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ESTUDO CLINICO E DIAGNOSTICO MOLECULAR DE CHLAMYDOPHILA sp.
EM PSITACIFORMES MANTIDOS EM CATIVEIRO NO ESTADO DO PARA

RESUMO

Os psitacideos possuem distribuicdo mundial e junto aos columbiformes, representam o0s
animais mais suscetiveis a infeccdo pela Chlamydophila psittaci, uma bactéria Gram negativa,
intracelular obrigatdria, de alto potencial zoondtico, que causa clamidiose em aves domésticas
e silvestres e psitacose em humanos. Nas aves, a doenca pode estar presente de forma
inaparente ou desencadear 0 aparecimento de sintomas como secrecao nasal, ocular e diarréia,
cuja via de eliminacdo funciona como fonte de infeccdo para outros animais suscetiveis. O
objetivo do presente trabalho foi realizar um estudo clinico e o diagndstico molecular da
infeccdo por Clamydophila sp. em psitacideos mantidos em cativeiro no Estado do Para, bem
como identificar possiveis fatores de risco envolvidos na prevaléncia desta doenca nos
criadouros. Foram utilizadas amostras de suabe cloacal e de orofaringe de 201 psitacideos
distribuidos em quatro criadouros localizados nas Mesorregides Metropolitana de Belém (C1
e C2), Nordeste Paraense (C3) e Baixo Amazonas (C4). As amostras de DNA foram extraidas
pelo Chelex 100 a 5% e submetidas ao teste molecular a partir da semi-nested PCR. As
analises estatisticas foram realizadas segundo o teste de proposi¢des utilizando o R e Qui
quadrado (p<0,05). Em todos os criadouros foi confirmado a infeccdo pela Chlamydophila
sp., com uma prevaléncia de 31,84% (64/201) de aves infectadas, ndo sendo observada pré
disposicao espécie-especifica a doenca entre as aves amostradas. Os resultados da semi-nested
PCR demonstraram que 13,93% (28/201) das aves eliminavam o agente infeccioso pela
cloaca, 11,44% (23/201) pela orofaringe e 6,47% (13/201) pela cloaca e orofaringe. A analise
dos resultados na semi-nested PCR em cada localidade revelou uma diferenca estatistica
significativa entre os criadouros C2 e C3 (p= 0.02963), os quais foram os criadouros com o
menor e maior nimero de casos diagnosticados. Falhas na adocéo de boas praticas de manejo
higiénico sanitario nos criadouros, influenciaram positivamente no aumento do numero de
aves doentes. A maior parte dos animais 27,86% (56/201) estavam sob a condigéo de portador
inaparente da enfermidade e somente 3,98% (8/201) das aves com diagnostico positivo,
apresentavam algum sinal clinico sugestivo da doenga.

Palavras chave: Chlamydophila sp., psitacideos, clamidiose, semi-nested PCR.



CLINICAL STUDY AND MOLECULAR DIAGNOSTIC OF Chlamydophila sp. IN
PSITTACIFORMS HELD CAPTIVE IN PARA STATE.

ABSTRACT

Parrots have worldwide distribution and next to columbiformes represent the animals more
susceptible to infection by Chlamydophila psittaci, a negative Gram bacteria, obligate
intracellular, high zoonotic potential, which causes chlamydiosis in domestic and wild birds
and psittacosis in humans. In birds, the disease may be present in unapparent form or trigger
the onset of symptoms such as nasal discharge, ocular and diarrhea, whose elimination
pathway works as a source of infection to other susceptible animals. The aim of this
search was a clinical study and molecular diagnosis of infection Clamydophila sp. in parrots
kept in captivity in the state of Para, and to identify possible risk factors involved in the
prevalence of this disease in breeding. Samples of cloacal swabs and oropharyngeal of 201
parrots were used over four breeding located in Metropolitan Mesoregions of Belém (C1 and
C2), Paraense Northeast (C3) and Lower Amazon (C4). The DNA samples were extracted by
Chelex 100 to 5% and subjected to molecular test from the semi-nested PCR. Statistical
analyzes were performed according to test propositions using R and Chi square test (p <0.05).
In all breeding was confirmed infection by Chlamydophila sp., With a prevalence of 31.84%
(64/201) of infected birds, not being observed predisposition species-specific disease among
the sampled birds. The results of the semi-nested PCR showed that 13.93% (28/201) of birds
eliminated the infectious agent by the cloaca, 11.44% (23/201) by the oropharynx and 6.47%
(13/201) for the cloaca and oropharynx. The results in the semi-nested PCR in each locality
showed a statistically significant difference between the breeding C2 and C3 (p = 0.02963),
which were the breeding with the lowest and highest number of diagnosed cases. Failures in
the adoption of good hygienic sanitary management practices in breeding, positively
influenced the increase in the number of sick birds. Most animals 27.86% (56/201) were
under the unapparent carrier status of the disease and only 3.98% (8/201) of birds with
positive diagnosis, presented some suggestive clinical signs of the disease

Key words: Chlamydophila sp., psitacine, chlamydiosis, semi-nested PCR.



1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com a maior biodiversidade em animais da ordem
Psitaciforme. Estas aves distribuem-se por toda a zona tropical do globo, podendo ser
encontradas até mesmo em areas frias, como a Patagénia. Na América do Sul, hé cerca de 100
espécies de animais da familia Psitacidae, e, dentre estes, 72 estdo no Brasil, constituindo o
grupo com maior numero de espécies listada na "Fauna Brasileira Ameagada de Extingdo”
(MACHADO et al., 2008).

Estdo incluidas na familia dos psitacideos, as Araras, Papagaios, Catatuas, Aratingas,
Pionites, Eclectus, Forpus, Agapornis, Calopsitas, Roselas, dentre outras, possuem
caracteristicas anatémicas préprias, plumagem exuberante e cérebro bem desenvolvido
(PERECIN et al., 2011). Algumas espécies sdo bem sociaveis, sendo consideradas animais
excelentes para estimacdo e companhia. No territério urbano, estes animais encontram-se
amplamente distribuidos em cativeiros, no interior de parques, zooldgicos, residéncias e lojas
gue comercializam animais.

A sanidade desses animais, pode ser comprometida por diversos agentes biologicos,
como virus, fungos e principalmente bactérias. Dentre as principais doencas que acometem 0s
psitacideos, a clamidiose, de natureza infecciosa e a de maior relevancia, cujo agente
etioldgico € a bactéria Chlamydophila pisittaci, um cocobacilo, Gram negativo, intracelular
obrigatdrio, de carater zoondtico, capaz de causar doenca sistémica clinicamente evidente em
muitos mamiferos, répteis, anfibios e aves (REVOLLEDO; FERREIRA, 2009).

As aves infectadas, sintométicas ou assintomaticas, costumam eliminar o agente
através das fezes e secre¢Bes nasofaringeas, sendo assim, animais suscetiveis e inclusive o
homem, infectam-se ao entrar em contato com material oriundo destas duas fontes,
principalmente por inalacédo e, ocasionalmente, por ingestéo.

Segundo Carvalho (2004), os sintomas mais frequentes em psitacideos incluem
conjuntivite, diarreia, regurgitacdo, espirros, dispneia, anorexia, diminuicdo de peso e
depressdo. No homem, é responsavel por causar infeccdo respiratoria decorrente do contato
direto ou indireto com aves infectadas, particularmente psitacideos, pombos, perus ou patos.

O conhecimento do perfil higiénico, sanitario e do manejo empregado nos criadouros,
é importante para definir fatores de risco que influenciem no grau de morbidade da doenca
entre o bando e a possibilidade de transmissdo ao homem, bem como, para estabelecer
medidas de prevencdo, como a identificacdo, separacdo e tratamento de animais doentes, e a

elaboracdo de protocolos sanitarios mais eficientes.



A Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase (PCR) tem sido utilizada como
principal meio de diagnostico da infeccdo pela Clamydophila sp. em humanos, aves e outras
espécies de animais, apresentando alta especificidade e sensibilidade (RASO, 2009).

Técnicas de biologia molecular realizadas a partir de amostras de suabes cloacais e de
orofaringe permitem o diagndstico ndo s6 da clamidiose, como no presente estudo, mas
também sdo meios amplamente utilizados na identificacdo do status sanitario de populagdes
de aves, possibilitando a identificacdo de diversas enfermidades igualmente importantea
nestes animais, como a micoplasmose, aspergilose, poliomavirose, salmonelose, colibacilose
e pulorose, dentre outras.

O diagnostico da clamidiose através de testes de ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
de anticorpos fluorescentes também é possivel, desde que obtenham como resultados, titulos
de anticorpos elevados em quatro vezes, entre a fase aguda e a convalescenca, obtidos com
intervalo de duas a trés semanas entre cada coleta (RASO, 2004; SMITH et al., 2011)

O isolamento da bactéria no sangue, secrecdes e cultura de tecidos (figado, bago, rim,
pulmao), apesar de ser considerado um excelente meio para a confirmacdo da doenca e
identificacdo do microrganismo, € de dificil execucao, requerendo laboratérios especializados,
inviabilizando o uso deste método de diagnostico na rotina clinica (SMITH et al., 2011).

A caracterizacdo da clamidiose como uma doenca de relevancia em saude coletiva, por
conta do seu alto potencial zoonoético, e a inexisténcia de dados relacionados a prevaléncia
desta doenca no Estado do Para, denota a importancia em realizar estudos clinicos e
moleculares que comprovem a prevaléncia da infec¢do pela Clamydophila sp. em psitacideos

mantidos em cativeiro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. OS PSITACIDEOS

A ordem psitaciforme se subdivide em trés familias Psittacidae, Strigopidae e
Cacatuidae, incluindo mais de 360 espécies e 80 géneros de aves, que estdo amplamente
distribuidas em diversas regides do mundo, com maior concentracdo na Oceania, América
Central e América do Sul (HARKINEZHAD et al., 2009).

Sdo aves morfologicamente caracterizadas por apresentar o bico encurvado, maxila
bem mdvel, com a mandibula superior recurvada sobre a inferior, como resposta adaptativa a
ingestdo de alimentos a base de sementes e frutos. Apresentam uma lingua grossa e sensivel,
com grande quantidade de papilas gustativas, além disso, possuem uma ampla variedade de
cores e vocalizagdo forte. Algumas espécies sdo capazes de imitar diversos tipos de sons,
inclusive a fala humana, compreendendo o grupo das aves mais inteligentes do mundo,
atraindo o interesse do comércio ilegal de fauna silvestre (LOPES, 2002; GARCIA,
GARCIA, 2012).

Os psitacideos apresentam habito gregario, sendo encontradas frequentemente no
ambiente em duplas ou trios, pois praticam a monogamia, e o filhote gerado costuma
permanecer na companhia dos pais por longos periodos. Para dormir reunem-se em
bandos e a maioria das espécies ndo apresentam dimorfismo sexual (ICMBIO, 2011).

Além dos predadores naturais, o desmatamento de florestas influencia
negativamente na reproduc@o e manutencdo da biodiversidade destes animais, uma vez que 0s
ninhos sdo normalmente formados em ocos de palmeira e outras arvores ou em cupinzeiros e
costumam ser reutilizados nas diferentes estacdes reprodutivas (ICMBIO, 2011).

Os psitacideos sdo as aves mais comumente mantidas em cativeiro em todo o mundo,
e frequentemente utilizadas como animais de companhia e introduzidas no ambiente
domicilar, com destaque para os periquitos australianos, agapornis, calopsitas e papagaios. No
entanto, a criagdo e o comércio ilegal destes animais, bem como sua exposi¢do a condi¢des
insalubres, com falta de higiene, restricdo de espaco, privacdo de dgua e alimento, pode trazer
riscos a saude destas aves e até mesmo a seres humanos que lidam diariamente com estes
animais (PERECIN et al., 2011).

Embora a resolu¢cdo N° 394 de 06 de novembro de 2007, do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) estabeleca os critérios a serem considerados na determinagdo

das espeécies da fauna silvestre, cuja criacdo e comercializacdo podera ser permitida como
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animais de estimacdo, muitas espécies sdo frequentemente encontradas no ambiente

doméstico sem qualquer comprovacdo da legalidade da atividade de criacéo.

2.2. ETIOLOGIA

A familia Chlamydiaceae abrange as bactérias do género Chlamydia e Chlamydophila,
as quais se subdividem em nove espécies: Chlamydia trachomatis, C. suis, C. muridarum;
Chlamydophila psittaci, C. pneumoniae, C. pecorum, C. felis, C. caviae e C. abortus
(EVERETT, 2000; HERRMANN et al., 2000).

As bactérias da familia Chlamydiaceae sdo Gram negativas e esféricas (cocoides).
Anteriormente, estas bactérias foram classificadas como virus e riquétsia, somente em 1966,
foi observado a presenca de DNA e RNA, além da existéncia de uma parede celular
semelhante a das bactérias Gram negativas e ribossomos de superficie suscetivel a acdo de
antibidticos, uma caracteristica das células procariontes (MOULDER, 1991).

As clamidias apresentam morfologia especifica, com membrana externa rica em
proteinas que auxiliam no processo de adaptacdo ao meio externo e interacdo com a célula
hospedeira, conferindo certa rigidez e forca a parede celular, pois ndo possuem o
peptidioglicano entre as camadas interna e externa da parede bacteriana, embora existam
genes responsaveis pela sintese deste polimero no genoma bacteriano (MARTINEZ, 1987).

Estas bactérias possuem ciclo Unico e obrigatoriamente intracelular, devido a sua
deficiéncia na producdo de compostos de alta energia, como o ATP. No meio intracelular
estas bactérias sdo encontradas na forma de inclusdes citoplasmaticas, apresentam um ciclo de
desenvolvimento bifasico, onde multiplicam-se e assumem a forma infectante, sendo um
importante agente etiolégico de doencas em animais e humanos (ABDELRAHMAN;
BELLAND, 2005).

A divisdo do género Chlamydia em Chlamydia e Chlamydophila aconteceu no ano de
1999, e por estar baseada em critérios genéticos, permitiu uma identificagdo mais especifica e
a diferenciacdo de outros microrganismos semelhantes. O género Chlamydophila se
diferenciou por ndo possuir quantidades detectaveis de glicogénio, e apresentar morfologia
variada, contendo um unico ribossomo operante e possuindo um genoma ligeiramente maior
que o do género Chlamydia (STEWARDSON; GRAYSON, 2010).

Dentre as espécies do género Chlamydophila, a C. psittaci, € o principal agente
etioldgico envolvido nos casos conhecidos de clamidiose ou clamidiofilose em aves silvestres,

domeésticas e exoticas, tendo como hospedeiros preferenciais os animais da familia
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psitaciforme, podendo infectar também mamiferos domesticos e seres humanos, sendo
considerada a principal zoonose transmitida por aves silvestres (RASO, 2009).

Estruturalmente, a C. psittaci possui tamanho médio de 200 x 1.500 nm, apresentando
em sua membrana externa a auséncia de peptideoglicano e a presenca de dois importantes
antigenos de superficie, uma proteina imunodominante conhecida como: Principal Proteina
Externa de Membrana (Major Outer Membrane Protein) - MOMP e o lipopolissacarideo
clamidial (LPS), ambos sdo utilizados para diagnosticos especificos (VANROMPAY et al.,
1995; VANROMPAY, 2008).

Os gendtipos ou sorotipos aviarios de C. psittaci reconhecidos séoo A, B, C, D, E, Fe
0 E/B, dentre estes, 0 A é endémico em psitacideos e um dos mais virulentos para aves e
humanos (GEENS et al., 2005; HARKINEZHAD et al., 2009).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

As aves infectadas, sintomaticas ou assintomaticas, costumam eliminar o agente
através das fezes e secrecdes nasofaringeas, sendo assim, animais suscetiveis infectam-se ao
entrar em contato com material oriundo destas duas fontes, principalmente por inalacéo e,
ocasionalmente, por ingestdo (HARKINEZHAD et al., 2009; AUNDRIA WEST, 2011).

A eliminagdo do agente pela via fecal costuma ser intermitente em aves
assintomaticas, ocorrendo principalmente quando estes animais sdo submetidos a estresse
como, privacdo de alimento ou agua, altas taxas de lotacdo, reproducéo, transporte prolongado
e alteracOes climéticas (RASO et al., 2004; HARKINEZHAD et al., 2009; AUNDRIA WEST,
2011). Aves jovens sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento da forma clinica da doenca, e
eliminam o agente em maior frequéncia e quantidade (RASO, 2009; LIMA et al., 2011).

Aves domeésticas e selvagens, ao compartilharem o mesmo ambiente, seja aquatico ou
de solo Umido, podem infectar-se por meio do contato com agua contaminada e, esta Ultima,
por serem altamente moveis, funcionam como excelentes vetores para a disseminacdo da
infeccdo pela Chamydophila sp. (HARKINEZHAD et al., 2009; SACHSE et al., 2009). Aves
granivoras podem infectar-se através da inalacdo de poeira em fezes ou ambientes
contaminados, e aves necrofagas por ingestdo de carcacas contaminadas (HARKINEZHAD et
al., 2009).

A transmissdo vertical promove a persisténcia da infeccdo entre as aves, levando a
morte de embriGes ou o nascimento de aves infectadas. No ninho a transmissdo é facilitada

nas espécies cujas maes alimentam filhotes por regurgitacdo. Além disso, a presenca de



infestacdo por ectoparasitos hemat6fagos como piolhos, moscas ou acaros e a contaminacao
local por exsudato e fezes consistem em uma importante forma de infeccdo pela
Clamydophila sp. nesta fase do desenvolvimento das aves. A infecc¢do por bicadas ou feridas é
raramente descrita (HARKINEZHAD et al., 2009).

2.4. PATOGENIA

A via de infeccdo pela Clamydophila sp. ird determinar o local de replicacdo do agente
etioldgico, quando por inalacdo, costumam infectar células epiteliais de pulmdes e sacos
aéreos, alcancando as membranas serosas adjacentes resultando em aerosaculite e pericardite.
Ao ser ingerido, a Clamydophila sp. se replica nas células do trato intestinal, o periodo de
incubacdo e a e severidade dos sinais clinicos irdo depender da viruléncia da cepa infectante,
do hospedeiro e das condigdes ambientais (MOULDER, 1991; GERLACH, 1994).

O estagio inicial do ciclo de desenvolvimento da Clamydophila sp. é denominado de
Corpusculo Elementar (CE), consistindo na forma infectante, densa, metabolicamente inativa,
resistente ao ambiente e tamanho médio de 200-300 nm. O CE infecta as células eucariontes
através do processo de endocitose, preferencialmente parasitando oepitélio de mucosa e
macrofagos mononucleares, formando inclusdes intracitoplasmaticas, e apds passar por uma
fase intermediaria denominada de Corpusculo Intermediario (CI), assumindo um tamanho
médio de 300-1000 nm, que por sua vez dara origem ao Corpusculo Reticulado (CR), forma
ndo infectante, menos eletrodensa e mais sensivel as condi¢cbes ambientais, de tamanho
variando entre 500-1000 nm, capaz de multiplicar-se por divisdo binaria, dando origem a
novos CE, ocasionando a ruptura celular e infeccdo de novas células (Figura 1) (EVERETT et
al, 1999; HOGAN et al., 2004; RASO, 2006).
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Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo de desenvolvimento da Chlamydophila sp. na célula do
hospedeiro.
Fonte: STAMM, 2006.

A viruléncia da cepa, a carga infectante e o estado imune do hospedeiro irdo
determinar o tempo de excrecdo dos CE pelas células hospedeiras, consistindo em uma
importante fonte de infeccdo para seres humanos e animais suscetiveis (HARKINEZHAD et
al., 2009).

A liberacdo de linfocinas e opsoninas pelo sistema imunoldgico (linfocitos T e
macrofagos), impedem a fixacdo e replicacdo do CE na célula hospedeira e inibem a liberagédo
de toxinas causadoras de lesdes em sistema respiratério, coracao, rins e figado. Portanto, uma
falha no sistema imunoldgico, pode determinar o aparecimento de infecgdo aguda. Na
infeccdo persistente, a bactéria permanece fagocitada e liberando antigenos via exocitose,
estimulando o sistema imune do hospedeiro, sujeitando o individuo a infeccdo e até mesmo a
reinfeccdo (WYRICK; RICHMOND, 1989).



2.5. SINAIS CLINICOS
2.5.1. Em aves

A clamidiose aviaria ndo possui sinais clinicos especificos, o que dificulta o
diagnostico clinico, porém, os animais infectados podem permanecer como portadores
assintomaticos por longos periodos, representando uma fonte importante de infeccdo para
humanos e outras aves. O desenvolvimento da forma clinica da doenca ird depender de fatores
como a espécie acometida, viruléncia do sorotipo, idade e o estado imunolégico do
hospedeiro (CUBAS; GODOQY, 2004; HARKINEZHAD et al., 2009; PROENCA et al.,
2011).

Uma alta taxa de mortalidade (96,5%) foi registrada por Raso et al. (2004), ocorrendo
em 95 filhotes de Amazona aestiva (papagaio verdadeiro), oriundos de trafico na cidade de
S&o Paulo. Na doenca os animais apresentaram letargia, penas eri¢cadas, anorexia, diarreia,
poliuria, desidratacdo e perda de peso como sinais clinicos mais frequentemente observados.
De acordo com Cubas e Godoy (2004), o género Amazona (papagaios) e Ara (araras), assim
como as aves jovens, sao considerados mais suscetiveis a este tipo de infec¢éo.

Cavalcante (2008), classifica a clamidiose aviaria de acordo com a manifestagéo dos
sinais clinicos, descrevendo infecgdes superaguda, aguda, crdnica e inaparente. As formas
superaguda e aguda sdo causadas por cepas altamente virulentas e se caracterizam pela
presenca marcante de sinais clinicos sugestivos da doenca, no entanto, a primeira forma se
diferencia por acometer animais jovens e apresentar altas taxas de mortalidade. Na infeccéo
cronica, sdo observados somente sinais clinicos discretos como conjuntivites e alteragdes
respiratorias, ja a forma inaparente acomete principalmente aves adultas e ndo ha sinais
clinicos aparentes.

Sinais neuroldgicos, como tremores, opistétono e paralisia, também podem estar
presentes na infeccdo por Chlamydophila sp., sendo comum a presenca destes sinais clinicos
considerados mais graves em animais jovens ou em aves cronicamente infectadas apos serem
submetidas a estresse (HARKINEZHAD et al., 2009; PROENCA et al., 2011).

Para Smith et al. (2011), os sintomas relacionados ao trato respiratério sdo
frequentemente observados quando a infec¢do pelo agente ocorre por inalacdo ou em casos
mais avancado da doenga, mesmo que a infeccdo priméria tenha sido pela via digestoria,

destacando como principais sinais a congestao pulmonar, aerossaculite e a broncopneumonia.



A presenca de febre pode ser observada em alguns animais, geralmente como sinal
clinico de infeccdo sistémica, acompanhada de depressdo, letargia e alteracdes de plumagem
(PROENCA et al.,, 2011). Segundo os autores, em casos mais graves, onde ha
comprometimento renal, lesdes degenerativas nos rins podem ocasionar a reducdo na

producdo de eritropoetina, resultando em anemia hipoplasica.

2.5.2. Em humanos

Por ser considerada o principal agente etioldgico da clamidiose em aves e endémica
em psitacideos, a C. psittaci também é descrita nos casos confirmados da doenca em seres
humanos, sendo considerada uma zoonose de impacto em salde coletiva devido ao aumento
da exploracdo da fauna silvestre oriundas do comercio ilegal e do uso destes como animais de
companhia (RASO, 2015).

A infeccdo por C. psittaci em humanos, causa doenga conhecida como psitacose,
derivada da palavra Psittacus, que significa papagaio em grego (VANROMPAY et al., 1995).
Portanto, a psitacose € considerada uma zoonose de risco consideravel para pessoas que
mantém contato direto com aves, como trabalhadores em abatedouros de aves e lojas de
animais, proprietarios de passaros, médicos veterinarios, bidlogos e funcionarios de
zoolégicos e de criatorios comerciais (SAITO et al., 2005; FENGA et al., 2007; VANROPAY
etal., 2007; RASO et al., 2010).

O primeiro relato de psitacose em humanos foi descrito por Ritter (1880) e em seguida
por Morange (1895) apds um surto em Paris, onde a doenca foi entdo associada ao papagaio e
passou a ser denominada de psitacose. Uma pandemia mundial com mais de 800 casos e 20%
de obitos foi registrada entre os anos de 1929 e 1930, as ocorréncias foram relacionadas ao
contato com psitacideos infectados oriundos da America do Sul e levados para a Europa e
América do Norte. Em todos os casos relatados, a doenga apresentava a pneumonia como
principal sinal clinico.

O homem se infecta por meio da inalacdo de aerosséis contaminados pela C. psittaci
presentes no ambiente, nas penas, secrecdes, excrecdes ou nos tecidos de aves infectadas. A
transmissdo entre seres humanos € raramente descrita e, mais frequentemente, observada
como infeccdo nosocomial (VANROPAY et al., 1995; VANROPAY et al., 2007). Ndo ha
registros de infeccdo relacionada a ingestdo de carnes de aves infectadas, pois as clamideas
sdo facilmente destruidas pelo calor (WILLS, 1986).



Na espécie humana a doenca apresenta baixos indices de mortalidade desde o
advento dos antibidticos, apresentando periodo de incubacdo médio de 5 a 14 dias, 0s sinais
clinicos assim como nas aves, sao inespecificos e o0s mais frequentemente
observados, incluem mialgia, febre de inicio abrupto, dispneia, tosse ndo produtiva, calafrios e
dor de cabegca (STEWARDSON; GRAYSON, 2010; SMITH et al., 2011).

Acredita-se que a escassez de dados na literatura acerca da psitacose em
humanos, esteja relacionada a dificuldade em realizar o diagnostico clinico da doenca, sendo
somente notificados pacientes com sintomatologia grave, onde ha a pneumonia severa
associada ou ndo a complicacGes neuroldgicas, cardiacas e ao historico de contato direto ou
indireto com aves infectadas (STEWARDSON; GRAYSON, 2010).

2.6. ALTERACOES ANATOMOPATOLOGICAS

Na infeccdo por C. psittaci os achados de necropsia assim como a sintomatologia, séo
inespecificos e a gravidade das lesdes varia de acordo com a evolucdo da doencga,
normalmente as alteracdes estdo limitadas ao figado, baco, pulmao, sacos aéreos e coragdo
(FRIEND; FRANSON, 1999; ANDERSEN; VANROMPAY, 2003; LONGBOTTOM;
COULTER, 2003).

Hepato e esplenomegalia sdo comuns, e o figado pode se apresentar fridvel e de
coloragdo amarela ou esverdeada, com presenca de pequenos focos necréticos na capsula ou
superficie de corte, além da proliferagdo de ductos biliares, infiltragdo de heterofilos,
linfécitos e células plasmaticas. As lesbes esplénicas sdo variaveis, podendo ocorrer a perda
da arquitetura normal do orgdo, além da presenca de focos necroticos e petéquias na sua
superficie e a infiltracdo de macréfagos junto a células plasmaticas. Fibrina e heterofilos
também podem ser observados (RASO et al., 2006).

A hepatite/hepatomegalia observada na infec¢do por C. psittaci esta relacionada a
liberacdo de hepatotoxinas presentes na superficie bacteriana, que lesam os hepatdcitos e
resultam no extravasamento de aspartato aminotransferase (AST) na corrente sanguinea,
aumentando também os niveis de albumina sérica. As lesGes ao nivel hepéatico sdo mais
comuns em infecgOes severas ou quando decorrentes da ingestdo do agente infeccioso
(PROENCA et al., 2011).

Em psitacideos a aerossaculite € um achado frequente nos animais acometidos, com as

membranas dos sacos aéreos podendo estar espessadas e opacas e, em alguns casos,



recobertas por exsudato fibrinopurulento. Nos pulmdes, s&o descritos congestdo e
pneumonia fibrinosa (RASO et al., 2006; ECCO et al., 2009).

Vilela (2012) ao realizar necropsia em 15 psitacideos recuperados do comercio ilegal
em Minas Gerais, confirmou a existéncia de Chlamydophila sp. no citoplasma de macréfagos
no figado, baco e em alguns outros 6rgdos de quatro papagaios através da técnica de
imunohistoquimica  (IHQ), utilizando anticorpos  monoclonais.  Hepatomegalia,
esplenomegalia e aerossaculite fibrinopurulenta foram as alteracdes mais visiveis na
maioria dos animais.

Ao nivel cardiaco a principal alteracdo descrita é a pericardite. Nos rins a nefrose
ocorre consequéncia da liberacdo de nefrotoxinas pelo agente etiolégico. Em machos a
infeccdo pode causar orquite e epididimite podendo levar a infertilidade, porém, a ooforite é

raramente descrita em fémeas (RASO et al., 2006).

2.7. DIAGNOSTICO
2.7.1. Isolamento

O isolamento de C. psittaci requer a inoculacdo em ovos embrionados ou culturas de
células e é considerado o padrdo ouro para a identificacdo do agente infeccioso, embora a
aplicacdo desta técnica envolva algumas limitagbes, pois demanda um longo tempo de
execucdo, necessita de amostras de alta qualidade, além do risco aos manipuladores em
laboratério, fazendo com que outros meios de diagnéstico laboratorial sejam
preferencialmente utilizados na confirmacgéo desta doenga, como o teste ELISA para deteccdo
de antigeno, PCR e DNA microarray para a deteccdo molecular da C. psittaci (BUTLER;
WHITNEY, 1998; SMITH et al., 2011).

A coleta, o transporte e 0 armazenamento do material deve ser criterioso e feita de
forma asséptica, podendo ser utilizados fragmentos de rim, pericardio, bago ou figado,
exudatos e suabes de cloaca e orofaringe. As amostras devem ser mantidas em meio de
transporte tampdo SPG (contendo sacarose, acido L-glutdmico, KH2PO4, K2HPO4, soro
fetal, vancomicina, canamicina, estreptomicina, anfotericina B e gentamicina), onde
permanecerao viaveis por até 30 dias sem refrigeracao e 34 dias a 4°C (CFSPH, 2009; SMITH
et al.,, 2011). Andersen e Franson (2007) recomendam a adigdo de antibioticos que nédo
possuam efeito contra C. psittaci junto as amostras como forma de reduzir a possibilidade de

contaminacao.



Para a cultura em ovo embrionado é necessario a inoculacdo de 0,5mL de in6culo no
saco vitelino de embrido e aguardar a replicacdo do agente que tera como efeito a congestdo
vascular nas membranas do saco vitelino e a morte do embrido em um periodo ndo superior a
10 dias. As inclusdes podem ser demonstradas por imunofluorescéncia direta, indireta e
técnicas de coloracdo histoquimica ou IHQ (ANDERSEN; VANROMPAY, 2003; OIE, 2004).

2.7.2. Sorologia

O diagndstico soroldgico utilizando testes de imunofluorescéncia indireta (IFl), ensaio
de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) indireto e reacdo de fixacdo do complemento (RFC),
sendo consideradas técnicas rapidas, principalmente quando comparadas ao isolamento e
cultura de células em ovo embrionado, e capazes de identificar CE viaveis e ndo viaveis, e
antigenos sollveis de lipopolissacarideos especificos do género Chlamydophila presentes em
secrecOes (VANROMPAY et al., 1994; OIE, 2004).

O teste de IFI possui suas limitac@es no diagndstico laboratorial na clamidiose, por se
tratar de um teste cujo resultado é qualitativo e os reagentes necessarios nao estdo disponiveis
no mercado, fazendo com que a realizacdo da técnica dependa em grande parte da experiéncia
do técnico que a executa e da colaboragdo com outros grupos de pesquisa que disponham de
laboratorios especializados (EVERETT, 2000).

Existem no mercado, kits comerciais para a realiza¢do do teste ELISA, desenvolvidos
a partir da selecdo cuidadosa de anticorpos monoclonais, porém necessitam que exista um
aumento de quatro vezes no titulo de amostras pareadas, além da possibilidade de que mesmo
apoOs serem tratados, 0s animais continuam apresentando alta titulacdo de anticorpos IgG,
denotando a necessidade de considerar sempre a presenca de sinais clinicos, resultados de
exames complementares e dados epidemioldgicos associados a doenca (OIE, 2004,
VERMINNEN et al., 2008; SASCHE et al., 2009).

O emprego do teste ELISA é recomendado na rotina da investigacdo de aves
acometidas como meio para triagem do criadouro, ndo sendo aceito como meio de diagndstico
definitivo, por conta da possibilidade de reacdo cruzada com antigenos de outros agentes
infecciosos Gram negativos (falso positivo) e da possibilidade de falhar na identificacdo de
anticorpos em infeccdo recente (falso negativo) (RASO et al., 2002; RASO et al., 2006).



O diagnostico por meio da FC estd fundamentado na presenca de anticorpos anti C.
psittaci presentes em amostras seriadas de diluicdo de soro testes em placas contendo antigeno
e hemacias, e é considerado positivo quando se observa a lise de hemacias em concentragcdes
de soro acima de 1:16 (RASO et al., 2004).

Recomenda-se sempre a confirmacgédo dos resultados obtidos no diagndéstico soroldgico
por meio de testes moleculares ou pelo isolamento do agente infeccioso, seja em casos de
amostras positivas em animais assintomaticos ou quando aves sintomaticas demonstram
resultados negativos (CFSPH, 2009; SMITH et al., 2011).

O diagndstico IHQ se baseia na presenca de antigenos, fundamentado na teoria da
ligacdo entre antigenos e anticorpos nos tecidos bioldgicos de aves e por isso consiste em um
teste soroldgico direto (FERRO, 2013). Em um estudo realizado por Casagrande et al. (2014),
foi feita uma analise retrospectiva em 111 psitacideos provenientes de apreensdo ou cativeiro,
evidenciou-se imunomarcacdo anti-Chlamydophila em figado (11/12), baco (7/9), pulmdes
(3/9), rins (2/8), intestinos (2/3), sacos aéreos (1/4) e bursa de Fabricius (1/2) dos animais
estudados, mostrando a relevancia da IHQ como forma de diagndstico definitivo post mortem

de clamidiose em psitacideos no Brasil.

2.7.3. Reagdo em Cadeia Mediada pela polimerase (PCR)

O diagndstico molecular através da Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase
(PCR), é o tnico método comercial disponivel para diagnostico de C. psittaci no Brasil, sendo
considerada uma técnica de rapida execucdo e capaz de detectar pequenas quantidades do
agente presente em amostras biologicas, permitindo simultaneamente a identificacéo,
quantificacdo e genotipagem dos sete genotipos de C. psittaci (A a F e E/B) de acordo com o
protocolo empregado (OLSEN et al., 1998; RASO, 2009; VASCONCELOS, 2012).

A PCR permite a replicagdo invitro do DNA, a partir da utilizagdo de primers
especificos para género ou espécie da bactéria, amplificando exponencialmente uma porcao
alvo da molécula de DNA, formando milhdes de amplicons (EVERETT et al., 1999). As
técnicas de PCR utilizadas no diagnéstico de Chlamydophila sp. em aves sdo: a PCR
convencional (OLSEN et al., 1998), semi-nested PCR (RASO et al., 2006), multiplex PCR
(EVERETT et al., 1999), PCR-RFLP, PCR em tempo real (GEENS et al., 2005) e DNA
microarray (SACHSE et al., 2009).

A reacdo de PCR convencional acontece em duas fases onde os amplicons

formados na primeira reacdo sdo utilizados como molde para uma segunda reacéo e todos 0s



protocolos séo espécie-especificos ou especificos para a familia Chlamydiaceae apresentando
como alvo o gene ompA, ompB ou 0s genes ribossomais 16S e 23S RNA da bactéria
(GEENS et al., 2005; VAN LOOCK et al., 2005; PANTCHEYV et al., 2009).

A técnica da semi-nested PCR ¢é amplamente utilizada no diagndstico da
Chlamydophila sp. por diminuir as chances de se obterem resultados falso negativos, pois
enquanto o produto da primeira etapa podera ser demasiado pequeno para detecgdo, produto
suficiente € sintetizado para a amplificacdo e deteccdo em uma segunda etapa da reacdo ou
“nested ”, aumetando a especificidade e a eficiéncia do teste (MESSMER et al., 1997).

A técnica de realizacdo de diagnostico molecular utilizando o protocolo de PCR em
tempo real é mais rapida e apresenta um menor risco de contaminacdo em relacdo as demais,
uma vez que nao necessita de uma reacdo suplementar de amplificacdo sendo realizada por
meio de um sistema fechado (GEENS et al., 2005; PANTCHEYV et al., 2009).

O protocolo que utiliza a técnica de Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) promove a clivagem do DNA, originando sequencias homologas marcadas com
radioatividade que promovem uma reacao de luminescéncia (GEENS et al., 2005).

A PCR-RFLP, DNA microarray e PCR em tempo real sdo as Unicas técnicas capazes
de identificar os genoétipos de Chlamydophila presentes em amostras biologicas, embora a
PCR-RFLP n&o seja capaz de identificar o genotipo E/B da bactéria. Os testes de biologia
molecular que empregam a semi-nested PCR e Multiplex PCR necessita sequenciar o material
amplificado para a identificacdo dos gendtipos envolvidos nos casos examinados (GEENS et
al., 2005; MAGNINO et al., 2009).

A técnica de DNA microarray possui sensibilidade equivalente a PCR em tempo real
e permite que a amostra de DNA seja examinada simultaneamente por varias sondas de
hibridizacdo espécie especificas, possibilitando a identificacdo direta e genotipagem das
espécies da familia Chlamydiaceae. Porém esta técnica, ainda é considerada emergente, por
ser um teste mais sofisticado, com maior teor de informacdo e de custo elevado, embora
consista em uma ferramenta de diagnostico promissor para rastreamento epidemioldgico,
explorando a divulgacdo de gendtipos e identificando representantes atipicas de C. psittaci
envolvidas nos casos estudados (SACHSE et al., 2009).

Para a realizacdo do exame sdo admitidas amostras de suabe cloacal, orofaringe,
conjuntiva ou tecidos. A coleta também deve ser cuidadosa, com o objetivo de diminuir o
risco de contaminacdo ambiental e de outras aves. O método de conservacdo deve estar de
acordo com o protocolo empregado, pois o manejo utilizado pode influenciar na
sensibilidade e especificidade do teste (SACHSE et al., 2009).



A biologia molecular também é empregada no diagnostico de infeccéo por C. psittaci
em humanos, através da utilizacdo da semi-nested PCR e PCR em tempo real e anticorpos
recombinantes ELISA (SAIKKU et al., 1998; VERMINNEN et al., 2008; SACHSE et al.,
2009).

2.8. TRATAMENTO

N&o é recomendado o uso profilatico de antibiotico em animais, uma vez que esta
pratica podera resultar na selecdo de cepas mais resistentes, comprometendo a resposta de
aves doentes ao tratamento por estes fa&rmacos (ANDERSEN; FRANSON, 2007; RASO,
2007).

A terapéutica deve ser restrita a aves sintomaticas, podendo ser utilizados antibioticos
da classe das tetraciclinas, onde a doxiciclina tem demonstrado melhores resultados devido a
sua rapida absorcdo e eliminacdo lenta. O tratamento deve durar 45 dias e a dose
recomendada é de 25 a 50 mg/kg por via oral a cada 24 horas ou 75 a 100 mg/kg a cada5a 7
dias, administrado pela via intramuscular (RASO, 2007).

O uso de ragOes a base de grédos impregnados com antimicrobianos também pode ser
eficaz no tratamento de aves infectadas (SMITH et al., 2011). No entanto, Raso (2006),
afirma que héa certa dificuldade em encontrar este tipo de alimento em alguns paises latino
americanos.

O tratamento de calopsitas experimentalmente infectados através da utilizacdo
doxiciclina associado a azitromicina demonstrou resultados satisfatérios diminuindo o tempo
de tratamento e 45 para 21 dias (GUZMAN et al., 2010). As penicilinas e o cloranfenicol
também possuem efeito satisfatorio no tratamento da clamidiose (ANDERSEN;
VANROMPAY, 2003; VANROMPAY et al., 2007).

Raso (2007) recomenda que o tratamento medicamentoso esteja sempre associado ao
tratamento de suporte, com suplementacéo alimentar, fluidoterapia, isolamento e alimentagéo

através de sonda, quando necessario.

2.9. CONTROLE E PROFILAXIA

O controle do comércio ilegal de aves silvestres pelo IBAMA deve ser efetivo no
intuito de coibir o trafico de animais selvagens e de proporcionar meios para que estes

animais retirados da natureza tenham condicbes de se restabelecer, pois quando



comercializados ilegalmente, sdo sujeitos a condi¢des inadequadas de transporte, alimentagédo
e higiene e, quando resgatados, sdo geralmente mantidos em recintos com altas taxas de
lotacdo, provocando queda de imunidade e a propagacédo de doencas entre as aves (RASO et
al., 2004; BARBOSA et al., 2011; RASO, 2015).

A adoc¢do da quarentena como medida restritiva a introdugdo de novos animais no
criadouro, com a utilizagéo de recintos individuais, juntamente com a observacao e realizagao
de exames clinicos e laboratoriais, deve estar incluida dentro do protocolo de medidas
higiénico sanitarias dos criadouros, como medidas profilaticas a introducdo e disseminacdo de
doengas (SMITH et al., 2011).

O isolamento e tratamento de aves suspeitas ou com diagndstico confirmado de
infeccdo por Chlamydophila sp. é a principal medida a ser adotada com a finalidade de
impedir 0 aumento do nimero de casos no criadouro, sendo que os protocolos terapéuticos
adotados devem ser eficientes no sentido de curar os animais doentes, ndo permitindo que
mesmo apos a forma clinica eles permanecam como portadores assintométicos da doenca,
funcionando como fontes de infec¢do para humanos e outras aves (RASO, 2007; SMITH et
al., 2011).

A adocdo de boas praticas de manejo, como a limpeza cuidadosa dos recintos,
bebedouros e comedouros, o uso de equipamentos de protecdo individual por parte dos
manipuladores, constituem medidas importantes no controle da contaminagdo por esta
bactéria, que embora possa permanecer viavel no ambiente por até 30 dias, devido a sua
estrutura de membrana com alto teor de lipideos, pode ser inativada através de limpeza e
desinfeccdo com a maioria dos detergentes e desinfetantes, como o etanol a 70% e compostos
de amonia quaternéria, ao calor e a luz solar (ANDERSEN; VANROMPAY, 2003).

2.10. CLAMIDIOSE AVIARIAE IMPLICACOES ZOONOTICAS

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis
(IBAMA) estima-se que cerca de 90% do comércio de animais selvagens € ilegal, e no caso
das aves, este dado se torna preocupante, uma vez que estes animais ao sobreviverem,
geralmente sdo levados ao ambiente doméstico e ao contato com outros animais suscetiveis
podendo resultar em efeitos sanitarios relevantes (RENCTAS, 2011).

A criacdo de passeriformes em cativeiro esta conceituada no artigo 2°, inciso Il da
Instrucdo Normativa n. 003/99. Portanto, deve ser, autorizada, regulamentada e fiscalizada

pelo IBAMA, pois a manutencdo de animais silvestres em cativeiro possui como aspectos



positivos, o equilibrio ecoldgico, a possibilidade de realizacdo de experiéncias cientificas, o
auxilio na educacdo ambiental, na preservacdo das espécies e na economia ambiental
(WIEDMANN, 2009; GARCIA; GARCIA, 2012). No entanto, é necessario um maior
entendimento em relacdo aos procedimentos de criacdo, adotando formas de manejo
adequadas que funcionem como uma barreira sanitaria a disseminacdo de zoonoses e outras
enfermidades.

Aves infectadas pela Chlamydophyla sp., quando ndo tratadas, podem tornar-se
portadoras assintomaticas da doenca, logo, a captura de aves silvestres e a manutencao destes
animais no ambiente doméstico sem os devidos cuidados, consistem em um fator de risco
importante na disseminacdo desta doencga, uma vez que a eliminacdo do agente é estimulada
por condicdes de estresse, como manipulacado, transporte e manejo inadequado (RASO, 2007).

A espécie C. psittaci é considerada endémica em psitacideos, principalmente quando
as aves sao mantidas em cativeiro, e dentre as 465 espécies de aves onde a bactéria foi
isolada, os psitacideos e columbiformes, portanto, estes animais merecem destaque como
potenciais disseminadores desta zoonose, uma vez que a doenca pode apresentar-se de forma
inaparente nas aves e a excrecdo do agente pode acontecer de forma intermitente em fezes e
exsudato respiratorio (KALETA; TADAY, 2003).

Raso et al. (2010) ao investigarem a soroprevaléncia de anticorpos anti-C. psittaci em
bidlogos, cientistas, tratadores, médicos veterinarios e estudantes de veterinaria que
trabalhavam em zoologicos, através das técnicas de reacao de fixacdo do complemento (RFC)
e microimunofluorescéncia (MIF), identificaram 23,9% e 4,7% de amostras de soro positivas
dentre os individuos estudados, confirmando a necessidade de se investigar esta doenca em
humanos, pois a maioria dos casos ainda sdo confundidas com gripes sazonais ou estdo em
condicdo de portador assintomatico.

Vasquez et al. (2010) ao utilizarem a técnica de PCR como meio para o diagndstico,
observaram alta prevaléncia de infec¢do por C. psittaci em pombos assintomaticos de vida
livre que frequentavam parques e jardins publicos em Madri (Espanha), destacando o risco de
contaminagdo por este microrganismo até mesmo para pessoas que ndo possuem contato

direto com aves consideradas como grupos de risco.



3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de clamidiose em diferentes espécies de psitacideos da fauna

brasileira, mantidos em criadouros conservacionistas no Estado do Para.

3.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar molecularmente através da técnica da semi-nested PCR, a infeccdo pela
Clamydophila sp. em psitaciformes mantidos em cativeiro no Estado do Par4;

e Investigar a presenca de sinais clinicos sugestivos de clamidiose nas aves de
estudo e correlacionar a sintomatologia apresentada com os achados positivos na
PCR;

o ldentificar fatores de risco relacionados ao manejo higiénico sanitario empregado

nos criadouros que possam predispor a ocorréncia da doenca.



4. METODOLOGIA
4.1. ANIMAIS E LOCAIS DE COLETA DAS AMOSTRAS DE ESTUDO

Para a realizacdo do estudo foram utilizados 201 aves, todas provenientes de quatro
criadouros mantenedores de fauna silvestre, autorizados pelo Sistema Nacional de Gestdo da
Fauna Silvestre - SisFauna e localizados nas Mesorregides Metropolitana de Belém (C1 e
C2), Nordeste Paraense (C3) e Baixo Amazonas (C4) (Figura 2). Todos os animais envolvidos
no estudo eram adultos, sem distingdo entre machos e fémeas, pertencentes a 08 géneros e 16
espécies da Ordem dos Psitaciformes (Quadro 1).

A presente pesquisa foi licenciada pelo SISBIO-IBAMA (Anexo 1) e aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais, da Universidade Federal Rural da Amazénia (CEUA-
UFRA) (Anexo 2).

Baixo Amazonas
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Figura 2. Mapa da distribuicdo das Mesorregides do Estado do Para: Criatorios mantenedores de
fauna silvestre selecionados para estudo (*).
Fonte: SILVA,; SILVA, 2008.



Quadro 01. Relacdo de todas as espécies envolvidas no estudo e suas respectivas

amostragens por criadouro de origem

Nome Comum Nome Cientifico C1 C2 C3 C4  Total
Papagaio-verdadeiro Amazona aestiva 01 02 16 00 19
Papagaio-papa-cacau Amazona festiva 00 02 00 01 03
Papagaio-moleiro Amazona farinosa 00 03 08 08 19
Papagaio-campeiro Amazona ochrocephala 00 00 00 08 08
Papagaio-do-mangue Amazona amazénica 21 09 09 37 76
Arara-azul-grande ﬁ;:g‘r’][m’r:‘lfshus 0 | 02 | o0 | 03 | 05
Ararinha azul Cyanopsitta spixii 00 00 06 00 06
Ararinha-verde Ara ambigua 00 05 00 01 06
Avrara- Canindé Ara ararauna 01 02 00 01 04
,;?r:gévermelha- Ara chloropterus 03 | 04 00 08 15
Qer 3&2}]";“‘3'“&' Ara macao 03 | oL | 00 | 06 | 10
Maracana-verdadeiro Ara maracana 03 02 00 03 08
Ararajuba Guaruba guarouba 00 04 11 02 17
Macarand-do-butiti | P ac 00 | 00 | 00 | o1 | o1
Anaca Deroptyus accipitrinus 00 02 00 00 02
(I;gg;ig:_i;rf;a;;de- Pionites melanocephala | 00 | 02 00 00 02
Total 32 40 50 79 201

4.2. EXAME CLINICO INDIVIDUAL DOS ANIMAIS E AVALICAO DO CRIADOURO

Como metodo complementar ao diagndstico laboratorial, foi realizado o exame clinico

individual de todas as aves que participaram do estudo, cujos dados foram registrados em uma

ficha (Apéndice 1), contendo dados referentes a presenca de sinais clinicos possivelmente

relacionados a doenca, como apatia, anorexia, alteracdes de plumagem, presenca de

conjuntivite, alteracdes respiratorias, digestivas, urinérias ou neuroldgicas.

As praticas de manejo e as condi¢des higiénico sanitarias a que esses animais sao

submetidos, também foram registradas em um formulario de avaliacdo de cada criadouro




(Apéndice 2), com a finalidade de identificar possiveis interferéncias que favorecam a
manifestacdo ou disseminacdo da doenca.

Os resultados da avaliacao higiénico sanitaria foram esquematizados a partir dos dados
registrados nas fichas de avaliacdo de cada criadouro, onde foram selecionados seis aspectos
considerados 0s mais relevantes no controle da disseminagdo de doencas, aos quais foram
atribuidos os conceitos A, B e C, onde o A fora atribuido aos que apresentavam condicdes
ambientais satisfatorias, proporcionando um ambiente salubre, seguro e adequado a
manutencdo dos animais em cativeiro, o conceito B, faz referencia aos que possuem
condi¢cBes de manejo regular, ou seja, que atendem em alguns aspectos, porém ndo sao
suficientes para minimizar o risco de transmissdo de agentes infecciosos, o C refere-se aos
criadouros onde ndo se observava os critérios contidos na ficha de avaliacdo higiénico
sanitaria ou se encontravam em péssimas condices de higiene, impossibilitando o uso

coletivo.
4.3. CONTENCAO FiSICAE COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Para a coleta de amostras bioldgicas as aves foram capturadas com auxilio de pucés e
contidas fisicamente através de luvas de raspa de couro, ndo necessitando da utilizacdo de
métodos de contencdo quimica. Os animais foram imobilizados cuidadosamente mantendo

uma mdo fixa apoiada na regido cervical e a outra segurando corpo e pernas (Figura 3).

Figura 3. Método de imobilizacdo manual utilizado para a contencéo fisica das aves.



Para o suabe orofaringiano procedeu a abertura do bico, onde nas aves menores, foi
utilizando a haste circular de duas pingas hemostaticas, onde uma haste se manteve fixa na
porcdo superior do bico e a outra na inferior, tracionando-as contra lateralmente (Figura 4).
Nas aves maiores, foi utilizado um abridor de bico feito em aco inoxidavel, especifico para a
espécie (Figura 5). Para a coleta de suabe cloacal, além da contengdo manual, a cauda do

animal deve ser levemente deslocada para baixo (Figura 6).

Figura 4. Emprego de pingas hemostaticas como auxilio na abertura do bico das aves menores para a
coleta de suabe de orofaringe.

Figura 5. Abertura de bico utilizando um abre boca especifico para aves.



Figura 6. Coleta de suabe cloacal a partir da contengdo manual e deslocamento da cauda.

Os suabes foram introduzidos e friccionados levemente na regido da cloaca e
orofaringe. A coleta foi executada somente uma vez em cada animal, e logo em seguida as
aves receberam marcacdo com tinta atoxica no bico para sua identificacdo e posteriormente

foram reinseridas no recinto junto aos demais animais e submetidos a rotina normal.

4.4. METODO DE CONSERVACAO E ANALISE DAS AMOSTRAS

Apobs a coleta do material, os suabes foram transferidos para eppendorfs estéreis,
devidamente identificados, colocados em rack e acondicionado em caixa de polimero
expandido com gelox, onde permaneceu por um periodo ndo superior a 12 horas, e em
seguida acondicionados em freezer a -20°C, no Laboratério de Patologia Animal da
Universidade Federal Rural da Amazonia - LABOPAT/UFRA, onde permaneceram por no
méaximo 30 dias, até que fossem encaminhadas ao Laboratorio de Diagnostico Molecular do
Centro de Inovagdes Tecnoldgicas do Instituto Evandro Chagas - CIT/IEC e conservadas em
freezer a -80 °C, até o momento de realizacdo da analise molecular, atraves da técnica da
semi-nested PCR.

4.5. EXTRACAO DO DNA

Para a extracdo do DNA das amostras bioldgicas foi utilizado o Chelex®100 sodium
form (Sigma-Aldrich), uma resina quelante amplamente utilizada na extragcdo DNA bacteriano

e viral, provenientes de amostras clinicas ou de culturas para fins de diagnéstico molecular.



O Chelex 100 possui propriedades que o torna capaz de proteger as moléculas de DNA
da acdo de DNases (enzimas que degradam o DNA), por meio da ligacdo com os ions de
magnésio, porém, este método gera um produto menos estavel em armazenamento, podendo
permanecer somente por 3 a 4 meses a uma temperatura de 4 a 8°C, e por isso é mais
recomendado quando ha a necessidade de um diagndstico rapido de amostras com pouca
concentracdo de DNA, como os materiais forenses (LAMBALLERIE et al., 1992).

Para a sua utilizacdo na extracdo de material genético, o Chelex 100 foi preparado em
suspensao a 10%, atraves da diluicdo em agua esterilizada UV HPLC acrescentado-se uma
pequena barra de agitacdo magnética, e em seguida posto em um agitador magnético, durante
0 preparo, a solucdo foi manipulada cuidadosamente e mantida sob condicdes estéreis, e apos,
permaneceu armazenada a 4°C até o uso.

Apos ser homogeneizado, foram adicionados 100ul do Chelex 100 a 10% e 100l de
agua ultra pura em cada eppendorf contendo os suabes, reduzindo a solucdo a uma
concentracdo de 5%, o material foi transferido para um termobloco a 56°C e 1200 rpm por 2
horas, seguida de 10 minutos a 100°C, sem a necessidade de agitacdo e posteriormente,
mantidas sob refrigeracdo entre 4 e 8°C. Antes da sua utilizacdo na reacdo de PCR, o material
extraido foi levado ao vortex por alguns segundos e centrifugado a 13000 rpm, durante 3

minutos.

4.6. REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE — PCR

Os procedimentos metodoldgicos para a realizacdo da PCR, seguiram a orientacdo de
Raso et al. (2006), com algumas adequagdes. Os primers utilizados no estudo correspondiam
a uma regido conservada do gene da Major Outer Membrane Protein (MOMP) da bactéria,
contendo as seguintes sequencias: A (5’-CAGGACATCTTGTCTGGCTTTAA-3") e B (5’-
GCAAGGATCGCAAGATC-3’) para a primeira reagdo, produzindo um produto de 260 pb ¢
C (5-TTAGAGGTGAGTATGAAAAAACTC-3") ¢ B (5’- GCAAGGATCGCAAGATC-3’)

para a segunda reacédo, produzindo um amplicon de 165 pb (Figura 7).
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Figura 7. Sequéncia de nucleotideos amplificada pela semi-nested PCR, através da utilizacdo
de primers dirigidos a a uma regido conservada do gene da Major Outer Membrane Protein

(MOMP) de C. psittaci (imagem gerada pelo programa genious 6.0).

Para as reacdes de amplificacdo foram utilizados, 5 pL de amostra (template) de DNA,
2,5 ul de 10x PCR Buffer minus Mg2, 0,5 ul de 10 mM dNTPs, 0,75 pl de 50 mM MgCI2,
0,5 UM de cada primer, 0,1 pl de Platinum® Tag DNA polimerase (Invitrogen, EUA) e
adicionado agua estéril até completar um volume final de 25 pL.

A reacdo foi executada a 94°C por 10min, seguida de 34 ciclos a 94°C por 60s, 54°C
por 60s. (para primeira reacdo) e 52°C por 60s (para segunda reacdo) e 72°C por 60s, com
uma extenséo final a 72°C por 4 minutos. O produto da PCR foi corado com solucéo de Blue
Orange (Invitrogen, EUA) e submetidos a corrida eletroforética horizontal em gel de agarose
2% com SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen, EUA), em tampdo TAE (Tris-Acetato-
EDTA), juntamente com o marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen, EUA).

Os resultados foram visualizados num transluminador de UV e fotodocumentados. A
vacina felina Felocell® CVR-C (Zoetis, Brasil), foi utilizada como controle positivo, pois
segundo informacg6es do fabricante, contém amostras atenuadas de C. psittaci, que apés a
nova nomenclatura, passou a ser denominada de Chlamydophila felis. Como controle

negativo, foi utilizado agua ultrapura



4.7. ANALISES ESTATISTICAS

A associacdo entre os resultados obtidos nos quatro criadouros analisados foi obtida
pelo teste de proporcdes (prop. test) na versdo 2.1.1, utilizando o R

Para a avaliacdo da suscetibilidade espécie-especifica tendo como base a frequéncia
dos dados obtidos nos testes de PCR e as aves amostradas, foi utilizado o teste do Qui
quadrado (X?2), pelo programa SPSS a versdo 19 (IBM, EUA).

A analise destes resultados limitou-se as varidveis que apresentaram diferencas
significativas detectaveis com o resultado da semi-nested PCR (p<0,05).

Os dados obtidos a partir da avaliagdo clinica individual dos animais e da avaliacéo

higiénico sanitaria dos criadouros serdo representados por analise descritiva.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de suabe cloacal (n=201) e de orofaringe (n=201) das aves utilizadas no
estudo, a extracdo do DNA bacteriano utilizando o Chelex 100 e a aplicacdo da técnica de
semi-nested PCR, tendo como base a sequéncia de nucleotideos iniciadores derivados do gene
MOMP da Chlamydophila sp., originaram como produto final um amplicon de 165 pb

facilmente visualizado através de um transluminador (Figura 8).
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Figura 8. Sequéncias de DNA amplificadas atraves da semi-nested PCR em gel de agarose
2%. L = Marcador de peso molecular de 100 pb; 1* = Amostra de suabe cloacal; 1° = Amostra
de suabe de orofaringe; ; (*) Amostras positivas; C+ = Controle positivo (vacina felina

Felocell®); C- = Controle negativo (4gua ultra pura).

A semi-nested PCR também fora utilizada como meio para o diagndstico da
clamidiose em psitacideos por Raso et al. (2006) demonstrando que 23,38 % (18/77) dos
psitaciformes eram positivos, e em seguida por Vanrompay et al. (2007) com 19,2% (59/308),
por Donati (2012) identificando a existéncia de Clamydophila sp. em 5,09% (11/216) das
aves estudadas e Leal (2013) com uma frequéncia de 10,6% (33/311) de animais infectados,
destacando esta técnica como uma alternativa eficiente no diagnostico desta enfermidade e
reafirmando a importancia epidemioldgica da clamidiose nestes animais.

Além disso, Algayer (2003) e Neves (2013) também utilizaram a técnica de PCR em
amostras de suabe cloacal e de orofaringe para a identificacdo dos agentes Salmonella e
Mycoplasma sp., que assim como a clamidiose, sdo doencgas importantes para determinar o
status sanitario de psitacideos mantidos em cativeiro.

No presente estudo a presenca de infeccdo pela Clamydophila sp. foi confirmada em

31,84% (64/201) dos animais amostrados, cuja distribui¢do dos resultados obtididos na semi-



nested PCR entre as espécies e o valor percentual estdo demonstrados na tabela 1. Os dados

foram analisados pelo teste de Qui-quadrado (p<0,05).

Tabela 1. Namero de individuos analisado, valor total e percentual da frequéncia de espécies
de psitacideos positivos no teste da semi-nested PCR.

(*)valores sem diferenca estatistica significativa; X ?=13,467; p-value= 0,336.

Espécie N° de emplares PCR positivas %
Amazona aestiva 19 07 36,84%*
Amazona festiva 03 02 66,66%*
Amazona farinosa 19 08 42,11%*
Amazona ochrocephala 08 03 37,50%*
Amazona amazonica 76 18 23,68%*
Anodorhynchus hyacinthinus 05 02 40%*
Cyanopsitta spixii 06 01 16,66%*
Ara ambigua 06 01 16,66%*
Ara ararauna 04 01 25%*
Ara chloropterus 15 06 40%*
Ara macao 10 02 20%*
Ara maracana 08 03 37,50%*
Guaruba guarouba 17 10 58,82%*
Orthopsittaca manilatus 01 00 -
Deroptyus accipitrinus 02 00 -
Pionites melanocephala 02 00 -
Total 201 64

Os resultados obtidos na semi-nested PCR mostraram que nao houve diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre o percentual de amostras positivas relacionado a
espécie de ave amostrada (Tabela 1), portanto, ndo evidenciou-se suscetibilidade a doenga em
qualquer uma das espécies de aves envolvidas nesta pesquisa, embora seja reconhecido que a
maioria dos estudos relacionados a sanidade de psitacideos envolvam os grupos de aves mais
frequentemente observadas no ambiente doméstico, como as do género Ara, Amazona e

Nymphicus.



A auséncia de pré disposicao especifica também fora observado por Carvalho (2012)
em uma pesquisa por Chlamydophila sp., Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae
em psitacideos mantidos em cativeiro no Estado de Goias.

Em um estudo epidemioldgico desenvolvido por Proenca et al (2010) utilizando aves
de companhia atendidas em uma clinica particular em Brasilia/DF, observou-se que todos 0s
animais atendidos (n=123) possuiam algum sinal clinico sugestivo de clamidiose ou foram
positivos na PCR, mesmo na auséncia de sintomatologia, e a espécie de maior importancia
epidemiologica foi a calopsita (Nymphicus hollandicus), perfazendo um total de 75% dos
casos suspeitos de clamidiose ou com PCR positiva, representando 85% dos casos positivos a
PCR no referido estudo.

O género Ramphastos por sua vez ndo demonstrou positividade a clamidiose em teste
de biologia molecular realizado em 25 aves da Fundacdo Parque Zoologico de Sdo Paulo
(RASO et al., 2005). O mesmo resultado também fora descrito por Ferreira Junior (2012) ao
pesquisar a infeccdo por Chlamydophila sp. em ramphastideos, embora os dois autores
acreditem que esta espécie possui participacao no ciclo epidemiolégico da clamidiose aviaria,
necessitando de investigacGes mais precisas, em estudos futuros, que envolvam mais de uma
coleta, além da associagao a outras técnicas de diagndstico, como testes soroldgicos.

De acordo com Raso (2007) na clamidiose, a forma de excre¢do do agente infeccioso
pode ser determinar o estagio clinico da doenca no hospedeiro, pois quando a excre¢ao
através da cloaca é predominante, obervar-se que 0s animais estdo em processo crénico de
infeccdo e quando a presenca da bactéria € mais acentuada na orofaringe, sugere um estagio
inicial da doenca e nos casos de eliminacdo da C. psittaci pelas vias traqueais e cloacais, é
possivel que esteja acontecendo uma reinfeccédo persistente.

No presente estudo, a maior parte da populacdo de animais estudados, 13,93%
(28/201) das aves eliminavam o agente exclusivamente pela via cloacal e a ocorréncia de
dupla excrecdo do agente infeccioso (cloaca e orofaringe) foi confirmada em 6,47% (13/201)

dos casos (Figura 9).
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Figura 9: Disribuicdo das amostras positivas na semi-nested PCR de acordo com o sitio de excrecdo

do agente infeccioso

A distribuicdo de aves infectadas entre os criadouros foi variavel, porém em todas as
localidades foi possivel identificar as trés formas de eliminacdo do agente infecciosso nas
aves positivas e ap0s comparacao entre as variaveis estudadas tendo como base os resultados
obtidos na semi-nested PCR para cada criadouro, foi observado diferenca estatistica

significativa entre os criadouros C2 e C3 (p= 0.02963) (Figura 10).
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Figura 10. Gréfico da distribui¢do dos resultados da semi-nested PCR de acordo com o criadouro
analisado e classificacdo das aves positivas, considerando o sitio de eliminagdo do agente infeccioso
(*) Criadouros que apresentaram diferenca estatistica p-value= 0.02963.

Em uma pesquisa realizada por RASO et al. (2006) foi investigada a prevaléncia da
infeccdo por Chlamydophila sp. na espécie A. aestiva e Anodorhynchus hyacinthinus oriundos
do pantanal do Matogrosso a partir da técnica de semi-nested PCR, confirmando que 26,7%
das aves positivas eliminavam o agente pela via cloacal e somente 8,9% pela orofaringe,
comprovando importancia da forma cronica da doenca, onde aves assintomaticas eliminam os
CE de forma intermitente pelas fezes, mesmo na auséncia de sinais clinicos sugestivos da
doenga.

Do mesmo modo, em um estudo envolvendo 311 Psitaciformes oriundos de

estabelecimentos comerciais e proprietarios na cidade de Salvador, a frequéncia de infeccéo



por Chlamydophila sp. foi de 10,6% (33/311), sendo 9,3% (29/311) em amostra de cloaca e
apenas 1,3% (4/308) em amostras de orofaringe (SANTOS 2012).

Andersen (1996) ao realizar um estudo comparativo entre amostras de fezes, suabe de
cloaca e orofaringe em periquitos e perus e infectados experimentalmente por C. psittaci,
detectou que dentre as aves positivas, 80,4 % excretavam o agente pela orofaringe, 45,1%
pelas fezes e 37,3% pela cloaca. Para o autor, um maior nimero de animais excretando o
agente pela orofaringe € indicativo de que a maior parte dos animais sem encontravam em um
estagio de infeccéo inicial.

Apesar deste trabalho ter comprovado casos de excrecdo do agente infeccioso pela
cloaca e orofaringe em psitacideos de todos os criadouros estudados, até 0 momento néo fora
encontrado nenhum relado como este na literatura, mesmo sendo consenso entre os autores a
possibilidade de dupla eliminagdo (SAITO et al, 2005; RASO, 2007; STAMM, 2006; RASO,
2009; SANTOS, 2012).

Os resultados da avaliacdo higiénico sanitaria dos criadouros estudados, confirmaram
que fatotes ambientais e sanitarios influenciaram na ocorréncia de infec¢do por Clamydophila
sp. nas diversas localidades, pois ao analisar os dados relacionados na tabela 4, observou-se
que C1l e C2 obtiveram uma avaliacdo positiva, com 66,66% (4/6) e 83,33% (5/6) de
conceitos (A) e consequentemente, 0 menor nimero de casos de clamidiose diagnosticados,
enquanto que nos criadouros C3 e C4, foi observado um manejo deficiente no ponto de vista
higiénico sanitario, com somente 0% (0/6) e 50% (3/6) de boas avaliacdes e um maior niUmero

de animais doentes (Tabela 2/ Figura 9).

Tabela 2. Conceitos aplicados aos principais aspectos higiénico sanitarios observados nos
criadouros selecionados para o estudo.

Aspectos higiénico sanitérios C1 C2 C3 C4
Higiéne dos recintos A A B A
Higiéne dos comedouros A A B A
Higiéne dos bebedouros A A B A
Lotacéo dos recintos A A B B
Utilizag¢do de EPI’s pelos funcionarios C B C C
Adocdo de quarentena em recintos individuais C A C C

Legenda: A= Boa/se aplica; B= Regular; C= Péssima/Nao se aplica



Uma maior ocorréncia de aves positivas para Chlamydophila sp. também foi
identificada em um CETAS e um criadouro comercial em relacdo a um conservasionista no
Estado de Goias, 0 que segundo os autores, € reflexo de uma melhor qualidade dos recintos,
boas condicGes de higiene e menor rotatividade de aves dentro do criadouro (CARVALHO,
2012).

De acordo com HARKINEZHAD et al. (2009), quando aves sdo submetidas
submetidas a fatores de estresse, como falhas no manejo, provacdo de alimento, dgua ou
mudanca de recinto, a manifestacdo dos sinais clinicos pode se intensificar, bem como as
taxas de eliminacdo da bactéria, podem aumentar, potencializando o risco de infeccdo a outras
aves.

Neste estudo, a diferenca estatistca demonstrada na figura 9 encontrada nos resultados
obtidos na PCR entre as aves pertencentes aos criadouros C2 e C3, esta diretamente
relacionada ao manejo higiénico sanitario empregado nas duas localidades, tendo em vista que
o C3 apresentava uma maior variabilidade de espécies pertencentes a fauna silvestre, o que
pode dificultar a implementacdo de um manejo higiénico sanitario mais criterioso que atenda
igualmente a todas as espécies. E alem disso, outro aspecto que pode ter influenciado no
aumento da prevaléncia da doenca entre as aves estudadas pertencentes a este criadouro, € 0
fato de que o mesmo estava passando por um momento de reordenagdo, com a construgdo de
novos recintos e reagrupamento das aves.

Enquanto que o criadouro C2, obteve uma melhor avaliacdo em relagdo ao manejo
empregado, com 0 menor nimero de animais positivos (20%), sendo que dentre estas aves,
somente quatro animais encontravam-se distribuidos em recintos coletivos e os demais se
encontravam isolados em quarentena, sem qualquer tipo de contato com outras aves. Este
criadouro também € o mais antigo, desde 1866, localizado na regido urbana, aberto ao
publico e com a presenca de apoio técnico especializado diariamente, possibilotando o
emprego de um manejo sanitario mais eficiente e consolidado.

Para Raso (2007) e Cavalcante (2008), a implementacéo de medidas rigorosas de limpeza
e desinfeccdo nos criadouros, além de cuidados com relacdo as fronteiras, a quarentena, ao
tratamento de aves infectadas e a0 movimento de aves migratérias, sdo medidas eficientes
controle da clamidiose, diminuindo a presenca e a disseminacdo do agente infeccioso no
ambiente.

Fatores ambientais e sanitarios como o tipo de estabelecimento, origem do animal,
higiene e lotagdo do recinto, tempo no local e procedimento para entrada de novas aves também

pareceram influenciar na ocorréncia de infec¢do por Clamydophila sp. em psittaciformes de



zooldgicos, CETAS, criadouros comerciais e conservacionistas no Estado da Bahia (LEAL,
2013).

Nesta pesquisa a sintomatologia ndo consistiu em um fator determinante como auxilio
no diagnoéstico da clamidiose, pois a maioria dos animais positivos na semi-nested PCR se
encontravam sob a condicdo de portador assintomatico e somente 7,96% (16/201) das
espécies examinadas apresentavam algum sinal clinico possivelmente relacionado a doenca
(Tabela 3).

Tabela 3. Sinais clinicos observados no exame clinico individual dos animais dentro dos seus
respectivos criadouros, valor absoluto e percentual de cada alteragdo clinica visualizada em

relagdo ao numero total de aves amostradas.

Alteracdes clinicas C1 C2 C3 C4 Total %

Diarreia (1/32) - (1/50) - (2/201)  1,00%

Secrecéo ocular/nasal -- -- - - - -

Mutilacao - -- (1/50) -- (2/201) 1,00%
AlteracGes na plumagem (3/32) -- (3/50) -- (6/201) 2,98%
AlteracOes no bico -- -- (3/50) -- (3/201) 1,49%

Animais magros - -- -- -- -- -
Sobrepeso - (4/40) - -- (4/201) 1,99%
Presenca de ectoparasitos -- -- -- - - -

Auséncia de sinais clinicos  (28/32) (36/40) (42/50) (79/79) (185/201) 92,04%

Presenca de sinais clinicos ~ (4/32)  (4/40) (08/50)  (0/79) (16/201) 7,96%

Embora varios sinais clinicos como conjuntivite, diarréia e alteracfes de plumagem
sejam amplamente descritos como sugestivos de clamidiose em psitacideos, nesta pesquisa
observou-se que somente 3,98% (8/201) das aves apresentavam sintomatologia compativel
com a enfermidade seguida de diagndstico confirmado a partir da PCR, enquanto que 27,86%

(56/201) dos animais avaliados eram PCR+, porém nédo apresentavam qualquer sinal clinico



possivelmente relacionado a doenga, reafirmando a predominancia da forma cronica desta

enfermidade entre as aves estudadas (Tabela 4).

Tabela 4. Relagdo entre a presenca de sinais clinicos sugestivos de clamidiose e os resultados
obtidos na semi-nested PCR

Avaliagdo clinica/ Resultado C1 C2 C3 C4 Total %

da PCR

Sintomaticas/ PCR+ (0/32)  (0/40) (6/50) (2/79)  (8/201) 3,98%
Sintomaticas/ PCR- (2/32)  (3/40) (3/50) (0/79)  (8/201) 3,98%
Assintomaticas/ PCR+ (8/32)  (8/40) (14/50) (26/79) (56/201) 27,86%
Assintomaticas/ PCR- (22/32) (29/40) (26/50) (52/79) (129/201) 64,18%

Legenda: PCR+ =Animais positivos no teste da PCR; PCR- = Animais negativos no teste da PCR

A presenca de aves portadoras assintomaticas da Chlamydophila sp. também foi
observada por Hidasi (2010), onde foi diagnosticado a doenca em 3,66% (11/300) na analise
pela PCR e apenas duas das aves apresentaram alteracdes clinicas compativeis. Braz et al.
(2014) realizaram um estudo envolvendo exclusivamente aves assintomaticas, confirmando o
diagnostico de clamidiose em 4,21% (17/403) amostras.

Ono (2009), ao realizar um estudo referente a clamidiose nas espécies A. ararauna e
A. aestiva oriundas de Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) no Mato Grosso
do Sul, obteve como resultado 55,56% e 35,42% de prevaléncia nas duas espécie, destacando
a presenca de diarréia esbranquicada, apatia, anorexia, alteracdo no empenamento (com queda
de penas) e musculatura peitoral principalmente na espécie A. ararauna.

Alteracdes respiratdrias e oculares também ndo foram observadas em nenhum dos
animais utilizados no presente estudo, embora estas sejam as alteracdes clinicas mais
frequentemente descritas por Raso et al. (2004) e Van Loock et al. (2005) em aves positivas.

Segundo OGLESBEE (1998), na forma cronica da clamidiose a emaciacdo muscular e as
alteragdes no empenamento podem ser 0s Unicos sinais clinicos observados.

Os sinais clinicos frequentemente observados nas aves sintomaticas e PCR+ neste
estudo, foram as alteracBes de plumagem (6/201), sinais como sobrepeso e diarréia ndo

estavam associados a infeccdo pela Chlamydophila sp. nas aves amostradas.



Vasconcelos (2012) ao encontrar uma prevaléncia de 34,78% de individuos positivos
e assintomaticos para Chlamydophila sp., destacou a importancia em realizar o isolamento
destes animais na recepcao, bem como o uso de EPI’s por parte dos tratadoures e demais
pessoas que possuam qualquer tipo de contato com essas aves, como medidas importantes de
prevencdo e controle, que devem ser adotadas mesmo na auséncia de sinais clinicos
sugestivos da doenga.

6. CONCLUSAO



A biologia molecular, por meio da técnica de Semi-nested PCR permitiu o diagndstico
de clamidiose nas diferentes espécies de psitacideos mantidos em cativeiro, demonstrando

uma prevaléncia variavel entre os criadouros e as Mesorregides estudadas;

A predominéncia de aves portadoras assintomaticas da doenca, comprova o potencial
destes animais como transmissores da clamidiose e a importancia desta doenca em salde

coletiva;

A ndo implementacdo de um manejo higiénico sanitario adequado nos criadouros,

influenciou positivamente no aumento do nimero de aves positivas nas diferentes localidades;

A presenca de aves positivas em todas as localidades avaliadas, evidencia a
necessidade de estudos mais aprofundados em relacdo a doenca, incluindo pesquisas em

outras aves suscetiveis e seres humanos que lidam diariamente com estes animais.
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APENDICE 1

Ufra
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM SAUDE E PRODU(}AO ANIMAL
Projeto: DIAGNOSTICO MOLECULAR DE CHLAMYDOPHILA sp. EM
PSITACIFORMES MANTIDOS EM CATIVEIRO NO ESTADO DO PARA

FICHA DE EXAME CLINICO INDIVIDUAL

Espécie: ‘ Peso: ‘ Data:

N° do recinto: N° da anilha:

Faixa etaria: ( ) Jovem ( ) Sexo: () Masc. () Fem. () Indef
Adulto

H& quanto tempo esta no criadouro? ( )<lano( )la5anos( )>5anos

Qual a origem do animal?

Aparéncia geral: ( ) Boa( )Ruim ( ) Regular

Atitude: ( ) Normal/ativo ( ) Calmo ( ) Irresponsivo

Comportamento: ( ) Décil () Agressivo

Score corporal: 1. ( ) Caquético 2. ( ) Magro 3. ( ) Normal 4. () Sobrepeso 5. ( ) Obeso

Hidratacdo: ( ) Normal ( ) Desidratado

Ectoparasitos: ( ) Presentes () Ausentes

( )Boa
Cobertura ( )RUIm
Empenamento () Regular
Aparéncia ( )Boa
() Ruim
Qualidade () Regular
Cor () Normal
() Alterada
Alteracdes Tegumentar:
Oftalmica:
Neurol6gica:
Digestoria:
Buco facial:

Ap. Locomotor:

Dieta/suplementacéo:

Vacinacao:

Vermifugacéo:

Procedimentos: ( ) Swab de cloaca ( ) Swab de orofaringe

Observacoes:




APENDICE 2

@ }Ul 1O
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
PROGRAMA DE POS GRADUAQAO EM SAUDE E PRODU(;AO ANIMAL
Projeto: DIAGNOSTICO MOLECULAR DE CHLAMYDOPHILA sp. EM
PSITACIFORMES MANTIDOS EM CATIVEIRO NO ESTADO DO PARA

FICHA DE AVALIACAO HIGIENICO SANITARIA DO CRIADOURO

Nome do Criadouro: Data:

Endereco:

Espécies de animais criados:

Ha outras espécies na propriedade? Quais?

N° de animais do plantel:

Tipos de recintos: () Gaiola pequena ( ) Gaiolagrande ( ) Incubadora ( ) Gaioldo
() Gaiola de reprodugdo () Outro

Lotacdo:  animais por m”

Cobertura: () Coberto ( ) parcialmente coberto ( ) descoberto

Piso: ( ) Natural ( ) Artificial/ Tipo:

Condigdo Sanitéria: ( ) Sujo ( ) Razoavel ( ) Limpo

Presenca de poleiros: ( ) Sim ( ) Né&o/ Tipo:

Condigdo Sanitéria: ( ) Sujo ( ) Razoavel ( ) Limpo

Presenca de comedouros: ( ) Sim () N&o/ Tipo:

Condigdo Sanitéria: ( ) Sujo ( ) Razoavel ( ) Limpo

Presenca de bebedouros: ( ) Sim ( ) N&o/ Tipo:

Condigdo Sanitéria: ( ) Sujo ( ) Razoavel ( ) Limpo

N° de animais no recinto:

Frequéncia de limpeza:

Materiais utilizados para higienizagdo do recinto:

Funcionarios costumam utilizar EPI’s para limpeza geral e manipulacao dos animais?

Realiza quarentena em recintos individuais?

Condigdo sanitéaria geral: ( ) Sujo ( ) Razoadvel ( ) Limpo

Observacges:
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ANEXO 1

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacido para atividades com finalidade cientifica

NUmero: 39285-2 Data da Emissao: 31/08/2014 15:28 Data para Revalidagdo*: 30/09/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizac&o tem prazo de validade equivalente ac previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular
Nome: WASHINGTON LUIZ ASSUNCAQ PEREIRA CPF: 220.629.201-72 |

Titulo do Projeto: Estudos de doengas infecciosas e parasitarias em animais silvestres no Estado do Para: as inter-relagbes fauna-saude-doenca ‘

Nome da Instituigéo : UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA CNPJ: 05.200.001/0001-01 |

Cronograma de atividades

[Z] Descricéo da atividade [ Inicio (més/ano) [Fim (més/ano) |
[1_[Coleta e processamento de amostras histopatolégica, saroldgica, parasitodgica, etc | 0812013 [ 072017 |

Observacdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e

1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizacdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

Esta autorizacdo NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do orgdo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagé&o estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacdo
federal cujo processo de regularizag&o fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugcdo Normativa IBAMA n® 154/2007 ou na Instrucdo Normativa ICMBio n® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizacdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no dmbito do ensino superior.

A autorizagdo para envio ao exterior de material biolégico ndo consignado devera ser requerida por meio do enderego eletrénico www ibama.gov.br (Servigcos on-line -
Licenca para importacdo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES).

O titular de licenca ou autorizacéo e os membros da sua equipe dever&o optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

5 | ao grupo taxonémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condigo in situ.

O titular de autorizag&o ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violag&o da legislagdo vigente, ou quando da inadequagdo,

6 | omissdo ou falsa descricdo de informacdes relevantes que subsidiaram a expedic&o do ato, podera, mediante decisdo motivada, ter a autorizacdo ou licenca
suspensa ou revogada pelo ICMBio e o material biolégico coletado apreendido nos termos da legislagdo brasileira em vigor.

Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislacdo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na

7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecc¢éo e desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autorizacdo devera contactar a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigbes, as condic8es para realizacdo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Outras ressalvas

1 - Recomendamos a utilizac&o de outro método de marcacéo que seja alternativo a ablacao de artelhos, desde que o mesmo ocasione injarias
menores ao animal, em comparagéo a ablacdo; Caso a ablacao de artelho seja o unico método possivel, dentro do escopo do projeto e tendo em
1 vista as caracteristicas da espécie-alvo, recomendamos que, como meio de minimizar eventual injuria e/ou infeccéo, seja feita a
dessensibilizagédo e a anestesia do local do corte, com xilocaina, e, se possivel, que a ferida cirurgica seja isolada com fio de sutura absorvivel.

2 - Realizar as coletas de material dos peixes-boi do cativeiro de acordo com o manejo periadico dos animais

Equipe

# Nome Fungio CPF Doc. Identidade Nacionalidade
1 | Frederico Ozanan Barros Monteiro Pesquisador 484.792.843-15 94025004946 SSP-CE Brasileira

2 | RAIMUNDO NONATO MORAES BENIGNO Pesquisador 049.143.682-34 0326 CRMV-PA Brasileira

3 | Klena Sarges Marruaz da Silva Colaboradora 566.401.295-15 24604594-2 SSP-SP Brasileira

4 | Manoel do Carmo Pereira Soares Pesquisador 102.147.802-44 3146 CRM-PA Brasileira

5 | Barbara do Nascimento Borges Pesquisadora 606.119.872-87 2808594 SSP-PA Brasileira

6 | HILMA LUCIA TAVARES DIAS Pesquisadora 159.0569.692-72 65366 SEGUP-PA Brasileira

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticag&o abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio)
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservac&o da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Namero: 39285-2 Data da Emisséo: 31/08/2014 15:28 Data para Revalidagao™: 30/09/2015

* De acordo com o0 art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacfo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do ftitular

Nome: WASHINGTON LUIZ ASSUNCAO PEREIRA CPF: 220.629.201-72

Titulo do Projeto: Estudos de doencas infecciosas e parasitarias em animais silvestres no Estado do Para: as inter-relacfes fauna-satde-doenca

Nome da Instituicio : UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA CNPJ: 05.200.001/0001-01

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municipio UF  [Descricao do Tocal Tipo

1 PA Fundacao Zoobotanica de Maraba Fora de UC Federal
2 PA AREA DE PROTECAOQ AMBIENTAL DO IGARAPE GELADO UC Federal

3 |BELEM PA Bosgue Rodrigues Alves Fora de UC Federal
4 | BELEM PA Museu Paraense Emilio Goeldi Fora de UC Federal
5 | BELEM PA Pargue Mangual das Gargas, Fora de UC Federal
6 | TERRA ALTA PA Fazenda Pacaiamum Fora de UC Federal
7 | CAPITAD POCO PA Criatorio conservacionista Gaviao Real Fora de UC Federal
& |BENEVIDES PA Criatorio comercial fazenda Inhamuns Fora de UC Federal
] PA Criatorio de caititus da Embrapa Amazonia Oriental Fora de UC Federal
10 PA FLORESTA NACIONAL DE CARAJAS UC Federal

Atividades X Taxons

# Atividade Taxons
Didelphimorphia, Sarcopterygii, Holocephali, Chiroptera, Bradypodidae, Cyclopedidas, Rodentia,
1 | Captura de animais silvestres in situ Artiodactyla, Mustelidae, Squamata, Procyonidae, Podocnemididae, Actinopterygii, Chelidae,

Crocodylia, Perissodactyla, Kinosternidae, Amphibia, Dasypodidae, Cephalaspidomorphi

Sarcopterygii, Perissodactyla, Crocodylia, Actinopterygil, Squamata, Mustelidae, Rodentia,
Amphibia, Cyclopedidae, Dasypodidag, Aves, Cephalaspidomorphi, Sirenia, Chelidae,
Didelphimorphia, Procyonidae, Kinosternidae, Bradypodidae, Chiroptera, Podocnemididae,
Artiodactyla, Holocephali, Primates

2 | Coletaftransporte de amostras biologicas ex situ

Holocephali, Cyclopedidae, Podocnemididae, Kinostemidae, Amphibia, Artiodactyla,
Actinopterygii, Sarcopterygii, Procyonidae, Bradypodidae, Dasypodidae, Chelidae, Perissodactyla,
Sirenia, Crocodylia, Cephalaspidomorphi, Mustelidae, Squamata, Rodentia, Didelphimorphia,
Chiroptera

3 | Coletaftransporie de amostras bioldgicas in situ

Material e métodos

1 [ Amosiras biologicas (Anfibios) Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Secrecao, Feres, Sangue, Ectoparasita

Ectoparasita, Fezes, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele, Sangue, Fragmento de

2 | Amostras biologicas (Aves) tecidolorgdo, Penas

Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/ossofpele, Fezes, Pelo, Sangue, Ectoparasita,

3 | Amostras biologicas (Camivoros) Fragmento de tecido/érgdo

Amostras biologicas (Mamiferos Aquaticos:cetaceos, sirénios | Ectoparasita, Fezes, Animal encontrado morto ou partes (carcaga)/osso/pele, Pélo, Fragmento de
e pinipedes) tecido/orgdo, Sangue

& | Amostras biologicas (Outros mamiferos) Ectoparasita, Fragmento de t_emdo.fo rgao, Animal encontrado morto ou partes (carcaca)/osso/pele,
Sangue, Secrecdo, Fezes, Pélo

Ectoparasita, Fragmento de tecido/orgao, Escama, Sangue, Animal enconfrado morto ou partes

6 | Amostras biologicas (Peixes) (carcaca)ossalpele, Fezes

Ectoparasita, Fragmento de tecido/orgao, Fezes, Animal encontrado morto ou partes

7 | Amostras biologicas (Primatas) (carcaga)ossolpele, Sangue

Fragmento de tecido/orgao, Ectoparasita, Fezes, Animal encontrado morto ou partes

o P
B | Ameosiras biologicas (Repteis) (carcaga)lossol/pele, Secrecdo, Sangue

9 | Metodo de captura/coleta (Anfibios) Captura manual, Puca, Amadilha de queda “pit fall*
10 | Metodo de capturalcoleta (Aves) Rede de neblina, Puca
11 | Método de captura/coleta (Camivoros) Armadilha tipo gaiola com atrag3o poriscas (“Box Trap/Tomahawk/Sherman”)

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrucdo Mormativa n®154/2007. Afravés do codigo
de autenticagfo abaixo, qualquer cidaddo podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov_br/sisbio).
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Ministério do Meio Ambiente - MMA

Instituto Chico Mendes de Conservacéoc da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagé&o e Informacgé&o em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 39285-2 Data da Emisséo: 31/08/2014 15:28 Data para Revalidagdo®: 30/09/2015

a contar da data do aniversario de sua emissao.

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto ne cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sishio no prazo de até 30 dias

Dados do titular

Nome® WASHINGTON LUIZ ASSUNCAO PEREIRA

CPF: 220.629.201-72

Titulo do Projeto: Estudos de doencas infecciosas e parasitarias em animais silvestres no Estado do Para: as inter-relages fauna-sadde-doenca

Nome da Instituigdo : UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

CNPJ: 05.200.001/0001-01 ‘

Método de captura/coleta (Mamiferos Aquaticos:cetaceos,
sirénios e pinipedes)

Captura manual

13 | Método de captura/coleta (Outros mamiferos)

Rede de neblina, Armadilha tipo gaiola com atrag&o por iscas (‘Box Trap/Tomahawk/Sherman”),
Puca, Armadilha de queda “pit fall*

14 | Método de captura/coleta (Peixes)

Anzol e linha {op.manual):inha de méo,de corso,carretilha,molinete, corrico,vara e isca viva, Rede de
arrasto de meia-agua (fracdo motorizada), Tarrafa, Draga, pegador (Van veen, Box corer, Holme,
Petersen, etc )

15 | Método de captura/coleta (Primatas)

Puca, Captura manual

16 | Método de captura/coleta (Répteis)

Armadilha de gqueda “pit fall’, Puga, Coleta manual

17 | Método de marcacdo (Anfibios)

Ablacéo de artelhos

18 | Método de marcacéo (Aves)

Corantes, Etiquetas de asa

19 | Método de marcacdo (Camivoros)

Descoloracéo de pélos, Colar, Brinco

20 Método de marcacdo (Mamiferos Agquaticos:cetaceos,
sirénios e pinipedes)

Foto-identificacdo

21 | Método de marcacio (Outros mamiferos)

Tatuagem (por compresséo), Descoloracdo de pélos, Foto-identificacdo

22 | Método de marcacio (Peixes)

Outros métodos de marcac3o(picote nadadeira)

23 | Método de marcacdo (Primatas)

Microchip, Tatuagem

24 | Método de marcacio (Répteis)

Outros métodos de marca¢io(picote orelha)

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local destino

I Tipo Destino

[1_[UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo

de autenticacéo abaixo, qualquer cidad&o podera verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Intemet (www.icmbio.gov_ br/sisbio)

Cédigo de autenticacgdo: 17393534
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacéo e Informacéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

NOmero: 39285-2 Data da Emissao: 31/08/2014 15:28 Data para Revalidacédo*: 30/09/2015

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizag&o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: WASHINGTON LUIZ ASSUNGCAO PEREIRA CPF: 220.620.201-72 |

Titulo do Projeto: Estudos de doencas infecciosas e parasitarias em animais silvestres no Estado do Para: as inter-relagctes fauna-saude-doenca ‘

Nome da Instituicéo - UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA ‘ CNPJ: 05.200.001/0001-01 ‘

Registro de coleta imprevista de material biologico

De acordo com a Instrucdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizacdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatorio de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizacdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colec&o biologica cientifica registrada no Cadastro Nacional de ColecSes Biolégicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico passivel

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n®154/2007. Através do codigo
de autenticacéo abaixo, qualquer cidadéo podera verificar a autenticidade ou reqularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).
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ANEXO 2

~ w

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ATESTADO

Protocolo 034/2014 (CEUA) - 23084.022512/2014-18 (UFRA)

Titulo do Projeto/Plano de Aulas: Estudo de doengas infecciosas e parasitarias em animais
silvestres de cativeiro no Estado do Para: as inter-relagdes fauna-saide-doenca.
Docente/Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Washington Luiz Assungdo Pereira

Instituicdo: UFRA — Belém
Data do Parecer: 23 de Fevereiro de 2015.

PARECER

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFRA apreciou o protocolo acima e verificou que
foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/2008, sendo respeitados os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal do COBEA. Portanto, manifesta-se pela sua

aprovagao.
Parecer: APROVADO

Liberado para o inicio da pesquisa sendo obrigatério a entrega nesta CEUA do
relatério semestral e de conclusdo ao final da pesquisa. Comunicar por escrito, toda e qualquer
modificagdo no projeto.

Belém, 24 de fevereiro de 2015.

Profal MSc| Marﬂ Cr‘stina Manno
Vice-Coordenadora CEUA/UFRA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA
’ UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA — UFRA

Av. Tancredo Neves, n® 2501, Bairro Montese, Belém — PA. CEP: 66.077-901 [l
ra Contatos: (1)3210-5165 ceua@ufra.edu.br www.comi: ufra.edu.br/ceua




