela Mata Atlantica e
Cerrado. Entre as regides com espécies ameacadas de extingdo, o Cerrado possui 0
segundo maior nimero (Marini, 2005). Devido a sua alta popularidade, a Classe Aves €
a que apresenta 0 maior numero de espécies mantidas como animais de estimacéo, sendo
procedentes, em grande parte, de trafico e comércio ilegal (Castro et al., 2013).

Ao longo dos anos, as aves vém sendo mantidas em maior frequéncia como
animais de estimac&o e, por consequéncia, em contato proximo aos seres humanos, o que
leva a uma maior probabilidade de transmissdo de patdégenos bacterianos zoonoticos.
Dentre as possiveis zoonoses avidrias, a clamidiose é uma doenca que se destaca, com
impacto significativo em saude publica (Scherer et al., 2021).

A familia Chlamydiaceae é constituida pelo género Chlamydia, que se caracteriza
por organismos intracelulares obrigatdrios distinguidos por um ciclo de desenvolvimento
bifasico, composto pelas fases de replicacédo e infeccdo, nas quais sdo originados o corpo
reticular (CR) e o corpo elementar (CE), respectivamente (Cheong et al., 2019; Laroucau
etal., 2019).

Chlamydia spp. sdo bactérias gram-negativas que causam infec¢des em humanos
e animais, com diferentes manifestacdes clinicas, conforme a espécie e suscetibilidade do
hospedeiro. O género Chlamydia compreende 17 espécies, que foram propostas ou
formalmente classificadas: Chlamydia abortus, Chlamydia avium, Chlamydia buteonis,
Chlamydia caviae, Chlamydia crocodili, Chlamydia felis, Chlamydia gallinacea,
Chlamydia ibidis,, Chlamydia muridarum, Chlamydia pecorum, Chlamydia
pneumoniae,, Chlamydia poikilothermis, Chlamydia psittaci, Chlamydia serpentis,
Chlamydia suis, Chlamydia testudinis e Chlamydia trachomatis (Laroucau et al., 2019;
Chaiwattanarungruengpaisan et al., 2021).

Nas aves, o termo clamidiose ou ornitose se refere a doenca causada por espécies
de Chlamydia; em humanos, a denominacdo mais comum, relacionada as infeccdes por
espécies zoondticas, é psitacose, que faz referéncia as aves da ordem Psitaciformes e a
espécie C. psittaci, ambas frequentemente relacionadas a infeccbes em humanos
(Laroucau et al., 2019). A maior prevaléncia da clamidiose ¢ em aves jovens ou
imunossuprimidas. A transmissdo tem carater horizontal, tendo como porta de entrada 0s
tratos digestorio e respiratorio. Alta prevaléncia tem sido observada em aves portadoras,
em pesquisas desenvolvidas em criadouros brasileiros (Freitas et al., 2011).

Dentre as espécies descritas, C. trachomatis e C. pneumoniae estdo comumente
relacionadas a infec¢cbes em humanos, sendo a C. psittaci frequentemente observada em
casos de zoonoses relacionadas as aves (Sachse et al., 2014; Laroucau 2019). As espécies
que infectam aves sdo C. psittaci, C. ibidis, C. avium, C. gallinacea, C. pecorum e C.
muridarum, que ja foram identificadas em mais de 70 espécies de aves (Cheong et al.,
2019; Stokes, 2021).

Apesar de a infeccdo em aves ser mais frequentemente relacionada a C. psittaci,
recentemente, foram reportados casos de clamidiose aviaria causada por trés espécies de
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Chlamydia: C. gallinacea, C. avium e C. buteonis. Em relacdo a essas trés espécies, ha
escassez de dados relacionados a sua variedade de hospedeiros aviarios e potencial
zoonotico (Sachse et al., 2014; Laroucau et al., 2019; Popelin-Wedlarski et al., 2020).

N&o ha sinais clinicos patognoménicos da clamidiose e é dificil definir um
diagnostico definitivo sem a realizacdo de exames laboratoriais, 0 que resulta em taxas
de prevaléncia subestimadas. Apesar disso, um diagnostico acurado da infec¢do por
Chlamydia spp. € necessario devido a alta mortalidade que pode ocorrer em aves e ao seu
potencial zoonotico (Casagrande et al., 2014).

A reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) é utilizada para diagnosticar a infeccédo
por Chlamydia spp. em humanos, aves e em outras espécies de animais, por apresentar
alta sensibilidade e especificidade. As amostras mais utilizadas para diagnostico sdo
constituidas por fezes e suabes cloacais ou de orofaringe. Um fator a se considerar para o
diagnostico é que ha excrecdo intermitente do corpo elementar, particularmente em aves
assintomaéticas, o que favorece a ocorréncia de resultados falso-negativos; por esse
motivo, é recomendavel a colheita seriada do material a ser analisado (Godoy, 2007;
Aragjo et al., 2019).

Pesquisas relacionadas as bactérias da familia Chlamydiaceae vém sendo
desenvolvidas em todo o mundo. No Brasil, ja foram desenvolvidos alguns estudos,
porém ainda s&o escassas as informagdes relacionadas a infecgdo por Chlamydia spp. em
aves de vida livre. Visto que a clamidiose aviaria pode ser uma doenca de importancia na
conservagao e manutencdo das espécies aviarias, além de sua relevancia em salde
publica, o presente estudo objetivou avaliar a ocorréncia de Chlamydia spp. em aves de
vida livre da regido de Aracatuba, Sdo Paulo.

2.4 Material e Métodos
2.4.1 Amostras fecais

Todos os procedimentos foram realizados conforme os critérios éticos exigidos
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), recebendo
aprovacdo no Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterindria da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
Campus de Aracatuba (Processo FOA n° 00273-2020).

As aves deste estudo sdo provenientes de atendimentos realizados na Associacao
Mata Ciliar — Centro Recuperacdo de Animais Silvestres (CRAS) — vinculado a
Faculdade de Medicina Veterinaria da UNESP, campus de Aracatuba. O registro de cada
ave foi feito de maneira individual, em ficha contendo a espécie, nome cientifico e
estimativa de idade. Foram registrados também os dados sobre a origem e o 6rgdo
competente que realizou a entrega para atendimento.

Foi utilizada uma técnica de amostragem por conveniéncia. As amostras foram
constituidas por 150 suabes cloacais colhidos de 150 aves de diversas ordens, no periodo
de abril de 2020 a outubro de 2021. A colheita foi realizada no momento da chegada das
aves para o atendimento, independentemente da apresentacdo de sinais clinicos. Os
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suabes foram armazenados secos, sem conservantes, em um microtubo, a -20° C, até a
extracdo do DNA genémico.

2.4.2 Pesquisa e classificacdo molecular de Chlamydia spp.

Os suabes foram agitados em vortex em um microtubo contendo 350 pl de
tampé&o TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) e centrifugadas a 10.000 X g por 5 min.
O suabe foi removido do tubo e 0 DNA foi extraido de aproximadamente 200 pl do
tampé&o TE contendo o sedimento, utilizando o DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen).

Foi realizada a PCR em tempo real especifica para detec¢éo e identificacdo de C.
psittaci, de acordo com o protocolo definido por Heddema et al. (2015), para amplificacao
de um fragmento de 174 a 183 pb do gene ompA, usando os primers CPVDF 5°-GTC
AAG AGCAACTTTTGATGC-3’e¢e CPVDR5’-ATTTTG TTG ATC TGAATC GAA
GC-3’, o SYBR Green JumpStart® Taq ReadyMix (Sigma-Aldrich), 500 nM de cada
primer ¢ 2,5 ul de DNA alvo, em um volume total de 25 ul. Como controles negativo e
positivo, foram utilizados agua ultrapura e um fragmento de DNA sintético contendo uma
sequéncia do gene ompA de C. psittaci (GenScript), respectivamente. As reacdes foram
realizadas no sistema para PCR em tempo real CFX96® (Bio-Rad), em microtubos para
PCR em tempo real de 0,1 ml (Scientific Specialties), em um total de 40 ciclos, com
desnaturacéo inicial a 94° C por 30 s, seguida de 40 ciclos com desnaturagéo a 94° C por
cinco segundos, anelamento e extensdo simultaneas a 60° C por 60 segundos, seguindo-
se a analise da curva de dissociacdo do fragmento amplificado, com temperatura variando
de 65°C a 95°C, incremento de 0,5° C e leitura por cinco segundos. Agua ultrapura foi
utilizada como controle negativo.

A PCR especifica para deteccdo de bactérias da familia Chlamydiaceae foi
realizada para a amplificacdo de um fragmento de 194 pb do gene 16S rRNA, com o0s
primers  16SIGF 5> CGGCGTGGATGAGGCAT-3* e  16SIGR  5°-
TCAGTCCCAGTGTTGGC-3" (EVERETT et al., 1999), usando o JumpStart® Taq
ReadyMix® (Sigma Aldrich), 200 nM de cada primer e 2,5 ul de DNA alvo, em um
volume total de 25 pl. As reagdes foram realizadas no termociclador SimpliAmp (Thermo
Fisher Scientific), em microtubos para PCR de 0,2 ml, em um total de 40 ciclos, com
desnaturacdo inicial a 94° C por 30 s seguida de 40 ciclos com desnaturacdo a 94° C por
30 s, anelamento a 51° C por 30 segundos e extensdo a 72° C por 45 segundos. Como
controle positivo foi utilizado um fragmento de DNA sintético contendo uma sequéncia
do gene 16S rRNA de C. psittaci (GenScript). Agua ultrapura foi utilizada como controle
negativo. Todas as amostras foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado pelo GelRed® (Biotium). Os amplicons foram purificados usando 0 ExoSAP-IT®
PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) e sequenciados nas duas
direcbes usando o ABI Prism® Dye Terminator 3.1, no sequenciador automatico ABI
3730XL (Applied Biosystems), no Centro de Sequenciamento e Gendmica Funcional da
UNESP, Campus de Jaboticabal. As sequéncias foram analisadas utilizando o
CodonCode Aligner versdo 7.1.1 (CodonCode Corporation).

As sequéncias obtidas por sequenciamento genético foram comparadas com
sequéncias homdlogas publicadas no GenBank, com auxilio do BioEdit Sequence
Alignment Editor (HALL, 1999) e do Basic Local Alignment Search Tool - BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast).
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2.5 Resultados

Foram realizadas andlises de 150 amostras de aves de diversas ordens, sendo
mais frequentes as espécies pertencentes as ordens Columbiformes, Psittaciformes,
Falconiformes e Strigiformes (Tab.1).

As amostras utilizadas nesta pesquisa sao resultantes de aves oriundas de diversas
cidades pertencentes a regido administrativa de Aracatuba, no estado de S&o Paulo, Brasil,
que € constituida pelas cidades de Aragatuba, Birigui, Penapolis, Guararapes, Valparaiso,
Buritama, Clementina, Santo Antonio do Aracangué e Turitba (Fig.1).

Todas as amostras deste trabalho foram analisadas por PCR em tempo real
especifica para C. psittaci e o resultado encontrado em todas as analises foi negativo.

A PCR especifica para a familia Chlamydiaceae identificou 13,3% (20/150; IC:
9-20%) de amostras positivas. Os fragmentos amplificados foram submetidos ao
sequenciamento e uma de pomba-de-asa-branca (Patagioenas picazuro) foi positiva para
C. avium (0,7%; 1/150; IC: 0-4%). A analise dos demais fragmentos enviados para o
sequenciamento genético foi inconclusiva para identificacdo da espécie, porém, em sete
amostras referentes a trés maritacas (Psitacara leucophtalmus), uma arara canindé (Ara
ararauna), um gaviao carijo (Rupornis magnirostris), um carcard (Caracara Plancus) e
um periquito do encontro amarelo (Brotogeris chiriri), as sequéncias apresentaram
similaridade genética com microrganismos pertencentes a familia Chlamydiaceae ou a
outros microrganismos geneticamente relacionados.

Tabela 1. Distribuicdo do nimero de amostras analisadas de acordo com a ordem
das aves.

Ordem Quantidade de amostras
Accipitriformes 1
Caprimulgiformes 1
Cathartiformes 3
Columbiformes 11
Falconiformes 13
Gruiformes 3
Nyctibiiformes 4
Passeriformes 10
Pelecaniformes 2
Piciformes 9
Psittaciformes 81
Strigiformes 12
Total 150

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 1 — Mapa do Brasil, com destaque ao estado de Sdo Paulo e mapa do estado
de Sdo Paulo, com destaque as cidades que pertencem as amostras utilizadas na
pesquisa e a quantidade de amostras referente a cada cidade.

Municipio - Numero de
amostras

[l Aragatuba - 96

[ Birigui - 28

B Buritama - 5

I Clementina - 1

[l Guararapes-9

Penapolis - 5

Sto Antdnio do Aracangua - 1
[ Turidba-2

[l Valparaiso - 3

B séo Paulo

Fonte: Elaborado pelo autor.

O pombo (Patagioenas picazuro) positivo para C. avium foi entregue para
atendimento pela policia ambiental no dia 5 de marco de 2021, ap6s ser encontrado caido
no chdo, em via publica, na cidade de Birigui - SP. Ap6s o exame clinico, foi constatada
incapacidade de voo; no dia 6 de mar¢o, optou-se pela eutanasia, por ele ndo estar apto
para soltura. Durante a necropsia, ndo foram observadas alteracdes macroscépicas dignas
de nota.
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2.6 Discussao

Nossos resultados demonstram a presenca de infeccdo por C. avium na regido de
Aracatuba, estado de S&o Paulo. Braz et al. (2014) realizaram a pesquisa de Chlamydia
spp. em aves de diversas ordens da mesma regido pesquisada neste estudo e relataram
positividade de 4,2% (17/403), somente para C. psittaci. A diferenca entre os resultados
desses dois trabalhos pode ser decorrente da maior variedade relacionada a origem das
amostras colhidas por Braz et al. (2014).

Assim como foi identificada uma amostra positiva pertencente a uma ave da
ordem Columbiformes neste trabalho, existem relatos de diferentes espécies de pombos
diagnosticadas com clamidiose aviaria, em ampla distribuicdo geogréafica (Laroucau et
al., 2019; Piccolli et al., 2021). Em parte significativa desses relatos, C. psittaci € a espécie
detectada, porém, nos ultimos anos, foi descrita a identificacdo de outras espécies de
Chlamydia acometendo pombos, como em um estudo realizado na Alemanha no ano de
2012, com pombos de vida livre, usando suabes cloacais de 570 aves, dos quais 9,3%
correspondiam a amostras positivas para Chlamydia spp., sendo C. psittaci a espécie
predominante (75% das amostras positivas); porém, dentre as amostras, foram
evidenciadas trés amostras de C. abortus, uma amostra de C. pecorum e uma amostra de
C. trachomatis genotipo E.

De forma semelhante a identificacdo de sete amostras identificadas neste trabalho
como provaveis bactérias da familia Chlamydiacea, Sachse et al. (2012) relataram a
deteccdo de 19,5% (25/128) de amostras de pombos positivas pela PCR especifica para a
familia Chlamydiacea, cujas espécies ndo puderam ser identificadas pelo sequenciamento
genético, e propuseram que essas amostras podem estar relacionadas a familia
Chlamydiacea ou a algum outro microrganismo geneticamente relacionado.

A PCR em tempo real realizada em todas as amostras desta pesquisa nédo
evidenciou positividade para C. psittaci, mesmo em aves das ordens Psitaciformes e
Columbiformes, que ja foram identificadas como espécies suscetiveis a infeccdo por C.
psittaci (Stokes et al., 2021). No entanto, Raso et al. (2006), em pesquisa desenvolvida
com filhotes de psitacideos no estado do Mato Grosso do Sul, relataram positividade de
26% (12/45) e 6% (2/32) em filhotes de araras azul e em filhotes de papagaio,
respectivamente. Vaz et al. (2021) relataram positividade de 3,4% (5/147) para C. psittaci
em filhotes de papagaios provenientes de quatro estados brasileiros. Em ambas as
pesquisas citadas, os animais sdo filhotes que ainda estavam no ninho, o que pode ter
contribuido para uma maior prevaléncia, pela faixa etaria a que pertenciam. Porém, em
pesquisa com filhotes de papagaio da Amazdnia, realizada no Parana (Vaz et al., 2017),
usando amostras colhidas de filhotes que também estavam no ninho, todas as 74 amostras
foram negativas, o que sugere a hipotese de que, apesar de a infeccdo por C. psittaci ser
amplamente identificada em psitacideos, sua prevaléncia em aves de vida livre pode ser
variavel em fungéo do periodo reprodutivo e da idade e espécie de ave.

Apesar de C. avium ser uma espécie com descricdo relativamente recente, essa
espeécie deve ser considerada em pesquisas de doencas aviarias, pois as informagdes sobre
a epidemiologia e o potencial zoonético da infec¢do por C. avium sdo escassas. Um surto
de clamidiose em pombos (Patagioenas picazuro) cativos sintomaticos, infectados por C.
avium, foi descrito na Holanda (Kik et al., 2020). Nesse episddio, todas os 11 pombos
apresentavam penas ericadas, anorexia e emagrecimento, e a evolugdo dos casos, mesmo
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com protocolo de tratamento estabelecido, ndo foi favoravel, resultando em 6bito ou
eutanasia de todos os individuos. Evidenciou-se que a infeccdo por C. avium pode ser
diagnosticada em aves com sinais clinicos diversos (Zardo et al., 2014). A amostra
positiva deste estudo é pertencente a um pombo de vida livre, que foi encontrado com
sinais de apatia, em perimetro urbano. Apatia &€ um sinal clinico comum da psitacose,
porém nao é patognomonico (Araujo et al., 2019). Além disso, animais de vida livre sdo
expostos a diversas ocorréncias, como acidentes automobilisticos, predacdo por outras
aves e escassez de alimentos (Lima et al., 2018), que também podem resultar em apatia.
Ainda deve se considerar a possibilidade de infeccdo assintomaética nos pombos de vida
livre, como observado no trabalho desenvolvido em Belém, estado do Para (Albuquerque
et al., 2021), no qual foram analisadas amostras de pombos em um parque em regido
urbana, resultando em 22,2% (10/45) de positividade para Chlamydia spp., sendo que
nenhuma das aves positivas apresentava sinais clinicos.

A positividade encontrada em nossa pesquisa foi de uma ave de vida livre que,
devido ao seu quadro clinico desfavoravel, foi submetida a eutanasia, sem a realizacdo de
exames complementares, portanto ndo foi possivel determinar se havia coinfeccdo ou
lesGes traumaticas que pudessem resultar em imunossupressao e favorecer a infeccao por
C. avium, conforme sugerido por Popelin-Wedlarski et al. (2020) em seu relato de caso
em um aviario na Franca, onde quatro araras (Ara militaris boliviana) da mesma familia
foram diagnosticadas com infecgé@o por C. avium. De acordo com os autores, infeccfes
primarias virais e parasitarias nas aves eventualmente podem resultar em
imunossupressao e maior suscetibilidade das aves a infecc¢bes por C. avium.

Existem diversos relatados de infec¢do por C. avium em pombos em diversos
paises na Europa (Sariya et al., 2015; Burta et al., 2018; Kik et al., 2020; Golestani et al.,
2020; Popelin-Wedlarski et al., 2020) e no Ird (Golestani et al., 2020). As taxas de
prevaléncia de C. avium em aves nédo estdo bem estabelecidas; a positividade de 9,1%
(1/11) encontrada nos pombos desta pesquisa € maior que a positividade relatada por
outros pesquisadores em aves de vida livre em perimetro urbano, visto que estudos
realizados na Franca e Alemanha, também a partir de coleta de suabes cloacais de pombos
urbanos, para pesquisa de Chlamydia spp., indicaram a presenca de C. avium em 3%
(4/128) e 8% (10/125), respectivamente, dos individuos positivos para Chlamydiaceae
(Sachse et al., 2015), e em 6% (1/16) em suabes orotraqueais colhidos de pombos no Ird
(Golestani et al., 2020).

Em uma pesquisa com pombos de vida livre (28,4%; 23/81) realizada na
Holanda (Burta et al., 2018), foi encontrada maior positividade para C. avium, quando
comparada com a deste trabalho; porém essa pesquisa difere dos demais estudos citados
anteriormente, devido ao método de coleta: cada amostra correspondia a um pool de fezes
frescas de trés pombos, 0 que aumenta a probabilidade de detec¢do devido a maior
variedade de individuos. Ainda como discutido pelos autores, a coleta foi realizada em
época de nidificacdo, periodo que resulta em estresse nas aves e favorece a eliminacao de
Chlamydia. Em nosso trabalho, as coletas foram realizadas durante todo o ano, ndo
havendo sazonalidade definida ou associacdo com época de reprodugdo e
desenvolvimento das aves.

Este trabalho apresenta algumas limita¢Ges: a imprevisibilidade da frequéncia de
aves que seriam enviadas para atendimento durante o periodo da realizacéo do estudo e,
por fim, a grande variedade de espécies de aves, 0 que levou a um namero
representativamente pequeno de cada ordem. Além disso, a heterogeneidade das amostras
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analisadas neste estudo, relacionada a idade, espécie e familia das aves, e ao fato de as
aves em sua maioria serem assintomaticas, pode ter influenciado a taxa de positividade.
Por outro lado, devido a ocorréncia de eliminacédo intermitente de C. psittaci via fezes
(Piccolli et al., 2021), o ideal seria a realizacdo de coletas seriadas de amostras fecais, 0
que ndo foi possivel, pois as condi¢cdes de alojamento e manejo de aves no CRAS
impossibilitavam o isolamento das aves visando a coleta seriada de amostras.



27

2.7 Conclusao

Diante dos resultados, concluimos que a infeccdo por C. psittaci ndo foi
encontrada nas amostras examinadas neste estudo. C. avium esta presente em pombos
(Patagioenas picazuro) de vida livre da cidade de Aragatuba. Este é o primeiro relato da
infeccdo por C. avium no Brasil.
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de Etica). Nos trabalhos que envolvem seres humanos, devera constar, obrigatoriamente, o
nimero do Certificado de Aprovacio da Comissio de Etica que analisou o projeto.

Casuistry. Descrever detalhadamente o conjunto de achados que constitui e justifica a
originalidade da casuistica.

Results. Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

v Tabela. Tabelas sd serdo aceitas se apresentadas em formato de retrato/portrait, em um
conjunto de dados alfanumeéricos ordenados em linhas e colunas. Usar linhas horizontais na
separagdo dos cabegalhos e no final da tabela. O titulo da tabela recebe inicialmente a palavra
Tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto,
a tabela deve ser referida como Tab., seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Tab. 1),
mesmo quando se referir a varias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espagamento simples e em fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito € oito). A
legenda de tabela deve conter apenas o indispensavel para o seu entendimento, mas deve ser
completa o suficiente para ser entendida independentemente do texto principal. As tabelas
devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto, de preferéncia apos a sua primeira
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citagdo.

v Figura. Compreende qualquer ilustragdo que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia,
grifico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe inicialmente a palavra Figura, seguida do
nimero de ordem em algarismo ardbico e ponto (ex.: Figura 1.) e € citada no texto como Fig.,
seguida de ponto e do nimero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.:
Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridos no corpo do texto, fotografias e desenhos devem também ser
enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo
proprio de submissdo, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser obrigatoriamente
inseridas no corpo do texto, de preferéncia apos a sua primeira cita¢io.

Nota:

v Todatabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, informacdo
sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data), e a correspondente referéncia deve figurar nas
Referéncias.

= Discussion. Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As se¢des Resultados e
Discussdo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo do autor, sem prejudicar qualquer uma
das partes).

= Conclusions. As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa executada e ser
apresentadas de forma objetiva, SEM revisdo de literatura, discussdo, repetigdo de resultados e
especulagdes.

= Acknowledgements. Ndo sdo obrigatorios. Devem ser concisamente expressados.

= References. As referéncias devem ser relacionadas em ordem alfabética, dando-se preferéncia a
artigos publicados em revistas nacionais e intermacionais, indexadas. Livros e teses devem ser
referenciados o minimo possivel, portanto somente quando indispensdveis. Sio adotadas as
normas gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos a seguir.

COMISSAO DE ETICA

E indispensivel anexar copia, em arquivo PDF, do Certificado de Aprovagio do Projeto da Pesquisa
que originou o artigo, expedido pela Comissdo de Etica da instituicio, em atendimento 4 Lei
11794/2008. O documento deve ser anexado em “Ethics Committee” (Step 2). O nimero do
Certificado de Aprovagdo do Projeto deve ser mencionado no corpo do artigo e, preferencialmente, na
secdo Material e Métodos. Nos trabalhos que envolvem seres humanos, devera constar,
obrigatoriamente, o nimero do Certificado de Aprovagio da Comissio de Etica que analisou o
projeto.

FORMATACAO - Preparagio dos textos para publicacio

Os artigos devem ser redigidos em inglés na forma impessoal.

* O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das segdes do artigo e deve ser apresentado em
arquivo Microsofi Word e anexado como “Main Document™ (Step 2), no formato A4, com margem
de 3cm (superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times New Roman tamanho 12, paragrafo
justificado e com espagamento 1 entrelinhas, em todas as pdginas e segdes do artigo (do titulo as
referéncias).
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= Nio deve ser usado rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo, devem vir,
obrigatoriamente, entre parénteses, no corpo do texto, na seguinte ordem: nome do produto,
substdncia, empresa € pais.

COMO REFERENCIAR

1. Citagdes no texto

A indicagdo da fonte entre parénteses sucede a citagdo, para evitar interrupgdo na sequéncia
do texto, conforme exemplos:
v autoria dnica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anudrio..., 1987/88) ou Anudrio...

(1987/88);

dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

mais de dois autores: (Ferguson ef al., 1979) ou Ferguson er al. (1979);

v" mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); Ferguson er al. (1979) ou
(Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson er al., 1979), sempre em ordem cronoldogica
ascendente e alfabética de autores para artigos do mesmo ano.

v
v

Citagdo de citagdo. Todo esforgo deve ser empreendido para se consultar o documento
original. Em situages excepcionais, pode-se reproduzir a informacdo citada anteriormente
por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado
com o ano de publicagdo, seguido da expressdo citado por, o sobrenome do autor e o ano
do documento consultado. Nas Referéncias, deve-se incluir apenas a fonte consultada.
Comunicag¢do pessoal. Ndo faz parte das Referéncias. Na cita¢do, coloca-se o sobrenome
do autor, a data da comunicacdo e o nome da institui¢do a qual o autor ¢ vinculado.

2. Periddicos (Até quatro autores, citar todos. Acima de quatro autores, citar trés autores ef al.):

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88.

FERGUSON, J.A_; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to alphaviruses in
foals. Am._ J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. ef al. Anestesia general del canino.
Not. Med. Ver.,n.1, p.13-20, 1984.

3. Publicagiio avulsa (Até quatro autores, citar todos. Acima de quatro autores, citar trés autores
etal):

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.AM.; MORENO, G. Aspectos bacteriologicos de ostras, mariscos e mexilhdes.
In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, Sdo Paulo.
Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del
cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415.
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NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy of Sciences,
1968. 69p.

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaga e de carne em bovinos
de corte. 1999. 44f Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Escola de
Veterindria, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

4. Documentos eletrdnicos (Até quatro autores, citar todos. Acima de quatro autores, citar trés
autores et al.):
QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association of American
Veterinary Medical College, 1995. Disponivel em: http2//www. org/critcal 6.htm. Acessado
em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more combative, organized. Miami Herald,
1994. Disponivel em: http://www.summit.fiu.edu/ MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/.
Acessado em: 5 dez. 1994.

5. Documentos preprints
OLIVEIRA, D.C; AGUIAR, AF. (2021). Aspectos biologicos. PsyArXiv.
https://psyarxivcom/kzy7w/.

TAXAS DE SUBMISSAO E DE PUBLICACAO

Somente para ARTIGOS NACIONAIS (Autores brasileiros)

Taxa de submissdo: A taxa de submissdo de R$60,00 devera ser paga por meio de boleto bancrio
emitido pelo sistema eletrénico do Conveniar hitp://conveniar.fapmvz.com.brieventos/#servicos
(necessario preencher cadastro). Somente artigos com taxa paga de submissdo serdo avaliados.

Caso a taxa ndo seja quitada em até 30 dias, sera considerado como desisténcia do autor.

Taxa de publicacdio: A taxa de publica¢do de R$150,00, por pagina, devera ser paga na ocasido
da prova final do artigo, por meio de boleto bancdrio, cujos dados serdo fornecidos na aprovagio
do artigo.

OBS.: Quando os dados para a nota fiscal forem diferentes dos dados do autor de contato, deve
ser enviado um e-mail para abmvz.artigo@ abmvz.org.br comunicando tal necessidade.

Somente para ARTIGOS INTERNACIONAIS

Submission and Publication fee. The publication fee is USS 50.00 (fifty American dollar per
page, plus USS$50.00 (fifty American dollar) for manuscript submission and will be billed to the
corresponding author at the final proof of the article. The publication fee must be paid through a
bank slip issued by the electronic article submission system. When requesting the bank slip the
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RECURSOS E DILIGENCIAS

No caso de o autor encaminhar resposta as diligéncias solicitadas pelo ABMVZ ou documento de
recurso, este devera ser anexado em arquivo Word, no item “Justification” (Step 2), ¢ enviado por
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e-mail, aos cuidados do Comité Editorial, para abmvz.artigo@abmvz.org.br.
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