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RESUMO

As aves desempenham um papel fundamental na avaliacdo da qualidade do ambiente
€ sao essenciais para a identificacdo de areas que devem ser preservadas. Elas sao
altamente sensiveis as mudangas ambientais, e sua diversidade de espécies e
ocupacéao de habitats as tornam um dos grupos mais estudados na regido neotropical.
No entanto, as atividades ilegais envolvendo as aves selvagens representa um grande
risco para a transmissao de doengas, ja que as aves podem estar expostas a agentes
infecciosos e condi¢des inadequadas. A abordagem de One Health € uma estratégia
colaborativa e transdisciplinar que reconhece a interconexao entre pessoas, animais,
plantas e o ambiente compartilhado. Resgatar essas aves com o objetivo de
reabilitacdo e reintrodugao requer a identificacdo de agentes infecciosos, tanto por
razdes de saude publica quanto para evitar a introdugédo de patégenos exoticos em
populagdes selvagens. Dentre os patdgenos de importédncia na saude das aves
podemos destacar a doenga do bico e das penas de psitacideos (PBFD), causada
pelo Beak and feather disease virus (BFDV) ou Psittacine Circovirus, € uma doenga
que afeta principalmente aves da ordem Psitaciforme e pode levar a distrofia das
penas e imunossupressdo. A PBFD tem uma ampla distribuicdo geografica. Além da
Chlamydia psittaci (C. psittaci), bactéria causadora da clamidiose em aves domésticas
e silvestres, principalmente psitacideos. Podendo ser encontrada em varias espécies
de aves e € uma doencga disseminada, causando perdas econémicas na industria
avicola e representando um risco zoondtico para os humanos. Nesse trabalho foi
evidenciada a presenca de BFDV e Chlamydia sp. em 67,8% (42/62) e 75,8% (47/62)
dos animais, respectivamente, a partir da detecc¢ao utilizando a técnica de Reagao em
cadeia da polimerase em Tucano-toco (Ramphastos toco) Araracanga (Ara macao) e
Arara Canindé (Ara ararauna) aves silvestres de vida livre e de cativeiro. O BFDV e a
C. psittaci podem ser dispersos por aves infectadas, contribuindo para a disseminagao
da doencga e a detecgéo desses patdgenos em aves silvestres pode ser desafiadora.
A preservagao das aves € importante para a manutengdo do meio ambiente e a
avaliacdo da qualidade ambiental. Contudo o trafico de aves selvagens pode
representar um risco para a saude publica devido a transmissao de doencgas. A
abordagem de One Health é recomendada para lidar tanto com doengas zoondticas,
como a clamidiose, quanto com a BFDV que podem afetar aves neotropicais e ter
impactos na conservacao de espécies.

Palavras-chave: Ramphastidae, Circovirus, Chlamydia, vida livre.



ABSTRACT

Birds play a key role in assessing the quality of the environment and are essential for
identifying areas that need to be preserved. They are highly sensitive to environmental
changes, and their species diversity and habitat occupancy make them one of the most
studied groups in the neotropical region. However, illegal activities involving wild birds
pose a significant risk for disease transmission, as birds can be exposed to infectious
agents and inadequate conditions. The One Health approach is a collaborative and
transdisciplinary strategy that recognizes the interconnectedness between people,
animals, plants, and the shared environment. Rescuing these birds for rehabilitation
and reintroduction requires the identification of infectious agents, both for public health
reasons and to prevent the introduction of exotic pathogens into wild populations.
Among the pathogens of importance in bird health, we can highlight Psittacine Beak
and Feather Disease (PBFD), caused by the Beak and Feather Disease Virus (BFDV),
a circovirus. It primarily affects birds of the Psittaciformes order and can lead to feather
dystrophy and immunosuppression. PBFD has a wide geographic distribution. In
addition to Chlamydia psittaci (C. psittaci), the bacterium responsible for chlamydiosis
in domestic and wild birds, especially psittacines. It can be found in various bird species
and is a widespread disease, causing economic losses in the poultry industry and
representing a zoonotic risk for humans. This study demonstrated the presence of
BFDV and Chlamydia sp. in 67.8% (42/62) and 75.8% (47/62) of the animals,
respectively, through detection using the Polymerase Chain Reaction technique in
Toco Toucan (Ramphastos toco), Scarlet Macaw (Ara macao), and Blue-and-Yellow
Macaw (Ara ararauna), both free-living and captive wild birds. BFDV and C. psittaci
can be spread by infected birds, contributing to disease dissemination, and detecting
these pathogens in wild birds can be challenging. Preserving birds is important for
environmental maintenance and the assessment of environmental quality. However,
the illegal trade of wild birds can pose a risk to public health due to disease
transmission. The One Health approach is recommended to address both zoonotic
diseases, such as chlamydiosis, and BFDV, which can affect neotropical birds and
have impacts on species conservation.

Keywords: Ramphastidae, Circovirus, Chlamydia, wildlife.
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1- INTRODUGCAO

As aves desempenham um papel crucial na avaliagcdo da qualidade do
ambiente e sdo fundamentais para a identificacdo de areas a serem preservadas,
devido a sua diversidade de espécies, ampla ocupacao de habitats e diferentes niveis
troficos, além de serem altamente sensiveis as mudancas ambientais. A maioria das
espécies possui um comportamento facilmente identificavel e distintivo, o que,
juntamente com a rapidez e eficiéncia da amostragem, torna as aves um dos grupos
mais bem estudados na regido neotropical (KATTAN, ALVAREZ-LOPEZ, et al., 1994,
STOTZ, INTERNATIONAL, et al., 1996, TUBELIS, CAVALCANTI, 2000, MARINI,
2001, EKEN, BENNUN, et al., 2004).

O tréafico de aves selvagens representa maior risco de veiculagao e transmissao
de doencas infeciosas quando comparado a aves nascidas em cativeiro devido a
exposicao a outras aves acometidas de forma subclinica, imunossupresséo induzida
pelo estresse e as condigdes inadequadas que esses animais sdo submetidos
(BRIGHTSMITH, HILBURN, et al., 2005, WESTON, MEMON, 2009, BLANCO-PENA,
NIEHAUS, et al., 2013, ARAUJO, ANDERY, et al., 2015).

As doengas infecciosas, sejam de origem viral ou bacteriana, sdo consideradas
de grande importdncia na sanidade de animais mantidos em cativeiro.
Ocasionalmente estdo relacionadas a ocorréncia de morte subita, sdo dificeis de
serem tratadas e controladas. Podem ocorrer na forma de infeccbes latentes,
persistentes e assintomaticas, dificultando o controle e facilitando a disseminacao
(AZEVEDO, 2014).

Entre as doencas virais importantes, que acometem principalmente os
psitacideos, destaca-se a doenca do bico e das penas dos psitacideos. Descrita por
causar anormalidade de penas, que prejudica o voo das aves. Afeta mais comumente
filhotes de passaros, os sintomas classicos incluem perda simétrica de contorno,
cauda e penas que sao subsequentemente substituidas por penas distroficas e
necroticas que deixam de crescer apds a emergéncia do foliculo (PASS, PERRY,
1984, RITCHIE, B W, NIAGRO, LATIMER, STEFFENS, PESTI, LUKERT, 1991).
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Clinicamente os animais podem apresentar letargia, diarreia e
imunossupressao, que sao variaveis individualmente, além de deformidade de bico,
alongamento anormal e necrose palatina também s&o sintomas clinicos tipicos da
doenca do bico e das penas dos psitacideos, mas sua gravidade e presenga variam
em fungao da espécie (RITCHIE, Branson W., NIAGRO, LUKERT, LATIMER, et al.,
1989, RITCHIE, Branson W., NIAGRO, LUKERT, STEFFENS, et al., 1989).

As manifestacdes clinicas decorrentes da doenca causada pela bactéria
Chlamydia psittaci sao inespecificas, sendo comum a preseng¢a de manifestagdes que
incluem depressao, plumagem erigada, tremores, letargia, anorexia, desidratacéao,
ceratoconjuntivite, podendo causar lesées em o6rgados de diversos sistemas, como
sistema respiratorio, digestorio e em casos mais severos pode afetar o sistema
nervoso (GERLACH, 1994, ANDERSEN, VANROMPAY, 2013).

A manifestagdo clinica de cada um desses agentes nos hospedeiros sofre
influéncia da idade, capacidade imunoldgica, além da presenca concomitante de
patégenos, quando em suas formas subclinicas dificultam a identificagdo do agente
(AZEVEDO, 2014).

As aves contrabandeadas e mantidas ilegalmente s&o resgatadas com o
objetivo de reabilitagcdo e para programas de reintroducéo. Assim, o “status” sanitario
através da identificacdo de agentes infecciosos em animais mantidos em cativeiro em
Centros de Triagem (Cetas) e de Reabilitagdo de Animais Silvestres (Cras) € de
primordial importédncia devido aos efeitos da introdugdo de um patdégeno exatico nas
populagdes selvagens, frequentemente sem imunidade prévia (FOGELL, MARTIN, et
al., 2016, MORA-CHAVARRIA, UMANA-CASTRO, et al., 2017, FOGELL, MARTIN, et
al., 2018).

13



2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 One Health

One Health € uma abordagem colaborativa, multissetorial e transdisciplinar que
trabalha em niveis local, regional, nacional e global com o objetivo de alcancgar
resultados de saude ideais que reconhegcam a interconexao entre pessoas, animais,
plantas e o ambiente compartilhado entre eles (NIELSEN, WALTNER-TOEWS, et al.,
2012).

A compreensdo de One Health (Saude Unica) ndo se trata de uma ideia
recente, sendo concebido pelo médico, antropdlogo e patologista alemao Rudolf
Virchow (1821-1902), também responsavel por cunhar o termo zoonose (SCHULTZ,
2008).

A aplicacao do conceito de One Health esta amplamente distribuida, podendo
ser abordada em topicos especificos, como resisténcia antimicrobiana, mudancas
climaticas, controle de doengas zoonaticas ou seguranga alimentar (GHAI, WALLACE,
et al., 2022).

A prevencao e o efetivo controle de doengas zoondticas requer uma abordagem
que envolve a colaboracéo entre os setores responsaveis pela saude humana, saude
animal (domeéstica e da vida selvagem) e meio ambiente, bem como outros possiveis
responsaveis (Figura 1) (GHAI, WALLACE, et al., 2022).

Mais de 60% das doengas infecciosas emergentes e reemergentes sao
zoonodticas, e mais de 70% dessas zoonoses sdo originarias da vida selvagem
(JONES, PATEL, et al., 2008). Além do claro perigo de extincdo de algumas
populagdes de animais, essas doengas tém um impacto significativo na saude publica
e nas economias dos paises. Nesse contexto, a abordagem multidisciplinar One
Health recomendada pela Organizagdo Mundial da Saude é a forma mais eficiente de
estruturar a saude publica para doengas com caracteristicas zoonoéticas (SLEEMAN,
DELIBERTO, et al., 2017).

14



Figura 1. Representagcdo do conceito One Health e a interconexao de animais, pessoas e meio
ambiente dentro dos contextos sociais, econémicos e politicos que podem promover ou inibir o bem-
estar.

Social

Bnimais Pessoas

OP<d BSVH

Meio ambiente

ejuus

Econdomico Politico

Fonte: Adaptado de (ANHOLT, BARKEMA, 2021).

Durante a “Reunido Técnicas de alto nivel para abordar riscos a saude nas
interfaces dos ecossistemas humano-animal’ (HLTM) realizado na Cidade do México
em 2011 a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS), a Organizagao das Nag¢des Unidas
para Agricultura e Alimentacdo (FAO) e a Organizagdo Mundial de Saude Animal
(OIE) planejaram um conjunto de estratégias para promover a implementagdo de
abordagens em One Health em diversos paises (Quadro 1 (ORGANIZATION,
NATIONS, et al., 2012)).
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Quadro 1 - Elementos-chave de uma colaboracéo intersetorial eficaz.

Elementos-chave de apoio

1. Vontade politica e compromisso de alto nivel

2. Confianga

3. Objetivos e prioridades comuns

4. Beneficios compartilhados

5. Estruturas de governanga fortes, estruturas legais alinhadas,
e reconhecimento de padrdes internacionais existentes

6. Recursos adequados e distribuidos de forma equitativa

7. ldentificagdo e envolvimento de todos os parceiros relevantes
8. Planejamento coordenado de atividades

9. Orientacao sobre a implementacao de colaboragdes intersetoriais
10. Desenvolvimento de capacidade

11. Sistemas de salde fortes e eficazes nos setores individuais

Elementos-chave operacionais

A. Mecanismos de coordenagdo intersetorial conjunta
B. Comunicacgao de rotina

C. Exercicios de simulagao conjunta

D. Compartilhamento de dados

E. Avaliagao de risco conjunta

F. Cooperacéo ativa em programas de controle de doengas

Adaptado (ORGANIZATION, NATIONS, et al., 2012)
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2.2 Circovirus — Virus da doenga do bico e das penas

A primeira descrigdo da doenga do bico e das penas de psitacideos (PBFD),
causado pelo Circovirus, foi feita na Australia (Refresher Course on Aviary and Cage
Birds (1981: Taronga Park Zoo) University of Sydney. Post-Graduate Committee in
Veterinary Science. 1981). Ele pertence a familia Circoviridae. Familia que abrange o
virus da anemia das galinhas (CAV), o Circovirus suino (PCV) e o Circovirus de outras
espécies de aves (pombos, canarios, gansos e outros) ( RITCHIE, Branson W,
CARTER, 1995, PHALEN, 2005).

Multiplos circovirus infectam as aves (Quadro 2). Os virus do género Circovirus
s&o membros da familia de virus de DNA circular de fita simples (ssDNA) Circoviridae.
Atualmente, o género inclui 49 espécies de virus que infectam uma gama diversificada
de hospedeiros vertebrados e invertebrados (Taxonomia do virus: versao 2021

“International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)).

Quadro 2 - Principais Circovirus de aves.

Nome Abreviatura Referéncia
Virus da Doenca do Bico e da Pena BFDV (BASSAMI, BERRYMAN, et al., 1998)
Circovirus Canario CaCVv (PHENIX, WESTON, et al., 2001)
Circovirus Columbideo CoCV (MANKERTZ, HATTERMANN, et al., 2000)
Circovirus do Ganso GoCV (TODD, WESTON, et al., 2001)
Circovirus do Tentilhdo FiCV (SHIVAPRASAD, HILL, et al., 2004)
Circovirus de Gaivota GuCVvV (TODD, SCOTT, et al., 2007)
Circovirus de Corvo RaCV (STEWART, PERRY, et al., 2006)
Circovirus de Estorninho StCV (DAYARAM, GOLDSTIEN, et al., 2013)
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2.2.1 Morfologia

O Circovirus de psitacideo € causador da doenca do bico e das penas de
psitacideos (BFDV). Os circovirus estdo entre os menores e mais facil de todos os
virus conhecidos para se replicar de forma autbnoma em células animais (ALLAN,
ELLIS, 2000).

Assim como todos os circovirus, o BFDV tem um pequeno genoma circular de
ssDNA de aproximadamente 1,7-2,0 kb de comprimento, encapsulado em um virion
icosaédrico ndo envelopado variando de 12 a 32 nm de didmetro, com sete ORFs
(Open Reading Frame) (Crowther et al. 2003). As ORFs principais (Figura 3) sdo o
ORF C1 que codifica a proteina do capsideo, e o ORF V1codifica a proteina Rep,
associada a replicacao viral (BASSAMI, BERRYMAN, et al., 1998, TODD, WESTON,
et al., 2001).

Figura 3. Representacao esquematica do genoma do BFDV. As ORFs sdo marcadas de acordo com
sua localizagao na fita viral ou complementar. Principais ORFs que codificam a proteina Rep (ORF V1)
e a proteina do capsideo (ORF C1).
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Fonte: adaptado de (RAUE, JOHNE, et al., 2004)

O BFDV tem um alto potencial de evolugdo genética, dependendo tanto da
condicdo do hospedeiro quanto das caracteristicas geograficas. E conhecido que o
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BFDV tem uma morfologia complexa, mas a base gendmica funcional do BFDV é
pouco compreendida e o conhecimento atual é restrito a um pequeno numero de
estudos que investigam a morfologia do virus. Além disso, com relacdo a alta
capacidade de evolugdo do BFDV devido as caracteristicas geograficas do
hospedeiro, mais investigacdes epidemioldgicas sado necessarias (DOLATYABI,
PEIGHAMBARI, et al., 2022).

2.2.2 Epidemiologia

Todas as espécies da ordem Psitaciforme, incluindo espécies neotropicais de
psitacideos, estdo sujeitas a infecgdo pelo Virus da Doenga do bico e das penas
(BFDV) e podem desenvolver a PBFD (SHEARER, BONNE, et al., 2008). Atualmente,
o BFDV foi relatado em mais de 60 espécies de psitacideos em todo o mundo
(MORALES, SIBRIAN, et al., 2021). A doenca ocorre, principalmente, em animais de
vida livre na Australia e alguns paises localizados no Mar da China Meridional
(RITCHIE, Branson W, CARTER, 1995).

O Circovirus esta presente em todos os continentes exceto Antartica, em
funcdo de grandes movimentagdes de aves pelo mundo (DE KLOET, DE KLOET,
2004, HEATH, MARTIN, et al., 2004, BERT, TOMASSONE, et al., 2005, , OGAWA,
KATOH, et al., 2010, MASSARO, ORTIZ-CATEDRAL, et al., 2012, DOLZ, SHELEBY-
ELIAS, et al., 2013, ARAUJO, ANDERY, et al., 2015, MORALES, SIBRIAN, et al.,
2021) e baseado em analises de sequencias gendmicas do BFDV de varios
continentes sugere-se que a provavel origem do virus ancestral seja a Australia.
Posteriormente os principais pontos de disseminag¢ao tém sido no continente Europeu
e na América do Norte em razado da importagdo de aves (Figura 2). Outras regides
nao foram consideradas em funcdo da auséncia de dados no momento da analise
(HARKINS, MARTIN, et al., 2014).

A ocorréncia de surtos de PBFD em bandos selvagens de psitacideos do Velho
Mundo tem sido associada a liberacdo acidental ou intencional de individuos

portadores de BFDV, geralmente aves exdticas de estimagao (SHEARER, BONNE, et
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al., 2008, BLANCO-PENA, NIEHAUS, et al., 2013, HARKINS, MARTIN, et al., 2014,
GONZALEZ-HEIN, GONZALEZ, et al., 2017, RAIDAL, Shane R., PETERS, 2018).

Figura 2 — Ligacdes epidemiolégicas e padrées de movimento viral inferidos a partir de analises

filogeograficas e conjunto de dados.
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Adaptado de (HARKINS, MARTIN, et al., 2014)

Atualmente, sdo poucos os registros do BFDV em espécies selvagens de
psitacideos neotropicais. No entanto, ha relatos da presencga do virus em aves cativas,
nativas e n&o nativas, no Brasil, Costa Rica e Chile (DOLZ, SHELEBY-ELIAS, et al.,
2013, ARAUJO, ANDERY, et al., 2015, GONZALEZ-HEIN, GONZALEZ, et al., 2017,
MORA-CHAVARRIA, UMANA-CASTRO, et al., 2017).

2.2.3 Manifestagoes Clinicas

Na PBFD a gravidade dos sinais clinicos varia entre as espécies hospedeiras
(RAIDAL, Shane R, CROSS, 1995, DONELEY, 2003, RAIDAL, Shane R., PETERS,
2018). E os individuos infectados subclinicamente podem atuar como reservatorio e
potencialmente liberar o BFDV por longos periodos (MARTENS, STOKES, et al., 2019).
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A PBFD pode ser aguda e letal em algumas espécies, particularmente em
cacatuas jovens (Cacatua sp.) e papagaios-cinzentos (Psittacus erithacus). Em
grande parte dos psitacideos neotropicais existe uma certa resisténcia a infecgéo
quando expostos ao BFDV tornando possivel a aquisicdo de imunidade (RITCHIE B,
CARTER K, 1995, DE KLOET, DE KLOET, 2004, RAUE, JOHNE, et al., 2004, HA,
ALLEY, et al., 2009) inclusive com a eliminagao do virus apdés meses de infecgao
subclinica (REED, 2000, MARTENS, STOKES, et al., 2019).

A PBFD é caracterizada por causar distrofia simétrica das penas e pela
imunossupressao das aves acometidas. A imunodeficiéncia esta ligada a relagao
entre a infecgdo e os 6rgéos linfoides (LATIMER, RAKICH, et al., 1990).

A maior parte dos relatos de caso de PBFD em espécies de psitacideos
neotropicais foi em filhotes que apresentaram lesbées caracteristicas nas penas que
se recuperaram de maneira espontanea. Apos resultados positivos para Reagdo em
cadeia da Polimerase (PCR) em aves jovens os resultados podem ser convertidos
para negativo, tanto em amostras de sangue quanto em amostras de pena. Uma vez
que os resultados do teste de BFDV seja negativo, as aves desenvolvem penas
normais a partir de entdo (RITCHIE B, CARTER K, 1995).

E pouco provavel que a PBFD se desenvolva em todas as aves infectadas pelo
BFDV, o que contribuiria para a extincdo de uma espécie em seu habitat natural
(MORALES, SIBRIAN, et al., 2021). Ainda assim, o BFDV pode afetar negativamente a
tentativa de recuperar as populagdes de espécies ameacadas, diminuindo a chance
de sobrevivéncias dos individuos reintroduzidos e infectando filhotes nascidos na
natureza (HA, ALLEY, et al., 2009, HARKINS, MARTIN, et al., 2014, EASTWOOD,
BERG, et al., 2015, HAKIMUDDIN, ABIDI, et al., 2016).

2.2.4 Transmissao

O periodo de incubacdo do BFDV é variavel compreendendo entre trés
semanas a um ano (PHALEN, 2005). A PBFD pode ser transmitida diretamente de
aves infectadas com o BFDV através da dispersao do virus por meio de penas, p6 de

penas e fezes, gaiolas contaminadas, poleiros, comedouros e bebedouros além de
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cavidades em arvores, transmissao vertical € ninhos na natureza (LATIMER, RAKICH,
etal.,, 1991, PETERS, PATTERSON, et al., 2014, RAIDAL, Shane R., PETERS, 2018).

Acredita-se que o BFDV seja persistente no hospedeiro, uma vez que alguns
individuos permanecem infectados por diversos meses (MARTENS, STOKES, et al.,
2019). A contaminacgao viral pode ser persistente e dificil de erradicar dos aviarios
(REED, 2000) devido a extrema resisténcia do BFDV as condi¢des ambientais, (HA,
ALLEY, et al., 2009, HARKINS, MARTIN, et al., 2014, HAKIMUDDIN, ABIDI, et al.,
2016, FOGELL, MARTIN, et al., 2018) a inativagao por altas temperaturas e a maioria
dos desinfetantes e produtos de limpeza (RITCHIE B, CARTER K, 1995, PETERS,
PATTERSON, et al., 2014).

2.2.5 Diagnéstico

A deteccdo de BFDV em uma amostra de uma ave nao implica
necessariamente que ela se torne cronicamente infectada ou que desenvolva a forma
clinica da doenca. A resposta a infeccéo varia entre as espécies de aves acometidas,
estando associada com fatores como idade, imunocompeténcia e a presenca de
doencgas concomitantes (FUNGWITAYA, BUNLERTCHAROENSUK, et al., 2009,
DOLZ, SHELEBY-ELIAS, et al., 2013, ARAUJO, ANDERY, et al., 2015).

Histologicamente é possivel identificar corpusculos de inclusdo intracelular
basofilicos principalmente nos segmentos gastrointestinais e nos foliculos das penas.
Este corpo de inclusdo pode também ser encontrado no bico, lingua, Bursa de
Fabricius e timo (LATIMER, RAKICH, et al., 1990). Outros virus como o Poliomavirus,
Herpervirus e Adenovirus em psitacideo podem dificultar o diagnéstico de BFPV por
meio de exame histopatolégico (LATIMER, NIAGRO, et al., 1993) pois apresentam

inclusdes intranucleares similares.

Testes sorologicos como a Reagdes de Hemaglutinagao e teste de Inibicdo da
Hemaglutinagdo do BFPV também sao utilizadas para fim de diagnéstico (RITCHIE,
B W, NIAGRO, LATIMER, STEFFENS, PESTI, LUKERT, 1991). Sao procedimentos

simples e rotineiramente executaveis na rotina laboratorial, além da vantagem de
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poderem ser utilizados para amostras de soro, fezes e penas, por exemplo. Alguns
inibidores podem gerar resultados falso-negativo (RAIDAL, SABINE, et al., 1993).

A técnica molecular de PCR apresenta-se como principal método diagnostico
da doenga (LATIMER, NIAGRO, et al., 1993). Permitindo que o virus seja detectado
em diversos tipos de amostras, sendo elas: pena, fezes, swabs orais e cloacais além
dos 6rgaos das aves, com a vantagem de permitir a detecg&o do virus antes do inicio
dos sinais clinicos da doenga (PHALEN, 2005).

2.3 Chlamydia psittaci

Causadora da clamidiose, doenca decorrente da infecgcao pela bactéria, a
Chlamydia psittaci (C. psittaci) pertencente a familia Chlamydiaceae. Responsavel por
infectar aves domésticas e silvestres, nativas e exdticas, sendo os psitacideos os
principais hospedeiros (GRIMES, WYRICK, 1991, SILVA, 2013).

C. psittaci foi encontrada em 30 ordens com mais de 500 espécies de aves
domésticas, de companhia, selvagens e de vida livre (KALETA, TADAY, 2003,
KNITTLER, SACHSE, 2015, RAVICHANDRAN, ANBAZHAGAN, et al., 2021).

As aves jovens sdo mais suscetiveis a infecgdo do que as aves mais velhas.
Aves adultas podem apresentar doencga subclinica, enquanto aves jovens apresentam
infeccdo aguda. As aves infectadas nem sempre exibem sinais clinicos. A infecgao
latente € comum em aves com manifestacdo da doenca de forma intermitente ou
cronica com eliminacgéo recorrente (HERRMANN, PERSSON, et al., 2006).

A clamidiose aviaria esta disseminada e representa um importante fator de
perda econdmica para a industria avicola (Comissao Europeia 2002), bem como um
risco permanente de transmissao zoonotica ao homem (HARKINEZHAD, GEENS, et
al., 2009). Além de seu significativo impacto econdmico, esta é a principal zoonose
transmitida por aves silvestres, particularmente por psitacideos e columbiformes
(PROENCA, FAGLIARI, et al., 2011, KNITTLER, BERNDT, et al., 2014).

A transmissdo da C. psittaci acontece, principalmente, por inalacido de

aerossois contaminados por fezes, secrecdes respiratorias e oculares de um individuo
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doente ou portador assintomatico. Também sendo possivel a partir do manuseio de
tecidos e penas de aves infectadas (TELFER, MOBERLEY, et al., 2005).

Varios fatores podem causar variabilidade nos sinais clinicos entre as
populacbes acometidas. As condi¢gdes individuais podem causar variacoes
acentuadas no curso da infecgdo, conforme demonstrado por estudos em cativeiro
(GERLACH, 1994), e as espécies hospedeiras podem sofrer diferentes sinais da
doencga quando infectadas com diferentes cepas (STOKES, BERG, et al., 2021).

C. psittaci apresenta tropismo pelos tecidos do pulmao, sacos aéreos e
mesentério. A psitacose causa desconforto respiratorio, excre¢gao anormal (diarreia),
letargia, hipertermia, descargas nasais e oculares, perda de peso e redugdo na
producao de ovos (KNITTLER, BERNDT, et al., 2014).

Nos raros casos em que os sinais clinicos foram relatados para outras ordens
ou espécies (aléem de Psittaciformes e Columbiformes), os achados variam
amplamente entre os estudos e as populagdes estudadas. Um estudo retrospectivo
no Reino Unido realizou exame post-mortem de passeriformes com sinais de
clamidiose e encontrou evidéncias de lesdes histoldégicas em 42% (8/19) das aves que
eram positivas para C. psittaci (BECKMANN, BOREL, et al., 2014), sugerindo que C.
psittaci também pode causar doengas em espécies de passeriformes.

Em humanos a infeccdo por C. psittaci geralmente apresenta febre subita, dor
de cabeca, dores no corpo e tosse seca. As pessoas com maior risco sdo proprietarios
de aves de estimacdo, médicos veterinarios e trabalhadores de industrias de
processamento de aves e demais trabalhadores que mantém contato direto com aves,
a exemplo dos tratadores de animais, demonstrando um carater ocupacional da
doenca (RODRIGUEZ, MODI, et al., 2022).

O potencial zoondtico das aves nao esta delimitado apenas pelo contato direto
com o0s animais, também esta associado a atividades executadas no ambiente que
elas ocupam, tanto em ambientes urbanos quanto em ambiente rural (TELFER,
MOBERLEY, et al., 2005). A gravidade da doenga em humanos varia de inaparente a
fatal em pacientes ndo tratados (VANROMPAY, Daisy, 2020).
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2.3.1 Morfologia

A classificagao taxondmica da familia Chlamydiaceae (Ordem Chlamydiales,
filo Chlamydiae) com mais de 15 espécies distintas de bactérias intracelulares
obrigatérias, cocoides gram-negativas. Apresentando envoltério celular semelhante a
parede celular de outras bactérias, também Gram-negativas, com exce¢ao de nao
possuirem peptideoglicanos (PROENCA, FAGLIARI, et al., 2011).

A membrana externa da C. psittaci € composta por uma camada de
lipopolissacarideos (LPS) que lhe confere protecdo contra o meio externo. Esta
membrana também contém lipoproteinas, que sao responsaveis por ligar a bactéria a
célula hospedeira e ajudam a evitar a fagocitose. Além disso, a membrana externa
contém varios antigenos que sao importantes para o reconhecimento e a resposta
imune da célula hospedeira. A proteina imunodominante nomeada “major outer
membrane protein” (MOMP) representando a maior fragdo do envoltério bacteriano,
junto com a LPS, representam importantes antigenos de superficie de membrana com
ampla utilizacdo para diagnostico (ANDERSEN, VANROMPAY, 2013).

2.3.2 Epidemiologia

As aves podem transmitir a infeccdo para os seus filhotes por regurgitagéo,
podendo causar uma forma crénica de clamidiose. O isolamento do patdégeno em aves
domeésticas e em aves de companhia como psitacideos os coloca como reservatério
negligenciado e pode atuar como uma ameacga a saude publica para produgao avicola
em larga escala (RAVICHANDRAN, ANBAZHAGAN, et al., 2021).

Uma reviséo sistematica sobre a transmissao zoonética da clamidiose aviaria
revelou que mais do que Psittaciformes, outras aves domésticas como patos, galinhas
e perus estao tendo relevancia como fonte de psitacose em humanos (HOGERWERF,
ROOF, et al., 2020).

A ocorréncia de ornitose em humanos depende de fatores como a intensidade
da exposicao e via de transmissdo (RYBARCZYK, VERSTEELE, et al., 2020). Grupos
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de alto risco incluem pessoas que trabalham em fabricas de processamento de aves,
funcionarios de lojas de animais, veterinarios e proprietarios de aves que infectaram
aves de estimacdo. Muitas infeccbes zoondticas sdo relatadas em Psittaciformes
(FENG, FENG, et al., 2016).

De acordo com o “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC), o
periodo de incubacao € de 5 a 14 dias e pode se estender em humanos. Em humanos,
a clamidiose nao atinge apenas o sistema reprodutor, mas também o sistema
respiratorio, causando pneumonia intersticial. Estudos em pacientes com tracoma
mostraram a presenga de C. psittaci, isoladamente ou em combinagcdo com C.
trachomatis (DEAN, ROTHSCHILD, et al., 2013). Os sintomas em humanos incluem
febre, calafrios, dor de cabecga, mialgia e mal-estar com ou sem sintomas respiratorios.
Outros 6rgaos também podem ser afetados e podem causar endocardite, miocardite,
hepatite, artrite, conjuntivite e encefalite (RAVICHANDRAN, ANBAZHAGAN, et al.,
2021).

A prevaléncia mundial de infeccdo por ornitose humana é baixa. Um estudo
realizado na Alemanha com base na analise de PCR em tempo real detectou uma
porcentagem de 2,1% de pacientes positivos para infecgédo por C. psittaci (DUMKE,
SCHNEE, et al., 2015). Infec¢gdes humanas a partir de aves selvagens nédo foram
amplamente documentadas. Algumas evidéncias estdo disponiveis para o contato
direto de comedouros de aves selvagens ou matéria fecal contaminada e contato
ambiental indireto de fezes de psitacideos como principais fatores de risco zoonético
para contrair uma infecgdo (REHN, RINGBERG, et al., 2013, BRANLEY, BACHMANN,
et al., 2016, BURNARD, POLKINGHORNE, 2016). Pessoas com pneumonia e
historico de contato recente com uma ave doente ou morta com suspeita de infeccéo
por clamidia devem sempre consideradas diagnéstico suspeito de psitacose. A
transmissao entre humanos também pode ocorrer, mas é excepcionalmente rara,
exceto por um surto relatado esporadicamente (McGuigan, Mcintyre, and Templeton
2012; CDC 2022; Wallensten, Fredlund, and Runehagen 2014).
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2.3.3 Manifestacgao Clinica

A manifestacao clinica da doenga surge em resposta a fatores de estresse,
muitas vezes relacionados a praticas inadequadas de manejo. Dentre essas praticas,
incluem-se a ma nutricdo, a superlotagdo, o transporte inadequado e a perda do
habitat natural (RASOS, 2004, BALSAMO, MAXTED, et al., 2017).

Os sintomas em aves de companhia incluem letargia, diminuicdo do apetite,
penas ericadas, corrimento ocular ou nasal, diarreia e/ou excrementos verde a
amarelo-esverdeado e na identificacdo post mortem a esplenomegalia com
hemorragias subescapulares é uma lesao tipica, especialmente em psitacideos. Os
sintomas sao diferentes com base na cepa e na espécie hospedeira e induzem
pericardite, pneumonia, hepatite, esplenite e/ou saculite aérea ocasionalmente com
desfechos fatais. Em condicbes agudas, sao observados sinais respiratorios
superiores, letargia e fezes verdes. Foi descrito que as bactérias podem usar os
monaocitos ou macréfagos do sangue para se disseminar no corpo do hospedeiro
(RAVICHANDRAN, ANBAZHAGAN, et al., 2021). Estudos sugerem a possibilidade de
a fauna ser um reservatério para a zoonose por clamidia (STOKES, BERG, et al.,
2021).

2.3.3.1 Patogenia

Nove familias compde a ordem Chlamydiales, e as bactérias presentes nessa
ordem tem a capacidade de infectar humanos, mamiferos silvestres e domésticos,
répteis, anfibios e peixes. Apresentam um ciclo de desenvolvimento que comecga a
partir dos Corpos Elementares (EBs) com tamanho de 0,2 ym, que sdo a forma
infecciosa e extracelular da bactéria (BOREL, POLKINGHORNE, et al., 2018). Depois
de infectar as celulas epiteliais da mucosa do hospedeiro, os EBs iniciam o
desenvolvimento dentro do vacuolo endocitico de inclusédo, limitado por uma
membrana, dentro dele eles se diferenciam em Corpos Reticulados (RBs) maiores,
0,8 ym de tamanho, e metabolicamente ativos, mas nao infeciosos. Apés multiplas

divisdes, os RBs se diferenciam em EBs, completando o ciclo de desenvolvimento,
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saindo da célula hospedeira por lise ou extrusdo da inclusdo (ABDELRAHMAN,
BELLAND, 2005).

Em condicdes adversas incluindo resposta imune do hospedeiro, privacao de
nutrientes, exposicao a antibiéticos ou coinfeccdo com virus ou parasitas, as clamidias
em desenvolvimento podem entrar em um estado chamado de persisténcia,
atualmente renomeado como resposta ao estresse Clamidial ou fenétipo do Corpo
Reticular Aberrante (ABs). Durante esse periodo, as clamidias estressadas
permanecem viaveis na forma de ABs, mas nao se transformam em EBs e ndo séo
infecciosas (LEONARD, BOREL, 2014).

2.3.4 Transmissao

A transmissdo em aves ocorre por via aerdgena, por meio de secre¢ao nasal e
ocular de aves infectadas além da inalagdo de excretas secas, a ingestao de fezes
contaminadas e durante a alimentagdo dos filhotes pelos pais no ninho (RASOS,
2004, ANDERSEN, VANROMPAY, 2013). Ocorre também a transmissé&o vertical da
bactéria pelo ovo e até mesmo através da picada de insetos (VANROMPAY, D.,
DUCATELLE, et al., 1995).

O tempo de incubagédo pode variar consideravelmente, abrangendo desde
alguns dias até algumas semanas. Essa variagao depende de diversos fatores, como
a espécie da ave, a viruléncia do agente causador, a idade da ave e seu estado de
saude geral (RASOS, 2004, BALSAMO, MAXTED, et al., 2017).

Os seres humanos sao hospedeiros acidentais e terminais. Doenca em
humanos sao causadas por trés modos importantes de transmissao: 1- inalacéo, 2-
contato direto (contato boca-a-bico) e manuseio da plumagem, 3- feridas por
espicacamento (RYBARCZYK, VERSTEELE, et al., 2020).
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2.3.5 Diagnéstico

Os testes de PCR s&o, atualmente, reconhecidos como os métodos mais
avangados para diagnosticar infec¢gdes por clamidia em seres humanos e animais
devido a alta sensibilidade e especificidade que oferecem (BOREL,
POLKINGHORNE, et al., 2018).

Em humanos prevalece o diagndstico Clinico-epidemiolégico e sorologico, a
partir da reacédo de ficgdo do complemento e/ou ELISA (BRASIL, 2010). O teste
diagndstico especifico é soroldgico, considerado o padrdo-ouro para pneumonia por
C. psittaci. Além disso, a microimunofluorescéncia (MIF) sendo o teste sorolégico mais
preciso para pneumonia por C. psittaci, € realizado apenas em laboratérios
especializados (TENG, GONG, et al., 2021).

Apesar de possivel o isolamento do agente no sangue, secregdes ou tecidos é
de dificil execugao e requer envio a laboratoérios especializados para sua execucao,
devido a alta infectividade desse patégeno (BRASIL, 2010).

O ensaio de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) € usado para confirmar
suspeita clinica de possivel diagndstico de psitacose, especialmente para distingui-la
de outras espécies de clamidia (CUNHA, 2006).

O sequenciamento metagendémico de proxima geragado (mMNGS) pode identificar
patégenos em potencial com rapidez e precisao, sejam eles bactérias, fungos, virus
ou parasitas (SCHLABERG, CHIU, et al., 2017). Estudos demonstram que o mNGS é
0 método de diagndstico mais abrangente e promissor para detecgao de infecgéo,
especialmente para pneumonia grave (LANGELIER, KALANTAR, et al., 2018).
Recentemente, varios estudos relatam a aplicagdo de mNGS no diagnéstico de

pneumonia por C. psittaci (GU, LIU, et al., 2020).

Os métodos de deteccao de C. psittaci ndo estao disponiveis rotineiramente na
maioria dos hospitais. Devido aos seus sintomas inespecificos e as limitacbes dos
testes tradicionais, a pneumonia por C. psittaci é facilmente subdiagnosticada e mal
diagnosticada (DE GIER, HOGERWEREF, et al., 2018).
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O diagndstico de clamidiose em aves € significativamente dificultado pela
auséncia de sinais clinicos caracteristicos definitivos (LONGBOTTOM, COULTER,
2003). Em contrapartida a rapidez e assertividade do diagnostico € necessaria pelo
potencial zoondtico da infecgdo. Alteragdes hematoldgicas e bioquimicas, assim como
imagens radiograficas podem apresentar indicios sugestivos de infecgdo por C.
psittaci (LONGBOTTOM, COULTER, 2003). O método recomendado para o
diagnostico de microrganismos da Familia Chamydiaceae é o isolamento (PROENCA,
2010).

Pela caracteristica fastidiosa inerente a cultura e ao isolamento do
microrganismo, foram desenvolvidas outras técnicas para execugao do diagndstico.
As abordagens em diagnostico por Chlamydia spp consistem na detecgéo direta da
bactéria ou na detecgao de anticorpos anti-Chlamydia spp. (SACHSE, VRETOU, et
al., 2009, BALSAMO, MAXTED, et al., 2017).

Pela caracteristica de excregdo intermitente do microrganismo pode
comprometer a eficacia desses métodos de deteccdo, uma vez que a ave pode nao
estar eliminando o agente no momento da coleta, levando a resultados falsos-
negativos (RASOS, 2004, GODOQY, 2007).

Os testes rapidos auxiliam na deteccédo direta de microrganismos e nao
necessitam da presenca viavel deles. No entanto € importante considerar que esses
testes podem apresentar resultados falso positivos devido a reagdo cruzada com
outros agentes. Além da ocorréncia de resultados falso negativos quando a
quantidade de antigeno for insuficiente ou no caso de excregao intermitente da
bactéria. Sao eles 0 ensaio imune enzimatico (ELISA) e o teste de fluorescéncia direta
(SACHSE, VRETOU, et al., 2009, BALSAMO, MAXTED, et al., 2017).

No Brasil a Psitacose em humanos ndao é uma doenca de notificacido
compulsodria, sendo obrigatéria apenas a investigagdo dos surtos pelos orgaos
competentes (BRASIL, 2010). A clamidiose aviaria é listada pelo Ministério da
Agricultura e Pecuaria, como sendo de obrigatéria notificagdo ao Servigo Veterinario
Oficial quando confirmada em aves (BRASIL, 2013).
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3-MATERIAL E METODOS

3.1 Amostras

Neste estudo foram analisadas amostras oriundas de 62 animais pertencentes
a duas ordens. Nos Psittaciformes Ara macao (n=2), Arara-canindé (Ara ararauna, n=
54) e uma espécie da ordem Piciformes: Tucano-toco (Ramphastos toco, n= 6)
oriundas de apreensdes da Secretaria Estadual de Meio Ambiente (SEMA-MT). As
amostras foram coletadas no primeiro bimestre de 2020.

Estes animais eram mantidos em recinto de reabilitacdo, sendo fornecida agua
e alimentagao (frutas e ragdo granulada) até que estivessem prontos para serem
reintroduzidos no meio ambiente (Figura 4). Os animais mantidos nesse recinto por
mais de cinco dias e menos de cinco dias, menor periodo de incubagao dos agentes

analisados, foram considerados respectivamente, cativos e de vida livre.

Figura 4. Recinto coberto, telado, com presenca de bebedouros e comedouros destinado aos
psitacideos.

Fonte: Arquivo pessoal.
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3.2 Autorizagoes

A coleta de material biolégico foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade/ICMBio (SISBIO n°. 74214-1) e aprovada pelo Comité de Etica no uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso/CEUA/UFMT
(23108.053296/2020-11).

3.3 Contencgao das aves

A realizagao da coleta de sangue ocorreu de maneira rapida e segura visando
reduzir o estresse promovido pela captura e contencao. A captura dentro do recinto
ocorreu mediante a utilizagcédo de puca e a contencéo fisica foi realizada manualmente

com a utilizacao de luvas de raspas de couro (Figura 5).

Figura 5. Contencéo fisica manual com a utilizagao de luvas de raspa de couro.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Para a coleta das amostras as aves foram contidas de acordo com a semiologia
da espécie. Os principais locais de colheita de sangue total em aves foram: veia
jugular direita, frequentemente € a mais proeminente, veia ulnar superficial ou veia
braquial que pode ser acessada em ambas as asas e a veia metatarsica medial
(Figura 6). Limitado ao maximo de 1% do peso total da ave (MORISHITA, 2019).

Figura 6. Coleta de amostra de sangue por venopungao de jugular em Araracanga (Ara

macao)

Fonte: Arquivo pessoal.

Foram coletados “swabs” orofaringeo e cloacal de todas as aves, em triplicata.
As aves estavam identificadas individualmente com anilhas numeradas (metatarso
esquerdo). As amostras de sangue foram mantidas refrigeradas (6-10 °C) apds a
coleta enquanto os “swabs” foram mantidos em temperatura ambiente até serem

armazenados -80 °C para posterior utilizagao nos testes moleculares.
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3.4 Processamento das amostras

O material foi processado no laboratério de analises clinicas de aves e répteis
e no laboratério de biologia molecular veterinaria, no Hospital Veterinario da

Universidade Federal de Mato Grosso, campus Cuiaba.

3.4.1 Técnicas Moleculares

O DNA foi extraido em pool de amostras de cada animal (orofaringe e cloaca)
utilizando kit comercial de acordo com as especificagdes do fabricante (GenElute™,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO 63103) modificado com a adi¢do de uma solugao de

ligagdo (guanidina 2 M em 96% etanol).

Para o diagndstico do virus da doenga do bico e das penas as amostras foram
testadas quanto a presenga do genoma viral. Uma reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real (qQPCR) amplificando um fragmento de 202 pb da regido que codifica a
proteina do capsideo C1a partir dos seguintes pares de oligonucleotideos iniciadores
de sequéncia 5-CGG TGC CAG AAA ATG GTA TGT TAG-3'; e 5-GAA GCT GAA
GCC AAT GCC GTA-3' (RAUE, JOHNE, et al., 2004). A gPCR foi realizada em

equipamento BioRad.

A PCR para amplificagdo do DNA de clamidia foi realizada com a utilizagdo dos
pares de oligonucleotideos iniciadores de sequéncia codificadora do gene ompA (5'-
GCA AGA CAC TCC TCA AAG CC-3 e 5-CCT TCC CAC ATA GTG CCA TC-&
(HEWINSON, GRIFFITHS, et al., 1997). Primers projetados para amplificar um
produto de 264 pb.

Os produtos de amplificagao, corados em Gel Red (Biotium), foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 1,5% a 100 V por 90 min e visualizados no

ChemiDoc™ XRS utilizando o software ImageLab™.
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3.4.2 Analise hematolégica

Do total de amostras coletadas, apenas 36 amostras de sangue de araras-

canindé estavam conformes para o processamento hematologico.

Os eritrécitos e leucdcitos totais foram obtidos através de método direto pela
diluicdo do sangue total em solu¢ao de Natt-Herrick na proporgéo de 1:200 (Campbel,
2015b) com posterior contagem em cédmara de Neubauer em microscopio éptico no

aumento de 400 vezes.

A determinacdo da concentracdo da hemoglobina foi realizada através do
método de ciano-meta-hemoglobina (Schmidt, 2014) utilizando Kit comercial
(Labtest®), cujo valores obtidos foram expressos em g/dL.

A determinacdo do microhematécrito foi determinada por centrifugagado a
12.000g por 5 min, descrito por Weiser (2015), a leitura do resultado foi realizada em
tabela padrao de cartido de microhematdcrito, com o resultado expresso em

porcentagem (%).

Os Sélidos totais foram determinados com a utilizacao de refratdmetro clinico
(CUBAS, Zalmir Silvino, SILVA, et al., 2007, PROENCA, 2010).

3.4.3 Estatistica

A diferenca entre as frequéncias de amostras positivas nos dois tipos de
amostras (swabs e sangue) foi testada quanto a significancia usando o teste Z de duas
amostras no site da Epitools (http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=home).
Um valor de p abaixo de 0,05 foi considerado significativo.
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4- RESULTADOS

Dos 62 animais, 51 (82,25%) testaram positivo para pelo menos um patégeno

(Tabela 1). Em geral, Circovirus e Chlamydia sp. foram detectados em 67,8% (42/62)

e 75,8% (47/62) dos animais, respectivamente. Coinfec¢des foram detectadas em 40

animais (64,52%). A distribuicao das infec¢coes em diferentes espécies € mostrada na

Tabela 2.

Tabela 1 - Deteccdo de BFDV e Chlamydia sp. por PCR em aves das ordens Piciforme e

Psitaciformes, no estado de Mato Grosso, ano de 2020.

Chlamydia sp.

Animal Espécie Condicao
Swabs Sangue  Swabs  Sangue
1 Ramphastos toco Vida livre + - + +
2 Ramphastos toco Vida livre + + + +
3 Ramphastos toco Vida livre + + + -
4 Ramphastos toco Vida livre + + + +
5 Ramphastos toco Vida livre + + + +
6 Ramphastos toco Vida livre + + + +
7 Ara macao Cativeiro + + + +
8 Ara macao Cativeiro + + + +
9 Ara ararauna Cativeiro + + + +
10 Ara ararauna Cativeiro + + + +
11 Ara ararauna Cativeiro + + + +
12 Ara ararauna Cativeiro + + + +
13 Ara ararauna Cativeiro + + + +
14 Ara ararauna Cativeiro + + + +
15 Ara ararauna Cativeiro + + + +
16 Ara ararauna Cativeiro + + + +
17 Ara ararauna Cativeiro + + + +
18 Ara ararauna Cativeiro + - + -
19 Ara ararauna Cativeiro - - - -
20 Ara ararauna Cativeiro - - - -
21 Ara ararauna Cativeiro - - - -
22 Ara ararauna Cativeiro - - - +
23 Ara ararauna Cativeiro - - - +
24 Ara ararauna Cativeiro + - + -
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna

Ara ararauna

Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro
Cativeiro

Cativeiro
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Diferentes locais de coleta mostraram positividade variavel. Os swabs
coletados de 12 animais testaram positivo para BFDV, mas as amostras de sangue
testaram negativo para BFDV. Em contraste, as amostras de sangue de seis animais
testaram positivo para BFDV, mas os swabs testaram negativo para BFDV. Para
BFDV, nao foram observadas diferengas nas amostras de swabs ou sangue (p = 0,86);
no entanto, as amostras de sangue tiveram maior positividade para Chlamydia sp. do

que as amostras de swabs (p = 0,0014).

Tabela 2 - Distribuicdo de animais que testaram positivo em relagédo ao total de animais investigados
para cada patégeno e tipo de amostra.

PCR
Espécies BFDV Chlamydia sp. Total
Sangue (%) Swabs (%) Sangue (%) Swabs (%) BFDV / Chlamydia sp.
Tucano-toco 5/6 (83.4) 6/6 (100) 5/6 (83.4) 6/6 (100) 5/6 (83.4%) / 5/6 (83.4%)
Araracanga 2/2 (100) 2/2 (100) 2/2 (100) 2/2 (100) 2/2 (100%) / 2/2(100%)
Arara-canindé  23/54 (42.6) | 28/54 (51.85) | 34/54 (63) | 17/54 (31.5) 34/54 (63%) / 40/54 (74%)
Total 30/62 (48.4) 36/62 (58) 41/62 (66.1) | 25/62 (40) | 42/62 (67.8%)/47/62 (75.8%)

Na analise do hemograma completo de araras-canindé, encontramos anemia

em apenas cinco dos 36 (13,8%) animais avaliados, mas a leucopenia foi observada
em 16 (44,44%) deles. Linfopenia e monocitose foram observadas em 13 (36,11%) e
3 (8,33%) animais, respectivamente. Entre os animais com linfopenia, 10 (27,77%)
testaram positivo para Chlamydia sp. (amostras de sangue). Uma infeccao simultanea
por Circovirus no sangue também foi detectada em seis deles; no entanto, ambos os
patogenos foram detectados em dez animais (50%) sem alteragdo na analise
hematoldgica (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo de alteragdes hematoldgicas e deteccdo de patégenos em Ara ararauna e
deteccdo de BFDV e Chlamydia sp.

Arara-canindé PCR

Nao Circovirus Clamidiales Coinfecgao
Anemia* 5 1 3 1
Leucopenia 16 5 12 4
Linfopenia 13 6 10 6
Monocitose 3 1 2 1
Nenhuma 10 4 4 3
alteracao

*Eritrocitos totais, hemoglobina ou hematdcrito abaixo dos valores de diretriz.
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5- DISCUSSAO

Embora grande parte da atengao sobre doengas infecciosas na vida selvagem
seja colocada na ameaga que representam para a saude publica, entender essas
infeccbes no contexto da conservagao da vida selvagem também é importante se
considerarmos o papel que os humanos tém desempenhado em mudar a distribuicao
natural de patdégenos através da invasdo de habitats naturais e/ou translocagdo de
animais domesticados e interrup¢des nas densidades populacionais da vida selvagem
devido a uma série de fatores antropogénicos, como destruicdo de habitat
(TOMPKINS, CARVER, et al., 2015).

Conhecer a saude da vida selvagem é uma parte fundamental da prevengao
do aparecimento de novas doencgas, porque elas sdo o eixo das possibilidades de
transmissao aos animais domésticos e humanos (CUNNINGHAM, DASZAK, et al.,
2017). A transmisséo através das espécies e as repercussdes para os seres humanos
tornam imprescindivel uma abordagem em One Health e, por consequéncia, nao
ignorar os aspectos ecologicos e ambientais (CUNNINGHAM, DASZAK, et al., 2017).

O BFDV gera uma grande preocupac¢do em relagdo a conservagao, pois pode
infectar aves da familia Psittacidae (FOGELL, MARTIN, et al., 2018) que estédo
amplamente ameacados de extincdo em todo o mundo, de acordo com a Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e dos Recursos
Naturais (IUCN, 2016) (BAILLIE, HILTON-TAYLOR, et al., 2004). A infecgdo em
espécies Psittaciformes selvagens, conforme observado no nosso estudo, foi
previamente descrita, no entanto, até onde temos conhecimento, este € o primeiro

registro de infecgdo em um tucano-toco (Ramphastos toco).

Foi observada coinfecgao por C. psittaci com outros patdégenos, o que acontece
frequentemente em aves silvestres. Mais da metade das aves passeriformes positivas
para C. psiftaci examinadas por Beckmann et al. (2014) tiveram infecgbes
concomitantes, incluindo variola aviaria e tricomonas (BECKMANN, BOREL, et al.,
2014). Além disso, em outros hospedeiros, foi detectada a presenga simultanea de C.
psittaci com outras infeccbes, como, por exemplo, a coinfeccdo com BFDV em
papagaios selvagens australianos. (SUTHERLAND, SARKER, et al., 2019, AMERY-

GALE, LEGIONE, et al., 2020).
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A maioria dos estudos de prevaléncia tem se concentrado em populagdes
cativas, havendo relativamente poucos estudos publicados sobre populacdes de vida
livre, como é o caso na Australia. (FOGELL, MARTIN, et al., 2016). Embora o numero
de animais de vida livre tenha sido limitado, neste estudo os valores positivos
encontrados para BFDV em amostras de swabs foram de 100%. Por outro lado, a taxa
de positividade de animais em cativeiro foi de 65%, o que representa um percentual
maior do que o descrito na literatura para Psittaciformes na América do Sul (ARAUJO,
ANDERY, et al., 2015, MORALES, SIBRIAN, et al., 2021). Acredita-se que esses
valores possam estar relacionados a exposi¢cao das aves suscetiveis ao virus BFDV,
uma vez que em cativeiro as taxas de infeccdo costumam ser mais elevadas,
favorecendo a disseminagdo do agente patogénico (RITCHIE, B W, NIAGRO,
LATIMER, STEFFENS, PESTI, ANCONA, et al, 1991, RITCHIE, Branson W,
CARTER, 1995).

Os resultados para a infecgdo por Chlamydia sp. variam de acordo com a
presencga de doenca clinica, e os testes de diagndstico usando amplificagédo de DNA
refletem o estado de portador do animal (KALETA, TADAY, 2003). Embora haja uma
descrigao de C. psittaci na ordem Piciformes em Ramphastos tucanus (BRAZ, SILVA,
et al., 2014), os valores de positividade encontrados neste estudo sao dignos de nota
porque os individuos viviam em liberdade. Além disso, C. psittaci foi detectado em
quarenta e dois (67,7%) individuos Psittaciformes. Os valores encontrados neste
estudo sdo superiores aos de Raso (2012) para Piciformes que também utilizaram
técnicas moleculares (RASO, FERREIRA, et al., 2012) e aos resultados obtidos
utilizando outras técnicas de diagnostico (sorro prevaléncia: 44.74 + 15.84%)
(CARLOS, LUYO, 2018). As amostras de sangue sao mais sensiveis a deteccado do
que os swabs, o que salienta a importancia de testar diferentes amostras (DE
FREITAS RASO, SEIXAS, et al., 2006).

Entre as alteragcbes hematoldgicas encontradas neste estudo, verificamos a
ocorréncia de linfocitose e monocitose conforme descrito por Ono (2009) em
psitacideos positivos para Chlamydia sp (ONO, 2009). No entanto, trabalhos com
analise hematologica em Psittaciformes positivos para a clamidiose s&o escassos.
Além disso, a BFDV afeta a medula 6ssea e causa depressao grave na contagem
heterofilica e ocasionalmente causa anemia e leucopenia geral. Embora os sinais

clinicos em aves adultas infectadas sejam menos obvios, a progressao da doencga
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pode resultar em sintomas mais graves. No entanto, a medida que a doenga progride,
a ave também pode ficar doente em decorréncia de outras infecgdes concomitantes
(HARCOURT-BROWN, 2009).

Considerando que a C. psittaci € conhecida por causar doenga grave em pelo
menos alguns hospedeiros aviarios, € plausivel que possa resultar em declinios
populacionais em populagbes de aves selvagens, especialmente quando as
populagdes compreendem hospedeiros altamente suscetiveis (como individuos
imunocomprometidos) ou quando combinados com estressores adicionais ou
infeccbes concomitantes (STOKES, BERG, et al., 2021). A infecgéo por clamidia em
certas populagdes de aves pode, portanto, ser uma preocupagao de conservacao,
particularmente em hospedeiros como psitaciformes, que sdo uma das ordens de aves
mais ameacgadas (COLLAR, 2000), sao conhecidos por sofrerem infecgbes frequentes
por C. psittaci (SACHSE, LAROUCAU, et al., 2015) e subsequentemente pode sofrer
alta mortalidade (DE FREITAS RASO, GODOQY, et al., 2004, ORNELAS-EUSEBIO,
SANCHEZ-GODOY, et al., 2016).

A taxa de mortalidade por Clamidiose Aviaria geralmente varia de 5 a 40% nos
casos nao tratados, mas pode ser ainda mais alta em casos de coinfecgao
(RAVICHANDRAN, ANBAZHAGAN, et al., 2021).

Os psitacideos e outras aves que se limitam a populacbes pequenas e
altamente ameacadas podem sofrer perda de individuos por patégenos endémicos
além de estar particularmente em risco de infecgdo por spill-over de patdégenos de
espécies simpatricas, como sugerido recentemente por Das et al. com BFDV
ocorrendo em espécie criticamente ameacada (Neophema chrysogaster) (DAS,
SMITH, et al., 2020).

Os centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS) s&o locais onde a vida
selvagem é levada pelo governo brasileiro para tratamento e determinagéo do destino
subsequente (libertagdo ou encaminhamento para outras organizagbes de vida
selvagem). Estes centros receberam mais de 70.000 animais s6 em 2018 (CHARITY,
FERREIRA, 2020), e as aves compreendem a maior variedade de animais recebidos
no CETAS, a maioria dos quais estdo ameacgados de extingdo (CHARITY, FERREIRA,

2020). Os CETAS desempenham um papel fundamental na protecdo da vida
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selvagem do estado brasileiro, uma vez que sao locais onde os animais que sofreram
trafico, apreensbes e entregas voluntarias sdo abrigados até serem finalmente
atribuidos em Centros de Reabilitagdo de Animais Silvestres (CRAS) ou libertados nos
seus habitats naturais. No entanto, as condigdes em que estes animais chegam aos
centros sdo extremamente insalubres, o que pode comprometer todo o trabalho de
reabilitacdo e posterior soltura dos animais (MATIAS, PEREIRA, et al., 2016).

Nestas instalagdes, os profissionais que entraram em contacto com os animais
e as condi¢des de biosseguranca devem ser informados sobre o potencial zoonético

dos agentes patogénicos virais ou bacterianos (DALY, HOUSE, et al., 2017).
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6- CONCLUSAO

Os resultados do estudo evidenciam a ocorréncia de BFDV em aves do género
Ara, no estado de Mato Grosso a partir da detecgao molecular. Além da ocorréncia de

Chlamydia psittaci, também a partir da detecgdo molecular.

Atualmente, a Reacdo em cadeia da Polimerase, convencional ou em tempo
real, sdo considerados métodos mais indicados para o diagnéstico de infecgdes por
C. psittaci e BFDV devido a sua sensibilidade e especificidade em comparagao com

outras técnicas diagndsticas.

Foi encontrada a coinfecgdo, por C. psittaci e BFDV, tanto nos Psitacideos

quanto nas aves do género Ramphastos.

Houve uma melhor detecgao de clamidia, com significancia estatistica, a partir

de amostras de sangue.

Os valores encontrados superam os valores comumente descritos na literatura.
Embora os Psitaciformes sejam a principal ordem associada ao BFDV e C. psittaci, os
Ramphastidae, podem ter importancia na ecoepidemiologia desses patdgenos.
Portanto, futuras investigagbes sobre a presengca de BFDV e C. psittaci em
Ramphastidae sdo necessarias para determinar a relevancia da forma clinica da

doenga neste grupo.

Sabendo da importdncia da presenca desses patdgenos nos espécimes
analisados e considerando que apesar de estarem sobre a tutela do estado, algumas
dessas aves teriam condi¢des de serem reintroduzidas no ambiente, se faz necessario
a identificagdo de patdégenos a fim de coibir a soltura de animais que possam oferecer

riscos ao meio ambiente.
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RESUMO

A doenca do bico e das penas dos psitacideos (PBFD). cansada pelo virus da doenca do
bico e das pemas (BFDV) e a Chlomydia psiftaci (C. psiftaci), sio atmbuidas
principalmente aos psitacideos. A descnicio desses agentes em Romphastidae € rara e,
consequentemente, esses agentes ndo sdo comumente avaliades. O tucano-toco
(Ramphastos toco) é uma espécie da ordem dos Piciformes encontrada em vanos paises
da Ameénica do Sul. Este é o primetro relato de BFD'V, a partir de amostras de sanpue e
swah, em Tucanos Toco (Ramphastos foco) de vida livre no Brasil. A presenca de BFDV
e a co-infeccio com C. psiffaci em Tucanos Toco (Ramphastes toco) de vida livre, no
entanto, também pode representar uma ameaga de doenca para outras espécies. Mais
estudos s80 necessanios para determinar a distribuicdo e o mmpacto da infecciio por BEDV
em Tucanos Toco (Ramphasies foce) de vida livre no Brasil. Além disso, destaca-se a
mmportincia do monitoramento de patégenos em aves silvestres para a conservagio da
vida selvagem.

Palavras-chave: Ramphastidas, Circovirus, Chlamydia, vida livre.

ABSTRACT

Psittacine Beak and Feather Disease (FBFD), caused by the Beak and Feather Dizease
Virmus (BFDV) and Chlamydia psittaci (C. psittact), are primarily attributed to psittacines.
The description of these agents in Ramphastidae is rare and, consequently, these agents
are not commonly evaluated. The Toco Toucan (Ramphasios foco) 1s a species of the
Piciformes order found in vanous countries m South America Thas is the first report of
BEDV. from blood and swab samples, in free-living Toco Toucans (Ramphastoes toco)
Brazil The presence of BFDV and co-mfection with C. psittaci m free-living Toco
Touwcans (Ramphastos foce), however, may pose a disease threat to other species as well.
Further work 15 needed to determine the distnbution and mmpact of BFDV infection in
free-living Toco Toucans (Ramphastos foco) in Brazil Additionally, the importance of
momnitoring pathogens i wild birds for wildlife conservation is highlighted.

Kevwords: Ramphastidae, Circovirus, Chlamydia, free-living.

1INTRODUCAO

O tucano-toco (Ramphastos foco) € a maior espécie de tucano (Dishich. 2014),
pertencente a familia Ramphastidae, ordem Piciformes e género Ramphasios. Essas aves
sdo enconfradas mas regides Neotropicais, incluindo paises como Brasil, Argentina
Paraguai, Urugual, Pema, Bolivia, Sunname e Guiana, e sdo classificadas como Menos
Preccupantes na Lista Vermelha da TUCH (IUCH, 2016); no entanto, pouco se sabe sobre
ameagas sanitarias a esta espécie.
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O virus da doenca do bico e das penas (BFDV) € um DNA virus ndo zoondtico da
familia Circoviridae que afeta principalmente a ordem Psiftacidae e € extremamente
importante para a conservagdo da vida selvagem devido & morbidade e mortalidade que
causa (Martens et al. 2020; 5. Raidal et al.. 2015). Como outros virus da familia
Circoviridae, o BEDV contém DNA de fita simples (ssDNA) (Nath et al., 2021). Uma
grande vaniedade de oufras aves além dos psitacidecs sdo suscetiveis & infecgio por
transbordamento esporadico (spill-over) (Amery-Gale et al., 2017).

A Chlamydia psitiaci (C. psittaci), responsavel por cansar a clamidiose, pertence
a familia Chlamydiaceae. Infecta aves domésticas e silvesires. nativas e exdticas, sendo
o5 psitacideos os prncipais hospedeiros (Gnmes & Wymck, 1991; Silva, 2013). C
psittaci fol encontrado em 30 ordens com mais de 500 espécies de aves domésticas, de
companhia, selvagens e de vida livre (Kaleta & Taday, 2003; Enittler & Sachse, 2013).
O objetivo deste trabalho € descrever a ocoméncia desses patogenos em tucanos-toco de
vida lvre. ufilizando técnicas de diapndstico molecular para contrbuir com o
entendimento da distribuicio da doenca no ambiente.

2 METODOS

Seis tacanos foram recolhidos em janeiro de 2020 no estado do Mato Grosso.
provementes de apreenstes pela Secretaria Estadual do Meio Ambiente (SEMA-MT).
Esses anmmais foram mantidos em wm recinto de reabilitagio, recebendo dgua e ragio
(frutas e ragio granulada) até que estivessem pronfos para serem reintroduzides no
ambiente. Os animais foram mantidos neste recinto por menos de cinco dias e, portanto,
foram considerados de vida livre.

Para coleta de amostra, a ave foi contida de acordo com a semiologia da espécie
{Morishita, 2019). O DNA for extraido do sangue e de um pool de amostraz de cada
amimal (swabs de orofaninge e cloacal) usando um kit comercial de acordo com as
especificagbes do fabricante (GenEluteTM, Sigma Aldrch, S5t Lows, MO 63103)
modificado com a adigio de uma solugdo ligante (guanidina 2 M em etanol 96%).

Para o diagnostico do vims da doenga do bico e das penas, as amostras foram
testadas quanto & presenca do genoma viral. A reacdo em cadeia da polimerase em tempo
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real (qPCR) foi realizada para amplificar um fragmento de 202 pb da regifio que codifica
a proteina C1 do capsideo usando os seguintes pares de iniciadores: 5-CGG TGC CAG
AAA ATG GTA TGT TAG-3; e 5-GAA GCT GAA GCC AAT GCC GTA-3' (Rane et
al., 2004). A qPCR foi realizada em tm instrumento BioRad.

A detecciio de C. psittaci por PCR foi realizada usando os primers 5'-CGA AGA
CAC TCC TCA AAG CC-3' e 5-CCT TCC CAC ATA GTG CCA TC-3' (Hewinson et
al, 1997).

A coleta de material biolégico foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade ICMBio (SISBIO n° 74214-1) e aprovada pelo Comité de Efica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso/CEUA/UFMT
(23108 053296/2020-11).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, detectamos a presenca de BFDV em todos os § animais avaliados,
em 10{%% (6/6) das amostras de swab e 83,33% (5/6) das amostras de sangue por gPCE,
relatando a primeira deteccio de BFDV em tucano-toco (Ramiphastos fece) na regido
centro-peste do Brasil. Foi observada wma incidéncia relativamente alta de animais
nfectados com BEDV quando comparada com a ocoméncia em outras espécies (Arailjo
etal , 2015; Morales et al., 2021).

Com base na detecgio molecular de C. psitfaci, as amostras de todos os individuos
foram comsideradas positivas, sendo 100% (6/6) dos swabs e 83,33% (5/6) das amostras
de sangne positivas. Resultados positives foram observados para mais de um tipe de
amostra biologica (Tabela 1).

Embora a ocorréncia da doenga nos animais nio tenha sido avabada clinicamente,
a detecgio do BFDV sugere o status de portador nos mdividuos. Os resultados deste
estudo contmbuem para a documentacdc de um agente mfeccioso da familia
Ramphastidae, tanto pelo relato médito de BFDV quanto pelos altos valores encontrados
para C. psitfaci em fungio dos escassos registros (Raso et al, 2012).

A ocoméncia de BFDV em espécies ndo psitacideos pode estar relacionada a
ectoparasitas, como fomites ou vetores de transmissSo, principalmente para espécies que
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se alimentam de insetos (Sarker et al, 2015). O habito alimentar de Ramphastidae
(Comnelissen & Ritchie, 1904). que consomem ovos, nio pode ser descartado, pois a
presenca de BFDV ji foi identificada em ninhos na natureza (Latimer et al., 1991; Peters
etal, 2014; 5. P Raidal & Peters, 2018).

Embora os Psittaciformes sejam a poncipal ordem associada a BFDV e C. psiffaci,
nosso estudo indica que outra espécie aviana, como Ramphasiidoe, pode ser importante
na ecoepidemiologa desses patogenos. Portanto, mvestigagtes firharas sobre a presenca
de BFDV e C. psifiaci em Ramphasfidoe sdo necessanas para determinar a relevincia da
forma clinica da doenga neste grupo.

Tsbelz 1. Resultados da detecio de PCR para o vines da doenca do bico e das penas (BFDV) &
Chilampdia paintact (O petitect) em Tocano-toco (Ramphastes toce) de vida bvre.
A BFDWV i

de vida Swab Saneme Swab Sangue
1 Ramphastos toco + z * 3
2 Ramphasios toce + + S ¥
3 Ramphasios toce % + + + =
4 Romphasto: teco 8 + + + +
5 Remphastos oco © + + + +
13 Ramphasios toco + + + +
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ABSTRACT: The extinction rate and threat to wild animals have advanced considerably owing to their
exploitation for various purposes that contribute to a significant number of financial resources, cover
a wide portion of vertebrates, and provide conditions that favor pathogen dispersion. Most emerging
infectious diseases are zoonotic and often originate in wildlife, causing harm to various aspects of
human and animal lives. The beak and feather disease virus (BFDV) is not zoonotic but poses an
extreme threat to conserving wildlife due to the morbidity and mortality that it causes, mainly
affecting the order Psittacidae. Chlamydia, mainly the bacterium C. psittaci, can infect more than 130
species of birds and mammals, including humans (the infectious disease is called psittacosis). With
tropism for the lungs, air sacs, and mesentery, psittacosis causes respiratory distress, abnormal
excretion, lethargy, hyperthermia, and nasal and ocular discharge. This disease is zoonotic despite its
significant economic impact on poultry farms. This study evaluated the presence of pathogens, one
of which has zoonotic potential in a Wild Animal Screening Center (CETAS) in Mato Grosso, which is
responsible for receiving animals from the Amazon, Pantanal, and Cerrado regions of Brazil. This
study also evaluated the health risks that the pathogens cause in wild animals. Two wild bird species
were sampled scarlet macaw (Ara macao) and Blue-and-yellow macaw (Ara ararauna), and blood
and cloacal swab samples were obtained from all birds (n=56). All Scarlet macaw swab samples
tested positive, for Blue-and-yellow macaw (28 samples tested positive for BFDV and 17 samples
tested positive for Chlamydia sp.). Contrastingly, 25 blood samples tested positive for BFDV, and 36
tested positive for Chlamydia sp. Thus, in BFDV and Chlamydia sp. are highly prevalent in captive in

the state of Mato Grosso, with blood samples highly sensitive to Chlamydia sp.

Key words: Beak and feather disease virus, Chlamydia sp., Circovirus, Molecular detection, Piciformes.
INTRODUCTION
Wild animals are under constant anthropogenic pressure, and their extinction rate can be up
to 1,000 times higher than the historical average (TRAVIS, WATSON, et al., 2011). The market value
of overexploitation is estimated at 20 billion dollars/year (OGDEN, LINACRE, 2015) and involves up to

65% and 55% of all terrestrial vertebrates and of birds, respectively (SCHEFFERS, OLIVEIRA, et al.,
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2019). This intense flow of animals provides conditions for bioinvasion, pathogen dispersal, and

overexploitation of fauna biodiversity, leading to vulnerability of the entire population.

More than 60% of emerging infectious diseases are zoonotic, and more than 70% of these
zoonoses originate from wildlife (JONES, PATEL, et al., 2008). In addition to the clear danger of
extinction of the entire animal population, these diseases have a significant impact on public health
and the economies of countries. In this context, the multidisciplinary One Health approach
recommended by the World Health Organization is the most efficient way to structure public health

for diseases with zoonotic characteristics (SLEEMAN, DELIBERTO, et al., 2017).

Beak and feather disease virus (BFDV) is a DNA virus of the Circoviridae family that mainly
affects the order Psittacidae and is not zoonotic but is extremely important for wildlife conservation
due to the morbidity and mortality that it causes. (MARTENS, STOKES, et al., 2020b, RAIDAL, SR,
SARKER, et al., 2015). First described in the early 1970s in Australia (REFRESHER COURSE ON AVIARY
AND CAGE BIRDS (1981: TARONGA PARK ZOO) UNIVERSITY OF SYDNEY. POST-GRADUATE
COMMITTEE IN VETERINARY SCIENCE., 1981), it infects all psittacine species (FOGELL, MARTIN, et al.,
2016) directly (host-to-host) (RAIDAL, SR, SARKER, et al., 2015) and indirectly (host-environment-
host) (MARTENS, STOKES, et al., 2020a), in addition to it affecting other birds (AMERY-GALE,

MARENDA, et al., 2017).

Circovirus is an ssDNA virus of the Circoviridae family, among the smallest and simplest
known viruses, with tropism for the cellular epithelium of various tissues, especially the skin and
gastrointestinal mucosa (NATH, DAS, et al., 2021). Despite acute occurrences being more common,
chronic presentation also occurs (with progressive feather loss and beak deformation), and some
symptoms can be found in both clinical courses (dystrophy and irreversible loss of feathers,
spreading symmetrically throughout the body, and severe immunosuppression, resulting in lethal

secondary infections) (MCORIST, BLACK, et al., 1984, RAIDAL, SR, SARKER, et al., 2015).
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In the order Chlamydiales, many genera may infect birds, and Chlamydia psittaci (C. psittaci)
is an obligate intracellular bacterium that can infect >130 species of birds, with parrots being the
most affected (VAN BUUREN, DORRESTEIN, et al., 1994). With tropism for the lungs, air sacs, and
mesentery, psittacosis causes respiratory distress, abnormal excretion, lethargy, hyperthermia, nasal
and ocular discharges, weight loss, and reduced egg production (KNITTLER, BERNDT, et al., 2014).
Despite its significant economic impact on poultry farms, this disease is zoonotic (KNITTLER, BERNDT,

etal., 2014).

The aim of this study was to evaluate the presence of pathogens, one of which has zoonotic
potential, with sanitary risk for wild animals, in a Wild Animal Screening Center (CETAS) in Mato
Grosso, which is responsible for receiving animals from the Amazon, Pantanal, and Cerrado regions

of Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Collection of biological samples

A total of 56 animals were collected from two species: Scarlet macaw (Ara macao, n=2), blue-
and-yellow macaw (Ara ararauna, n=54), and seizures from the environmental state control
secretary (SEMA-MT). These animals provisionally lived in the rehabilitation enclosures until they
were ready to be reintroduced into the environment. They were regularly fed with water and a

balanced diet (various fruits and granulated feed).

Animals that were kept in these pens for more 5 days were considered captive, for the
purpose of infection assessment. This study was authorized by the Environmental Agency (SISBIO n°

74214-1) and the Ethics Committee for Animal Use (23108.053296/2020-11).

Whole blood was collected by venipuncture (jugular, ulnar cutaneous, or medial metatarsal

access) up to a maximum of 1% of the total weight of the bird (MORISHITA, 2019). Oropharyngeal
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and cloacal swabs were collected from each animal in triplicate. All birds had individual identification
devices (stainless steel rings attached to the left metatarsal) to distinguish them and avoid duplicate
collections. Blood samples were refrigerated once collected (6—10°C), and swabs were kept at room

temperature until they were stored at -80°C.

Hematological analysis

Thirty-six of 62 blood analyses were carried out by microcentrifugation at 14,000 x g for 5
min for quantitative and qualitative evaluations of the cells (THRALL, WEISER, et al., 2012). The other
animals exhibited strong hemolysis after centrifugation, and it was impossible to evaluate the

hematological parameters.

DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) assay

DNA was extracted from the individual pool of triplicate swabs (from the oropharynx and
cloaca) using a commercial kit according to the manufacturer's specifications (GenElute™, Sigma

Aldrich, St. Louis, MO 63103) with an added binding solution (2 M guanidine in 96% ethanol).

PCR was performed as previously described (HEWINSON, GRIFFITHS, et al., 1997, RAUE, JOHNE, et
al., 2004). The Chlamydia and BFDV primers were designed to amplify a 264 bp product and a 202 bp

product, respectively.

Statistical analysis

A descriptive analysis was performed using the results obtained from RT-PCR, and the results
were compared with the origin and species. Additionally, statistical significance was verified with a

95% confidence interval by applying a two-tailed Z-test (ASSIS, SOUSA, et al., 2020, SERGEANT, 2018).

RESULTS
Of the 56 animals, 45 (80,35%) tested positive for at least one pathogen (Table 1). Overall,

Circovirus and Chlamydia sp. were detected in 64,28% (36/62) and 73,21% of the animals,
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respectively. Co-infections were detected in 33 animals (58,92%). The proportion of infections in

different species is depicted in Table 2.

Different collection sites showed variable positivity. The swabs collected from 12 animals
tested positive for BFDV, but the blood samples tested negative for BFDV. Contrastingly, the blood
samples from six animals tested positive for BFDV but the swabs tested negative for BFDV. For BFDV,
no differences were observed in the swab or blood samples (p=0.34); however, the blood samples

had higher positivity for Chlamydia sp. than the swab samples (p=0.0013).

In the complete blood count (CBC) analysis of blue-and-yellow macaws, we only found
anemia in five of 36 (13.8%) evaluated animals but leukopenia was observed in 16 (44.44%) of them.
Lymphopenia and monocytosis were observed in 13 (36.11%) and 3 (8.33%) animals, respectively.
Among the animals with leukopenia due to low lymphocyte levels, 10 (27.77%) tested positive for
Chlamydia sp. (blood samples). Concomitant Circovirus blood infection was also detected in six of
them; however, both pathogens were detected in ten animals (50%) with no alternation in

hematological analysis (Table 3).

DISCUSSION
Knowing the health of wildlife is a fundamental part of preventing the emergence of new
diseases because they are the axis of the possibilities of transmission to domestic animals and
humans (CUNNINGHAM, DASZAK, et al., 2017). Transmission across species and spillover to humans
make a One Health approach urgent and hence are not forgiving in ecological and environmental

aspects (CUNNINGHAM, DASZAK, et al., 2017).

In this study, BFDV caused a major conservation concern as it can infect Psittaciformes

(FOGELL, MARTIN, et al., 2018) that are widely threatened with extinction worldwide according to
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the IUNC RED LIST 2004. Infection in wild Psittaciformes species, as observed in our study, has been

previously described.

Prevalence studies have focused only on captive populations with relatively few published

studies on free-living populations as described in Australia (FOGELL, MARTIN, et al., 2016).

The results for Chlamydia sp. infection vary according to the presence of clinical disease, and
diagnostic tests using DNA amplification reflect the carrier status of the animal (KALETA, TADAY,
2003). Furthermore, C. psittaci was detected in forty-one (73.21%) Psittaciformes individuals. The
values found in this study are higher than those in other studies (CARLOS, LUYO, 2018, RASO,
FERREIRA, et al., 2012) that have also used molecular techniques and are similar to the results
obtained using other diagnostic techniques. Blood samples are more sensitive to detection than
swabs, which highlights the importance of testing different samples (DE FREITAS RASO, SEIXAS, et al.,

2006).

Among the alterations found in this study, we verified the occurrence of lymphocytosis and
frequent monocytosis (ONO, 2009). Nonetheless, hematological analysis in Psittaciformes that
results in a positive test for chlamydiosis is scant. Furthermore, BFDV affects the bone marrow and
causes severe depression in heterophil count and occasionally causes anemia and general
leukopenia. When infected, adult birds show less obvious clinical signs. However, as the disease

progresses, the bird becomes ill even with other concomitant infections (HARCOURT-BROWN, 2009).

Wildlife reception centers (CETAS) are places where wildlife is taken by the Brazilian
government for treatment and determining subsequent destination (release or referral to other
wildlife organizations). These centers received over 70,000 animals in 2018 alone (CHARITY,
FERREIRA, 2020), and birds comprise the widest range of animals received at CETAS most of which
are threatened with extinction (CHARITY, FERREIRA, 2020). Wildlife tracking and rehabilitation
centers are a fundamental part of the Brazilian state’s wildlife protection as they are places where

animals that have experienced trafficking, seizures, and voluntary surrenders are assigned until they
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are finally allocated (released in their natural habitats or to wildlife companies). However, the
conditions under which these animals arrive at the centers are extremely unhealthy that may

compromise the entire work of rehabilitating and releasing animals (MATIAS, PEREIRA, et al., 2016).

In these facilities, the professionals who have come in contact with animals and the
biosecurity conditions must be informed of the zoonotic potential of viral or bacterial pathogens

(NASPHV, 2017).
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Table 1. Detection BFDV and Chlamydia sp. by PCR in blood and swab samples from the scarlet

macaw (Ara macao) and Blue-and-yellow-macaw (Ara ararauna) at the Wild Animal Screening Center

(CETAS) in Mato Grosso, Brazil year 2020

Animal i Living BFDV Chlamydia sp.
id. Specie condition  Swab Blood Swab  Blood
7 Ara macao Captivity + + + +
8 Ara macao Captivity + + + +
9 Ara ararauna Captivity + + + +
10 Ara ararauna Captivity + + + +
11 Ara ararauna Captivity + + + +
12 Ara ararauna Captivity + + + +
13 Ara ararauna Captivity + + + +
14 Ara ararauna Captivity + + + +
15 Ara ararauna Captivity + + + +
16 Ara ararauna Captivity + + + +
17 Ara ararauna Captivity + + + +
18 Ara ararauna Captivity + - + -
19 Ara ararauna Captivity - - - -
20 Ara ararauna Captivity - - - -
21 Ara ararauna Captivity - - - -
22 Ara ararauna Captivity - - - +
23 Ara ararauna Captivity - - - +
24 Ara ararauna Captivity + - + -
25 Ara ararauna Captivity + - + -
26 Ara ararauna Captivity + - + +
27 Ara ararauna Captivity - - - -
28 Ara ararauna Captivity - + - +
29 Ara ararauna Captivity - - - -
30 Ara ararauna Captivity - - - -
31 Ara ararauna Captivity - - - +
32 Ara ararauna Captivity - - - -
33 Ara ararauna Captivity - + - +
34 Ara ararauna Captivity - - - -
35 Ara ararauna Captivity - - - -
36 Ara ararauna Captivity - + - +
37 Ara ararauna Captivity - - - +
38 Ara ararauna Captivity + - - +
39 Ara ararauna Captivity - - - -
40 Ara ararauna Captivity + + - +
41 Ara ararauna Captivity + + - -
42 Ara ararauna Captivity - - - +
43 Ara ararauna Captivity - - - -
44 Ara ararauna Captivity - - - +
45 Ara ararauna Captivity + - + -
46 Ara ararauna Captivity + - + -
47 Ara ararauna Captivity + + + +
48 Ara ararauna Captivity + + - +
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna
Ara ararauna

Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity
Captivity

o+ o+t

+ + o+

+ + o+

Lo+ o+ + o+ o+

o+ + + o+
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Table 2. Proportion of Scarlet macaw (Ara macao) and Blue-and-yellow-macaw (Ara ararauna) that

tested positive per total animals investigated for each pathogen and sample type collected at the

Wild Animal Screening Center (CETAS) in Mato Grosso, Brazil.

PCR
) BFDV Chlamydia sp. Total
Species
BFDV/
Blood (%) Swab (%) Blood (%) Swab (%)
Chlamydia sp.
2/2 (100%)/ 2/2
Scarlet macaw 2/2 (100) 2/2 (100) 2/2 (100) 2/2 (100)
(100%)
Blue-and-yellow 34/54 (62,96%)/
23/54 (42.59) | 28/54(51.85) | 34/54(62.96) | 17/54(31.48)
macaw 39/54 (72.22%)
36/56 (64.28%)/
Total 25/56 (44.64) | 30/56 (53.57) | 36/56 (64.28) | 19/56 (33.92)
41/56 (73.21%)
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Table 3. Distribution of hematological changes and detection of pathogens in Blue-and-yellow macaw

(Ara ararauna) and detection of BFDV and Chlamydia sp. Collected at the Wild Animal Screening

Center (CETAS) in Mato Grosso, Brazil.

Blue-and-yellow

macaw (n=54)

Anemia®
Leukopenia
Lymphopenia
Monocytosis

No alteration

PCR
N (%) BFDV Chlamydia sp. Co-infection
5 1 3
16 5 12
13 6 10
3 1 2
10 4 4

2 Total red blood cells, hemoglobin, or hematocrit below the guideline values.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

DESPACHO

Processo n2 23108.053296/2020-11

Interessado: DANNY FRANCIELE DA SILVA DIAS MORAES

N
LS
‘

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO

Certificamos que o Protocolo N2 23108.053296/2020-11 sobre “AVALIACAO DO PERFIL SANITARIO
DE ARARAS E TUCANOS DO ESTADO DE MATO GROSSQ”, sob a responsabilidade do (a) Danny
Franciele da Silva Dias Moraes, esta de acordo com os Principios E cos na Experimenta¢do Animal,
adotados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdao Animal (CONCEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)-UFMT em reunido ordinaria de 31 de
julho de 2020.

We certify that the protocol 23108.053296/2020-11, entitled “AVALIACAO DO PERFIL SANITARIO DE
ARARAS E TUCANOS DO ESTADO DE MATO GROSSQ”, is in agreement with the Ethical Principles for
Animal Research established by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA). This project was approved by the institutional Commission for Ethics in the Use of Animals
(Federal University of Mato Grosso — UFMT) on 31th july.

Numero de animais experimentados: 62 aves
Number of experimented animals: 62 birds

Validade até 01/12/2020

Cuiab3-MT, 10 de agosto de 2020.
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