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RESUMO

A clamidiose aviaria € uma doencga bacteriana de grande importancia tanto para
espécies aviarias quanto para o ser humano, levantando a necessidade de
estabelecimento de diagndstico rapido e efetivo para detec¢cdo das bactérias do
género Chlamydia, causadoras da doenca. O presente trabalho objetiva descrever a
deteccao de Chlamydia sp. por meio da técnica de hibridizagao fluorescente in situ
(FISH) em cortes histolégicos de pulmao, bago e segmentos de intestino de pombos-
comuns (Columba livia), fixados em formol 10%. Amostras de 74 pombos-comuns
foram avaliados pela técnica FISH e por histopatologia convencional; A sonda utilizada
seguiu uma sequéncia de 20 bases para anelamento, correspondente ao gene
codificados das MOMP (Major Outer Membrane Protein) das bactérias do género
Chlamydia, e acrescida do fluorocromo Alexa Fluor 555®. A histopatologia evidenciou
predominantemente enterite linfohistiocitaria e/ou granulocitica, e serosite/miosite
linfohistiocitaria em 28,1% dos intestinos. Esplenite granulomatosa e linfohistiocitaria,
perivasculite, e areas multifocais de necrose, distribuidas em 78,4% das amostras de
baco avaliadas; Em pulmao foram observados quadros de pneumonia linfohistiocitaria
e/ou granulocitica, perivasculite linfohistiocitaria em 62,2%, além de hiperplasia do
tecido linféide associado aos bronquios (BALT) em 36,5%. As 74 amostras
histolégicas submetidas a técnica de FISH foram classificadas quanto a distribuicao
de sinalizagbes em focal (+), multifocal em até 25% do tecido (++), sinalizagbes entre
25 e 50% do tecido (+++), e sinalizagdes superiores em 50% do tecido avaliado
(++++). Destas, foram observadas sinalizagbes positivas em 76% dos intestinos,
sendo 39,3% com sinalizagdes +; 33,9% com sinalizacdes ++; 16% apresentaram
sinalizacbes +++, e 10,7% das amostras apresentaram sinalizagbes ++++. Ja as
amostras esplénicas, das 74 amostras, 80% foram positivas pela técnica, destas
30,5% classificadas em +; 37,3% apresentaram sinalizagdes em ++; 23,7% com
sinalizagbes distribuidas em +++, e 8,5% apresentaram sinalizagdo com distribuicdo
superior a 50% do tecido ++++. A sinalizagdo positiva foi observada em 88% das
amostras pulmonares avaliadas, sua classificacado em + foi observada em 18,5% das
amostras, seguida de 50,8% com classificacdo em ++. A classificagdo em +++ foi
observada em 18,5% das amostras e ++++ em 12,3%. De acordo com os resultados,
a FISH mostrou-se uma técnica possivel de ser utilizada para detecgao de Chlamydia
sp. em cortes histolégicos de intestino, bago e pulméo de pombos-comuns (Columba
livia).

Palavras-chave: Clamidiose Aviaria, Ornitopatologia, Zoonose, Diagndstico
Histoquimico.



ABSTRACT

The avian chlamydiosis is a bacterial disease of high relevance for avian
species as well as for humans, increasing the necessity of establishing fast and
effective diagnosis for the detection of the bacteria of the genus Chlamydia,
responsible for the diseases. The present study aims to describe the detection of
Chlamydia sp. by fluorescence in situ hybridization (FISH) in histological sections of
lung, spleen, and intestine from common pigeons (Columba livia), fixed in 10%
formalin. Samples from 74 common pigeons were evaluated by FISH and conventional
histopathology; the probe used followed a 20-base sequence for annealing,
corresponding to the gene encoding the MOMP (Major Outer Membrane Protein) of
bacteria of the gender Chlamydia, and added the Alexa Fluor 555® fluorochrome.
Histopathology showed predominantly lymphohistiocytic and/or granulocytic enteritis,
and lymphohistiocytic serositis/myositis in 28.1% of the intestines. Granulomatous and
lymphohistiocytic splenitis, perivasculitis, and multifocal areas of necrosis distributed
in 78.4% of the spleen samples evaluated; In lung, lymphohistiocytic and/or
granulocytic pneumonia, lymphohistiocytic perivasculitis 62.2%, and bronchus-
associated lymphoid tissue hyperplasia (BALT) in 36.5% were observed. The 74
histological samples submitted to the FISH technique were classified according to the
distribution of signalizations into focal (+), multifocal in less than 25% tissue (++),
signalizations between 25 and 50% of the tissues (+++), and signalizations higher than
50% of the tissues analyzed (++++). Of these, positive signalizations were observed
in 76% of the intestines, of which 39.3% showed + signals; 33.9% showed ++ signals;
16% showed +++ signals, and 10.7% of the samples showed ++++ signals. As for the
splenic samples, of the 74 samples, 80% were positive by the technique, of these,
30.5% classified as +; 37.3% showed ++ signaling; 23.7% showed signaling distributed
in +++, and 8.5% showed signaling with distribution greater than 50% of the tissue
++++. Positive signaling was observed in 88% of lung samples evaluated, its
classification in + was observed in 18.5% of samples, followed by 50.8% with
classification in ++. The classification in +++ was observed in 18.5% of the samples
and ++++ in 12.3%. According to the results, FISH proved to be a possible technique
to be used for detection of Chlamydia sp. in histological sections of intestine, spleen,
and lung of common pigeons (Columba livia).

Keywords: Avian Chlamydiosis, Ornithopathology, Zoonosis, Histochemical
Diagnosis.
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CONSIDERAGOES GERAIS
1 INTRODUGCAO

O pombo-comum (Columba livia), apresenta distribuicdo mundial e carater
sinantrdpico, na maioria das vezes, devido a sua grande capacidade de adaptagao ao
ambiente urbano, como parques e pracgas, o que ocasiona alta densidade populacional
nessas areas. Além disso, esta espécie atua como reservatorio e dispersor de
diversos patdégenos, especialmente por ser capaz de voar grandes distancias
(VAZQUEZ et al., 2010), o que desperta um grande interesse em saude publica.

Além do contato com as aves silvestres em ambientes urbanos, o ser humano
apresenta uma tendéncia crescente no interesse por pets ndo convencionais, sendo
as aves ornamentais os animais mais comumente escolhidos para essa finalidade,
principalmente por apresentarem uma grande variedade de padrdes de coloragcbes de
plumagens e cantos harmoniosos. Em decorréncia disto, ha também uma propensao
maior para a atuacdo do meédico veterinario na medicina aviaria para animais
silvestres (Dai et al., 2021).

Este contato proximo entre aves e seres humanos, seja como animais de
companhia, pela condi¢cao inerente a atividade ocupacional (médicos veterinarios,
biélogos, tratadores) ou pela presenga de aves sinantropicas em ambientes urbanos,
possibilita um maior contato com patégenos causadores de zoonoses relevantes. Em
razao disto, estudos de prevaléncia destes patégenos em populagdes aviarias tanto de
vida livre, quanto aquelas mantidas sob cuidados humanos, colaboram para tragar um
perfil sanitario das aves, e consequentemente, permitindo a vigilancia e controle
destas zoonoses.

Dentre as zoonoses de interesse na medicina aviaria esta a clamidiose aviaria,
também denominada ornitose ou psitacose, uma patologia de grande importancia

tanto para aves quanto para seres humanos.
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Chlamydia psittaci, agente etiolégico correlacionado aos casos da clamidiose
aviaria, € uma bactéria Gram-negativa intracelular obrigatdria, pertencente a familia
Chlamydiaceae, género Chlamydia que alberga 13 espécies (BACHMANN et al.,
2014). Sua transmissédo se da pela inalagdo ou ingestdo do agente presente em
secrecoes oftalmicas e respiratérias e em excretas de aves contaminadas (RASO et
al., 2010; BOREL et al., 2018).

O levantamento epidemiolégico de ornitopatologia circulantes em ambiente
urbano, como a clamidiose, € de extrema importancia tanto para populagdes humanas
quanto para a fauna nativa, e para isso faz-se necessario o emprego de técnicas
diagnésticas mais rapidas de alta sensibilidade e especificidade, como por exemplo a
hibridizacao fluorescente in situ (FISH). Usualmente o diagndstico para a clamidiose
aviaria é feito pela detecgéo direta do agente por cultivo celular ou pela Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR), ou pela deteccao indireta de anticorpos especificos
por ensaio imunoenzimatico (ELISA) (Proencga et al., 2011).

Atualmente a técnica diagndstica mais acessivel na rotina para detecgao de
Chlamydia sp. é a PCR. Entretanto esta técnica apresenta alta incidéncia de
resultados falsos negativos, uma vez que a bactéria apresenta caracteristica de
eliminacgéo intermitente pelo hospedeiro. Em virtude disso, surge a necessidade de se
empregar técnicas alternativas como a FISH, para o diagnéstico de clamidiose aviaria,
previamente demonstrado por Piccoli (2020). O presente trabalho tem como objetivo a
utilizagao da hibridizagao fluorescente in situ (FISH) para detecgdo de Chlamydia sp.
em cortes histoldgicos de baco, pulmao e intestino de pombos de vida livre e excretas
de aves silvestres.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 CLAMIDIOSE AVIARIA
2.1.1 Etiologia
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A clamidiose aviaria, também denominada ornitose ou psitacose, € uma
doenca infecciosa de grande importancia para espécies aviarias, sejam elas aves
silvestres ou domésticas.

Os agentes etioldgicos envolvidos nesta patologia sdo bactérias do género
Chlamydia, principalmente Chlamydia psittaci. Estes agentes pertencem a familia
Chlamydiaceae que €& composta por bactérias Gram-negativas, intracelulares
obrigatdrias e que apresentam ciclo de desenvolvimento bifasico (SACHSE et al.,
2015; SUKON et al., 2021; PROENCA et al., 2011; CASAGRANDE et al., 2014).

O ciclo bifasico tipico de clamidia é caracterizado por duas formas
morfolégicas distintas: corpo elementar (CE), forma extracelular, infectante e
metabolicamente inativa (0,2-0,3um) e o corpo reticular (CR), forma intracelular,
metabolicamente ativa e ndo infecciosa (0,5-1,6pm) (SACHSE et al., 2015).

Sao descritas 13 espécies de bactérias pertencentes ao género Chlamydia,
sendo elas C. trachomatis, C. pneumoniae, C. abortus, C. caviae, C. felis, C.
muridarum, C. pecorum, C. psittaci, C. suis, C. avium, C. gallinacea, C. serpentis, e C.
poikilothermis (Cheong et al., 2019). Destas, além da C. psittaci, sao reportadas
infeccdes em aves envolvendo Chlamydia gallinacea e Chlamydia avium, porém o
potencial zoondtico envolvendo essas espécies ainda é desconhecido (SACHSE et
al., 2015; BOREL et al., 2018).

Infecgdes envolvendo C. psittaci sao relatadas em mais de 470 espécies
aviarias, incluindo aves domésticas, de fauna silvestre e pets ndo convencionais,
acometendo em maiores proporgdes pombos e psitacideos (BOREL et al., 2018),
entretanto existem diferentes niveis de especificidade de hospedeiro dependendo do
sorovar encontrado.

Sao descritos oito sorovares para C. psittaci, denominados como A, B, C, D, E,
F, conhecidos por infectarem aves, e os sorotipos M56 e WC associados a infecgdes
em mamiferos (HARKINEZHAD et al., 2009). Alguns dos sorotipos aviarios
apresentam maior ocorréncia em determinadas ordens de aves, por exemplo o
sorotipo A é endémico em psitacideos e apresenta maior viruléncia, o sorotipo B é
endémico em columbiformes e comumente menos virulento, o sorotipo C esta
associado a infecgbes em anseriformes e aves aquaticas, o sorotipo D é altamente
virulento quando acomete perus, o sorotipo E é isolado em pombos e outras aves
domésticas, e o sorotipo F pode ser encontrado infectando perus e periquitos
(CHEONG et al. 2019; PROENGCA et al., 2011).
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A membrana externa das clamidias apresenta dois principais componentes
antigénicos, a major outer membrene protein (MOMP) que representa 60% do peso
da membrana e o lipopolissacarideo clamidial (LPS) que esta presente tanto no CE
quanto no CR (VANROMPAY, 2020) estes constituem os principais alvos utilizados
nas técnicas diagnosticas (PROENCA et al., 2011) e pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de vacinas (HARKINEZHAD et al. 2009).

2.1.2 Desenvolvimento, transmissao e sinais clinicos

O ciclo da Chlamydia sp. se inicia pela endocitose do CE da bactéria por
células epiteliais do hospedeiro. Apds a endocitose, o CE se organiza na periferia
celular, na regidao do complexo de Golgi mantendo-se em pequenos vacuolos e
inclusdes que impedem a fusao com lisossomos e outras organelas (HARKINEZHAD
et al., 2009).

Horas apos a internalizacao pelas células hospedeiras, o CE se expande,
passando para sua segunda fase, quando ocorre a diferenciacao para CR. Esta forma
do agente sofre fissdo binaria, obtendo a energia para sua multiplicagao e crescimento
a partir do recrutamento de mitocondrias da célula hospedeira que permeiam a
inclusdo (HARKINEZHAD et al., 2009). Apds esse processo os CR sofrem maturacao
para novos CE, que sao liberados por meio da lise da célula hospedeira, podendo
infectar células vizinhas ou progredir na eliminagéo do agente (SACHSE et al., 2015;
BOREL et al.,2018; BAYRAMOVA et al., 2018; POPPERT et al., 2002). A duragéo
deste ciclo pode variar de 24 a 78 horas (LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

Se durante a fase de replicacdo, as bactérias encontrarem condicbes de
estresse, como exposicao a certos antibidticos ou privagdo de energia e nutrientes, as
clamidias podem reduzir sua atividade metabdlica e consequentemente sua
replicacao, nessas condigdes elas sao denominadas como corpos aberrantes (CA), o
que leva a uma eliminag&o intermitente do agente, uma vez que esse mecanismo
pode ser revertido quando removidas as condigbes de estresse (PANZETTA et al.,

2018). Esta caracteristica permite que as clamidias escapem das acbes de
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antimicrobianos acarretando em hospedeiros persistentemente infectados (SUKON et
al., 2021).

FIGURA 1 - Ciclo de desenvolvimento bifasico das bactérias do género
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Fonte: O autor (2022).

Os CE sao conhecidos por sua resisténcia no ambiente extracelular, o que
permite sobreviver por longos periodos devido a rigidez do envelope celular e sua
baixa permeabilidade, principalmente quando envoltos por matéria organica presente
em excretas e secregbes eliminadas pelos hospedeiros (LONGBOTTOM &
COULTER, 2003).

Durante a infecgao natural, o periodo de excreg¢ao do agente dependera de
fatores como viruléncia do sorotipo, grau de infecgédo e condigdo imune do hospedeiro,
entretanto, a eliminacéo pode se estender por varios meses. Grandes quantidades de
C. psittaci podem ser encontradas em exsudatos respiratorios e excretas de aves
contaminadas durante longos periodos (HARKINEZHAD et al., 2009).

A transmissdo mais comum em aves ocorre principalmente pela inalagéo ou
ingestdo do agente através do contato direto com secrecdes e excregdes de aves
infectadas, ou ainda quando os filhotes sdo alimentados por meio de regurgitacéo
pelos pais no ambiente de ninho. A transmissao vertical da bactéria pelo ovo pode ser
observada em diversas espécies, o que pode servir para introdugdo e manutengao do
agente em plantéis e bandos. Além disso, a transmissdo pode ocorrer por fémites e

ectoparasitas sugadores de sangue (acaros, piolhos e mosquitos) ou ainda, em menor
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proporcao, por bicadas e feridas, sendo potencializadas no ambiente do ninho
(SACHSE et al., 2015). Carcacas de aves infectadas com C. psittaci podem levar a
transmissdo do agente através do consumo por aves predadoras ou necréfagas
(HARKINEZHAD et al., 2009). Populagbes aviarias de vida livre sao potenciais fontes
de infecgao para aves domésticas e de companhia, por isso o contato direto entre elas
deve ser evitado, bem como o contato com alimento e fomites.

Devido ao elevado teor lipidico caracteristico das bactérias Gram-negativas,
Chlamydia psittaci € sensivel a maioria dos detergentes e desinfetante. Portanto, a
adequada limpeza e desinfeccao de equipamentos e fémites sdo suficientes para
neutralizar o agente (SACHSE et al., 2015).

Os quadros clinicos observados na clamidiose aviaria irdo depender de
diferentes fatores, como o estado imunolégico e espécie do hospedeiro,
patogenicidade e sorotipo do agente, porta de entrada e ainda presencga de outras
doengas concomitantes, sendo assim observados quadros com sinais clinicos de
forma aguda, subaguda, crénica ou inaparente (LONGBOTTOM & COULTER, 2003).

Na forma inaparente ou assintomatica, as aves nao apresentam sinais
clinicos, entretanto, podem eliminar o agente de forma intermitente atuando como
disseminadores e portadores assintomaticos. Essa eliminagdo pode ser
potencializada por fatores estressantes como transporte, realojamento, déficit
nutricional e doengas concomitantes, fazendo com que os animais passem a
apresentar sinais clinicos (LONGBOTTOM & COULTER, 2003). As apresentacdes da
doenga nas formas subaguda e crénica sdo mais comuns em espécies com baixa
susceptibilidade ou quando a infeccdo ocorre por cepas de viruléncia moderada
(PROENCA et al., 2011).

Os sinais clinicos observados em aves sao, em sua maioria, inespecificos,
sendo mais comuns os sinais respiratérios, oftalmicos e digestoérios dentre eles a
coriza, blefarite e conjuntivite, descargas nasais e oculares mucopurulentas, dispneia,
diarreia e urato amarelo-esverdeadas (devido ao comprometimento hepatico). Além
disso, podem ser observados quadros de apatia, anorexia, plumagem erigada, baixo
desempenho reprodutivo com diminuicao da produgao de ovos, ou ainda quadros de
sepse e morte (HARKINEZHAD et al., 2009; BALSAMO et al., 2017; PROENCA et al.,
2011).
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2.1.3 Alteragdes anatomopatoldgicas

As alteragdes anatomopatolégicas observadas em quadros de clamidiose
aviaria sao classificadas como nao patognomédnicas. Os achados mais comumente
encontrados incluem hepatite multifocal, hepato e esplenomegalia, aerossaculite,
pericardite e celomite (SCHNEE et al., 2018).

O acometimento hepatico pode variar de alteragdes leves a hepatomegalia
acentuada com alteragdes na coloragdo, que pode apresentar-se difusamente
amarelo ou com presenga de pontos multifocais cinza-amarelos de necrose
(REAVILL; DORRESTEIN, 2018).

Os achados em quadros severos, geralmente com envolvimento de sorotipos
mais patogénicos, podem evidenciar alteragdes em sistema respiratdrio com pulmdes
com congestao difusa e espessamento de sacos aéreos com acumulo de exsudato
fibrinoso. O pericardio pode apresentar exsudato fibrinoso com espessamento e
congestdo. O baco pode apresentar-se aumentado de tamanho, de consisténcia
macia e friabilidade aumentada, coloragcdo escura associada a multiplas areas
brancas (necrose), e evidenciacao de focos de hiperplasia (SCHNEE et al., 2018;
CASAGRANDE et al., 2014; REAVILL & DORRESTEIN, 2018; VANROMPAY, 2020).

A congestao e presenca de exsudato fibrinoso depositado sobre 6rgaos e
tecidos da cavidade celomatica sdo decorrentes dos danos vasculares e resposta
inflamatéria desencadeada pela replicacdo das clamidias, principalmente em casos
severos (SCHNEE et al., 2018).

As principais lesdes histopatoldgicas sao observadas no figado, decorrentes
dos quadros de hepatite linfohistioplasmocitaria correlacionados com necrose
multifocal, hiperplasia de ductos biliares e acimulo de hemossiderina (CASAGRANDE
et al., 2014), além da presenca de necrose caseosa, caracterizada pela formagao de
granulomas de células gigantes multinucleadas. Os quadros de hepatite se devem ao
efeito direto da proliferagdo das clamidias no figado (VAN BUUREN et al., 2011).

Alteragdes microscopicas em bago sdo marcadas por plasmocitose e aumento
das células reticulares, associada a agregados multifocais de histiécitos e macrofagos,
além da formacéo de granulomas e areas multifocais de necrose (ABDUL-AZIZ et
al.,2008; ECCO et al., 2009).

O sistema respiratério € marcado por agregados de macrofagos e fibrina no
[imen de parabréonquios (CASAGRANDE et al.,, 2014). A resposta inflamatéria a

presenca das clamidias pode ser observada também em outros 6rgaos, apresentando
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quadros de enterite, miocardite, encefalite, nefrite e orquite (VAN BUUREN et al.,
2011).

Coloracbes especiais podem ser ferramentas para o diagnéstico de clamidias
em cortes histolégicos, permitindo a visualizagdo do agente tanto intra quanto
extracelularmente. Exemplos destas sdo as coloracdes especiais de Giemsa e
Gimenez modificado, entretanto, trabalhos desenvolvidos com esta técnica em
amostras histolégicas de aves infectadas demonstraram a rara visualizacdo do agente
(ECCO et al., 2009).

2.1.4 Diagnéstico

Por se tratar de um agente intracelular obrigatério, a cultura das clamidias s6
é possivel por meio do isolamento em cultivo celular em linhagens celulares Hela,
McCoy e Buffalo Green Monkey, ou pela inoculagdo em ovos embrionados. Esta
técnica é considerada padrao ouro para diagnostico de clamidiose, pois permite a
determinagdo de viabilidade das amostras coletadas, sendo confirmada pela
caracterizacao bioquimica e molecular do agente (SACHSE & HOTZEL, 2003).

No passado, o método diagnéstico utilizado para identificacdo de C. psittaci era
o isolamento bacteriano em cultivo celular, entretanto, a necessidade da alta
qualidade das amostras com o minimo de contaminacdes, o alto risco biolégico
envolvido nesta técnica, além do elevado tempo necessario para o diagndstico
levaram a substituicado por outras técnicas de detecgéo do agente que apresentassem
rapidez com alta sensibilidade e especificidade (SCHNEE et al., 2018; PROENCA et
al., 2011).

Provas soroldgicas podem sem empregadas para o diagndstico de clamidiose
aviaria, sendo passiveis de serem utilizadas as técnicas de reacao de fixagcdo de
complemento, ELISA indireto e técnicas de imunofluorescéncia indireta. A principal
vantagem da sorologia é permitir detectar os quadros de infecgbes a longo prazo.
Entretanto, o resultado positivo apenas demonstra o contato da ave com o agente,
néo evidenciando a infecgéo ativa (SCHNEE et al., 2018).

Em alternativa para o cultivo celular, os testes de deteccao direta do agente
sao empregados, principalmente por ndo necessitarem do organismo viavel em
amostras (BALSAMO et al., 2017). Uma alternativa para a detec¢do de Chlamydia sp.
€ areacado em cadeia da polimerase (PCR), que apresenta como alvos principalmente
0s genes ompA, codificador das MOMP e o gene de RNA 16S (SACHSE & HOTZEL,
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2003). O gene 23S rRNA, foi utilizado para identificacdo de agentes pertencentes a
familia Chlamydiaceae (SACHSE et al., 2009).

Protocolos utilizando nested-PCR sao descritos na literatura, além da
otimizacéo e utilizacdo de PCR em tempo real e sequenciamento, que permitem a
determinagéo de espécies e sorotipos de Chlamydia sp. envolvidos nos quadros de
investigacdo, apresentando alta sensibilidade e especificidade no diagndstico
(SACHSE; HOTZEL, 2003; SACHSE et al., 2015).

Atualmente, o diagndstico por PCR para C. psittaci € um dos unicos disponiveis
comercialmente, sendo realizado a partir de amostras de excretas, swabs de cloaca
e/ou orofaringe principalmente. Porém, o resultado falso-negativo pode ser observado
em virtude da eliminacgéao intermitente do agente, que pode ser demostrada na janela
de intervalo de coleta de amostras (PROENCA et al., 2011).

Dentre os métodos diagnésticos de clamidiose post mortem  a imuno-
histoquimica apresenta alta acuracia para detecgao do agente em cortes histolégicos
fixados em formol 10%. Esta técnica utiliza-se de anticorpos monoclonais voltados
para antigenos de superficie das bactérias, como por exemplo as MOMP e LPS, e
apresenta maior sensibilidade quando comparado as coloragbes histoquimicas
assuais ( CASAGRANDE et al.,2014; BOREL et al., 2018).

Segundo relatado por Proenga et al. (2011), no Brasil, os dados
epidemiolégicos acerca da clamidiose sao escassos, principalmente devido ao acesso
dificultado a métodos diagnésticos e auséncia de programas nacionais de controle da
enfermidade. Em consequéncia disso, torna-se evidente a necessidade de novos

estudos para desenvolvimento de técnicas efetivas para detecgédo do agente.

2.1.5 Clamidiose e Saude Publica

A clamidiose apresenta uma grande importancia em saude unica, uma vez
que apresenta um elevado potencial zoonético, sendo principalmente caracterizada
como doenga ocupacional (RASO et al., 2010).

Comumente, a doenca em humanos causada por infeccdes com Chlamydia
psittaci € denominada psitacose. Sua transmissao se da pela inalagdo do agente
presente em penas, excretas frescas ou ressecadas, ou secregdes respiratorias e
oftalmicas provenientes de aves infectadas (BALSAMO et al., 2017; VANROMPAY,
2020).
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O quadro clinico em seres humanos pode variar desde doenga inaparente até
doencas sistémicas severas caracterizada por pneumonias atipicas graves,
endocardite, miocardite, meningite, conjuntivite. A doenca tende a nao ser fatal
quando instituido o diagndstico e tratamento corretos, isso ressalta a importancia da
inclusao de diferencial de psitacose para quadros de pneumonia atipica (CADARIO et
al., 2017). A transmissao pessoa-pessoa é rara, portanto, o contato com aves deve
ser investigado (EBRAHIMI et al., 2019).

Apesar das infeccbes provenientes de animais de companhia como
psitacideos sejam as mais relatadas, € importante ressaltar o risco de psitacose
envolvendo o contato com aves de producao, pela manipulagcado de carcagas e penas
no momento do abate, além do contato com aves mantidas sob cuidados humanos
em instituicdes zooldgicas (RASO et al., 2010; VANROMPAY, 2020).

Relatos de surtos de pneumonia atipica envolvendo Chlamydia sp. em seres
humanos associados ao contato direto com aves de produgdo como galinhas, patos e
perus (LAROUCAU et al, 2014; SHAW et al, 2016), associado a quadros
investigativos da prevaléncia do agente na cadeia produtiva de aves (YIN et al., 2013)
demonstram a importancia da psitacose de maneira ocupacional nesse setor.

Nas aves, sao listadas susceptibilidades em mais de 470 espécies distribuidas
em 30 ordens, com destaque aos psitacideos e columbiformes (CHEN et al., 2021).
Dentre as espécies descritas como portadoras de C. psittaci, os pombos (Columba
livia) se destacam, com soropositividade elevada em diversos trabalhos
(HARKINEZHAD et al., 2009). Além disso, os pombos em vida livre apresentam
numerosas populagdes, principalmente em centros urbanos como pragas e parques,
podendo atuar como reservatério de transmissor da C. psittaci, entre outros agentes
(VAZQUEZ et al., 2010; LEAL et al., 2015).

Dados referentes ao impacto das infeccées por clamidia em aves silvestres
em vida-livre s&o escassos, muito provavelmente os quadros de epizootias
envolvendo C. psittaci associada a alta mortalidade sejam subestimados (BURNARD;
POLKINGHORNE, 2016), principalmente envolvendo espécies com diferentes graus
de ameacas de extingdo, como as diversas espécies de psitacideos. Isso ressalta a
necessidade de investigagado sobre o status sanitarios dessas espécies em habitat
natural no Brasil (RASO et al., 2006).

2.2 HIBRIDIZACAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH)
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A técnica de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) permite a visualizacao,
identificagdo e localizagcdo de agentes em amostras celulares ou teciduais, com
rapidez e alta sensibilidade. Esta técnica permite detectar a presenga de um
microrganismo alvo, mesmo na presenca de 106 células nao alvo. A FISH combina a
precisdo das analises moleculares com a visualizagao e identificagcdo do agente em
microscopia quando empregada em cortes histologicos, permitindo a detecgéo e
identificagdo de microrganismos diretamente no tecido, correlacionando a presenca
do patégeno com a lesdo tecidual causada (MOTER & GOBEL, 2000).

O uso da FISH permite que uma sequéncia de nucleotideos alvo seja
detectada, no interior das células, sem que haja alteragdes em sua morfologia ou
compartimentos celulares (NEVES & GUEDES, 2012). Segundo Frickmann e
colaboradores (2017), uma das principais vantagens do uso da FISH, se da pela sua
possibilidade de utilizagao em tecidos formolizados, permitindo a analise em amostras
previamente coletadas, ou que necessitem de transporte prolongado.

O principio basico da técnica é o anelamento de uma sonda, constituida por
uma sequéncia de 15 a 30 oligonucleotideos complementares a sequéncia alvo e
marcados com uma substancia fluorescente, com uma sequéncia de material genético
alvo, seguida da sua observacdo em microscopia de epifluorescéncia (NEVES;
GUEDES, 2012).

As marcagoes das sondas podem se dar de duas maneiras, direta ou indireta.
A forma mais usual é a marcacgao direta, onde um ou mais fluorocromos sao ligados
covalentemente a nas regides 5’. Para a realizacao da marcacgao pela técnica indireta
faz-se necessaria a adicdo de uma molécula de digoxigenina a sonda, que apods o
anelamento com o tecido alvo, é acrescida de anticorpos anti-digoxigenina conjugados
a um fluorocromo, e esta ligacdo antigeno anticorpo emitira coloracao em
fluorescéncia (NEVES & GUEDES, 2012).

A FISH pode ser aplicada para diferentes campos de investigagao como
descrito por Moter e Goébel (2000) que incluem sua utilizagdo para detecgéo
microbiana em amostras ambientais de agua proveniente de lagos, rios, degelo,
oceanos, e ainda subestagdes de tratamento de agua. Os autores relatam também a
sua utilizacdo na deteccédo de flora simbidtica em individuos saudaveis, podendo
diferenciar populagbes microbianas complexas em cavidade oral, trato gastrointestinal
e respiratorio.

A técnica de FISH tem sido utilizada como método diagndstico de diferentes

patdgenos na medicina veterinaria, como por exemplo Brachyspira spp. (Wilberts et
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al., 2015; Matos et al., 2021), e Legionella spp. (Whiley et al., 2011), evidenciando
sua utilizacao tanto em cortes histoldgicos formolizados quanto em amostras fecais, o
que demonstra o seu uso para deteccgao in vivo de agentes.

Dentre as vantagens para o uso da técnica, se destacam a rapidez e o baixo
custo envolvido no uso do FISH, principalmente por permitir o diagnéstico e bactérias
intracelulares obrigatorias, dispensando a necessidade de cultivo celular e de técnicas
de extragdo previamente ao uso da técnica (Moter & Gobel, 2000).

Embora os relatos na medicina veterinaria referentes a utilizagao da FISH in
Vivo sejam escassos, esta técnica ja € amplamente descrita na medicina humana para
deteccao de microrganismos gastrointestinais obtidos em amostras fecais (FRANKS
etal., 1998; WAAR et al., 2005). Este fato demostra a possibilidade do emprego desta
técnica para o diagnostico ante mortem de patdgenos a partir de amostras de
hemocultura, urina, fezes, excretas ou secrecdes associadas as vias de eliminacdes
de agentes.

Dentre as desvantagens demostradas pela técnica, assim como as demais
técnicas de investigacéo in situ, esta a necessidade de treinamento e experiéncia na
avaliagdo, o que requer uma leitura criteriosa das amostras, uma vez que nao ha
protocolos padronizados para a avaliagdo das imagens visualizadas (Prudent &
Raoult, 2019).

Dentre os trabalhos que demonstram a utilizagao da FISH, o desenvolvido por
Poppert et al. (2002) desperta maior interesse, pois evidencia o seu uso em material
de cultivo celular para detec¢do de Chlamydia spp. confirmando a sua possibilidade
de utilizagéo para bactérias do género. A partir disso, Piccoli (2020) empregou o uso
da técnica de FISH para diagndstico de Chlamydia sp. em cortes histologicos de
figado de aves silvestres, possibilitando o emprego da técnica para o diagndstico da

clamidiose aviaria.
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CAPITULO 1- USO DE HIBRIDIZAGAO FLUORESCENTE IN SITU (FISH) PARA
DETECGCAO DE Chlamydia sp. EM CORTES HISTOLOGICOS DE POMBOS
(Columba livia) DE VIDA LIVRE

Capitulo reservado para o artigo “Uso de hibridizagao fluorescente in situ (FISH)

para detecg¢ao de Chlamydia sp. em cortes histolégicos de pombos (Columba livia) de

vida livre”. Este capitulo segue as normas para publicacao da revista Avian Pathology.
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Resumo. Dentre as doengas zoondticas de importancia para saude unica, se destaca
a clamidiose. Devido ao impacto em saude publica, o uso de testes eficientes e de
rapido diagndstico sao de extrema importancia para o controle da doencga. O presente
trabalho objetiva descrever a deteccao de Chlamydia sp. por meio da técnica de
hibridizacao fluorescente in situ (FISH) em cortes histolégicos de pulmao, baco e
intestino de pombos-comuns (Columba livia), fixados em formol 10%. Amostras de 74
pombos-comuns de vida livre foram avaliados pela técnica de FISH e por
histopatologia usual. A sonda utilizada utilizou uma sequéncia de 20 bases para
anelamento, correspondente ao gene codificados das MOMP (Major Outer Membrane
Protein) das bactérias do género Chlamydia, e acrescida do fluorocromo Alexa Fluor
555®. As alteragbes histoldgicas evidenciaram em intestino enterite linfohistiocitaria
e/ou granulocitica, e serosite/miosite linfohistiocitaria em 28,1% das amostras, em

baco observou-se esplenite granulomatosa e linfohistiocitaria, perivasculite, e areas
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multifocais de necrose em 78,4% das amostras. Em pulmao foram observados
quadros de pneumonia linfohistiocitaria e/ou granulocitica, perivasculite
linfohistiocitaria 62,2%, e hiperplasia do tecido linfoide associado aos brénquios
(BALT) em 36,5%. As 74 amostras submetidas a técnica de FISH foram classificadas
quanto a distribuicdo de sinalizagées em focal (+), multifocal em até 25% do tecido
(++), sinalizagbes entre 25 e 50% dos tecidos (+++), e sinalizagdes superiores em
50% dos tecidos avaliados (++++). Destas foram observadas sinalizagbes positivas
em 76% em intestinos, sendo 39,28% com sinalizagbes em +; 33,9% sinalizagdes ++;
16,% sinalizagbes +++, e 10,7% apresentaram sinalizacoes de ++++. As amostras
esplénicas, 80% foram positivas pela técnica, destas 30,5% classificadas em +; 37,3%
sinalizacbes em ++; 23,7% com sinalizagdbes em +++, e 8,5% apresentaram
sinalizacdo em ++++. A sinalizagao positiva foi observada em 88% das amostras
pulmonares avaliadas, sua classificacdo em + foi observada em 18,5%, seguida de
50,8% com classificagdo em ++. A classificagcdo em +++ foi observada em 18,5% das
amostras e ++++ em 12,3%. O FISH mostrou-se uma técnica eficaz para detecgéo de
Chlamydia sp. em cortes histologicos de intestino, bago e pulmao de pombos-comuns
(Columba livia).
Destaques da pesquisa
e Possibilidade do uso da técnica de FISH para diagnéstico e quantificagéo
de Chlamydia sp em aves.
e Elevada positividade pela técnica de FISH: 80% em baco, 76% em
intestino e 88% em pulmao;
e Observacdo de amostras positivas no FISH associada a auséncia de
alteragdes  histopatologicas, evidenciando animais portadores

assintomaticos.
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Palavras-chave: histopatologia, ornitopatologia, clamidiose aviaria, psitacose,
saude unica, zoonose.

2.1 - INTRODUGAO

Os pombos-comuns (Columba livia) sdo aves sinantropicas de distribuicao
mundial com alta densidade populacional, principalmente em ambiente urbano, devido
a sua capacidade de adaptagdo na presenga de abrigo e alimento. Esta espécie
desperta também um interesse no que se refere a saude Unica, uma vez que se mostra
naturalmente infectado a um numero crescente de agentes (Vazquez et al. 2010). A
clamidiose é uma das doencgas listados como transmitidas por pombos, sendo
considerado o mais frequente nessa espécie (Magnino et al, 2009; Ferreira et al.,
2016).

A clamidiose aviaria, também denominada psitacose ou ornitose € uma doencga
de grande importancia na ornitopatologia, com susceptibilidade em mais de 470
espécies aviarias (Chen et al., 2021). Além disso possui uma consideravel relevancia
na saude humana por seu potencial zoonético (Miyairi et al.,2011). O agente causador
& Chlamydia psittaci, bactéria intracelular obrigatéria e Gram-negativa pertencente ao
género Chlamydia (Chen et al.,2021).

Os sinais clinicos em aves dependem de fatores como viruléncia do agente,
estresse, idade e condigdes imunologicas do hospedeiro, variando desde doenca
inaparente até quadros sintomaticos com dificuldade respiratéria, secregdes
respiratérias e oftalmicas exsudativas, conjuntivite, diarreia e urato amarelo-
esverdeado. Além disso, podem apresentar quadros inespecificos caracterizados por
apatia, anorexia, plumagem ericada e diminuicdo na produgao de ovos (Harkinezhad,
Geens & Vanrompay, 2009; Balsamo et al., 2017).

Mundialmente, tem-se o conhecimento de Columbiformes de vida livre

portadoras de Chlamydia psittaci. Este fato é evidenciado por trabalhos com
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levantamento do agente em populag¢des de pombos, como demonstrado por Magnino
et al, (2009) ao se relatar quadros em toda a Europa e na China por Ling et al, (2015).

Surtos de psitacose em humanos sao relatados mundialmente, com transmissao
por inalagdo de aerossdis de excretas e secrecdes respiratérias de aves
contaminadas, além do contato com carcagas, plumagem e visceras de animais no
momento do abate (Lagae et al., 2014). O quadro evidencia desde sinais gripais leves
como mialgia, dor de cabeca, febre alta e coriza, podendo evoluir para quadros de
pneumonia atipica e morte (Cadario et al., 2017).

O diagnéstico de Chlamydia sp. é realizado a partir de técnicas como cultivo
celular, sorologia e principalmente a deteccdo do agente por técnicas de PCR..
Entretanto o resultado de falso-negativo pode ser observado em quadros de
eliminacdo intermitente do agente, além disso a técnica muitas vezes se mostra
dificultada na deteccéo in situ dos agentes em cortes histolégicos (Proenca et al.,
2011).

O diagndstico rapido e definitivo em casos suspeitos de clamidiose sado de
grande importancia, associado ao seu potencial zoonético (Longbottom & Coulter
2003). Em virtude disso, o desenvolvimento de técnicas diagndsticas aliadas ao PCR,
que apresentem rapidez, facil desenvolvimento e alta especificidade e sensibilidade
se faz cada vez mais necessario. Uma alternativa é o uso da hibridizagao fluorescente
in situ (FISH), uma técnica molecular de alta especificidade na identificacdo de
microrganismos, tanto in vivo como in situ, dispensando a necessidade de cultivo
celular, tendo sua utilizagdo demonstrada em trabalhos anteriores na deteccédo de
Chlamydia sp. (Poppert et al., 2002; Piccoli, 2020).

O levantamento epidemioldgico de ornipatologia circulante emambiente urbano,
como a clamidiose, é de grande relevancia tanto para humanos quanto para fauna

nativa. O presente trabalho busca descrever a utilizacdo da hibridizacao fluorescente
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in situ (FISH) na deteccao de Chlamydia sp. em cortes histolégicos de baco, pulmao
e segmentos de intestino de pombos-comuns (Columba livia) de vida livre.

2.2- MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido sob aprovacdo pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais do Setor Palotina com protocolo CEUA/Palotina 24/2020.
Amostras. Foram utilizados fragmentos teciduais de bago, pulmao e segmentos
de intestino (ceco e colon) de 74 pombos-comuns (Columba livia) de vida livre, de
area urbana do municipio de Toledo, Parana, Brasil, pertencentes a colecéo biolégica
do Laboratério de Patologia Animal (LPA) da UFPR-Setor Palotina. As amostras
utilizadas foram mantidas fixadas em formaldeido 10% por um periodo superior a um
ano. O processamento histolégico se deu de maneira usual (Tolosa et al., 2003),
seguido da inclusdo em parafina e submetidas a cortes histolégicos de cinco micras
(um) utilizando-se micrétomo Leica® modelo Rm2245. Foram confeccionadas Iamina
histolégicas em duplicata, uma reservada para a coloragdao de hematoxilina e eosina
(HE) e outra para a realizacéo de FISH, estas em laminas previamente silanizadas.
Histopatologia. Apds a confecgao das laminas histoldgicas, os cortes de baco,
pulmao e intestino foram avaliados em microscoépio 6ptico e entédo classificadas de
acordo com o padrao e intensidade em leve, moderada e acentuada, e a localizagcao
classificada quanto as regidbes de parabronquios e capilares aéreos em tecido
pulmonar, e regides de mucosa, camada muscular e serosa em intestino. Buscou-se
lesdes sugestivas da presenca do agente, sendo em tecido esplénico lesdes de
necrose fibrindide com infiltrado inflamatério predominantemente de macrofagos e a
hemossiderose, em pulmbes deposicdo de fibrina com infiltrado inflamatérios
predominantemente de macréfagos no lumen de parabrénquios, e as laminas de
intestino investigadas quanto as lesdes sugestivas de enterite (Casagrande et al.,

2014; Proenca, Fagliari & Raso, 2011).
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Hibridizacao fluorescente in situ (FISH). Para a realizagdo da técnica de
FISH, utilizou-se uma sonda sintetizada (Invitrogen®) com base em trabalhos
anteriores (Hewinson et al., 1997; Ferreira, 2014), tendo como como sequéncia de
anelamento a regido relacionada ao gene ompA, codificador das MOMP (major outer
membrane protein) de Chlamydiaceae: CPF-5"GCA AGA CAC TCC TCA AAG CC-3".
A analise de especificidade das sequéncias da sonda foi realizada por alinhamento
simples local no algoritmo BLAST (NCBI), demonstrando 100% de identidade com as
bactérias do género Chlamydia. A sonda foi marcada com o fluorocromo Alexa Fluor
555 (Thermo Fisher®) e purificada pela técnica de cromatografia liquida de alta
performance (HPLC).

Os cortes histolégicos de baco, pulméo e intestino em laminas silanizadas,
foram desparafinadas em bateria dupla de xilol por 10 minutos cada e entado
reidratados durante cinco minutos em solugdes de etanol absoluto, etanol 90%, etanol
80%, etanol 70% e em agua destilada. Estas laminas foram secas em temperatura
ambiente, montadas em coverplates (Thermo Fisher, cat n°72110017, Waltham, MA,
USA) e encaixadas a uma camara de hibridizagcdo (Coverplate slide rack, Thermo
Fisher, cat n° 73310017, Waltham, MA, USA). Cada lamina foi acrescida de 80ul de
solugdo tampao hibridizadora (100 mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl, 0,1% de dodecil
sulfato de sodio) e em seguida incubadas com 100uL de solugdo contendo 2 ng de
sonda comercial, a 37°C por 16 horas.

Apés este periodo, as laminas foram entdo lavadas trés vezes com 100uL
tampao de hibridizacdo pré-aquecido a 37°C, trés vezes com 100uL solugcdo de
lavagem pré-aquecida 37°C (100 mM Tris, pH 7,2, 0,9 M NaCl) e por ultimo 100uL de
agua destilada por dois minutos. Passado esse processo, as laminas foram secas em
estufa a 45°C e em seguida foram montadas utilizando meio de montagem proprio

para microscopia de fluorescéncia a base de glicerol (PorLong Diamond Antifade
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Mountant, Thermo Fisher®). De imediato apds a montagem, realizou-se a leitura da
técnica em microscopio de fluorescéncia (Olympus, FSX 100, Japdo) aumento de 40
a 60 vezes, buscando as sinalizagdes fluorescentes com emisséo de cor laranja, em
filtro de excitagdo adequado para o fluorocromo (555 nm). Em caso de sinalizagbes
sugestivas, a regiado era reavaliada em filtros de excitagao inferior (450 — 550 nm),
para assim se excluir os casos de autofluorescéncia. Foram consideradas positivas,
sinalizagbes brilhantes, fortes e de formato arredondado, com tamanho de 0,3 a 2um
e que desapareciam com a troca de filtro de luz.

As amostras foram classificadas em um padrdo de cruzes, adaptado do
proposto por Terzian et al., (2007), sendo: negativo (-) na auséncia de sinalizagdes;
uma cruz (+) sinalizacao focal; duas cruzes (++) para sinalizagdo multifocais com até
25% de acometimento do tecido avaliado; trés cruzes (+++) para sinaliza¢des entre
25% e 50% do tecido avaliado, e quatro cruzes (++++) para sinalizagbes superiores a
50% do tecido. Realizou-se também a classificacdo quanto a localizacdo das
sinalizagbes, sendo em intestino distribuidas em |amina prépria, cripta intestinal e
apice das vilosidades, e em pulmao classificadas quanto as regides de parabrénquios
e capilares aéreos.

Controle positivo. Como controle positivo para a técnica de FISH foram
utilizadas amostras histolégicas de figado de Columba livia positivas para Chlamydia
sp. em PCR e FISH, conforme descrito por Piccoli (2020).

2.3 - RESULTADOS

Histopatologia. Das 74 amostras de intestino analisadas em histologia em HE,
observou-se quadros de enterite linfohistiocitaria e/ou granulocitica, e serosite/miosite
linfohistiocitaria. Essas lesdes observadas estéo evidenciadas no Quadro 1. Em 38/74
(51,3%) das amostras apresentaram algum grau das lesdes acima citadas.

Das amostras de baco, em 58/74 (78,4%) das amostras analisadas observou-

se lesdes histopatolégicas em diferentes graus. Os quadros observados foram de
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esplenite granulomatosa linfohistiocitaria e/ou granulocitica e perivasculite e/ou
vasculite lifoplasmocitaria granulocitica. Focos multifocais leves a moderados de
necrose foram observados no parénquima. Além disso, foram observadas formacoes
de granulomas circundados por células gigantes multinucleadas e por infiltrado
mononuclear (Figura 1A), conforme demonstrado no Quadro 1.

As amostras de pulmao evidenciaram infiltrado linfohistiocitario e/ou
granulocitico em regido de capilares aéreos, parabrénquios e intersticio pulmonar
(pneumonia) e presenga de material necrético circundado por macréfagos
(granuloma) (Figura 1B). Além disso, foi possivel observar quadros de perivasculite
linfohistiocitaria em 46/74 (62,2%) das amostras e hiperplasia do tecido linfoide
associado aos bronquios (BALT) em 27/74 (36,5%). (Quadro 1).

Hibridizagao fluorescente in situ. Das 74 amostras de intestino analisadas
pela técnica de FISH, foram observadas sinaliza¢ées positivas em 56 (76%). A maior
porcentagem dos cortes histologicos (39,3%) apresentou sinalizagdes de +, seguida
pela distribuicdo em ++ (33,9%). Em 9/56 (16,%) das amostras, foram observadas
sinalizagbes em +++, e sinalizagdes ++++ foram observadas em 6/56 (10,7%) das
amostras.

No baco, das amostras avaliadas 80% (59/74) foram positivas para Chlamydia
sp., no parénquima esplénico. Das 59 laminas positivas, 30,5% (18/59) foram
classificadas em +; 37,3% (22/59) foram classificadas com ++; Em 23,7% (14/59) das
amostras foram observadas sinalizagbes em +++ e 8,5% (5/59) apresentaram
sinalizacdo em ++++,

Ja das 74 amostras pulmonares, 65/74 (88%) destas apresentaram
positividade pela técnica, sendo 18,5% (12/65) com sinalizagdo em +; sinalizagcdes em
++ foram observadas em 50,8% (33/65); 18,5% (12/65) apresentaram sinalizagbes em

+++ e 12,3% (8/65) apresentaram sinalizacdo em ++++. Dentre os positivos, 54/65
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(83%) localizavam-se somente em capilares aéreos e 11/65 (17%) em capilares
aéreos e parabronquios. A intensidade de lesdes em intestino, bago e pulmao pode
ser observada no Quadro 2.

Além disso, dos individuos avaliados 60,8% (45/74) apresentaram
sinalizagbes positivas nos trés érgaos, em diferentes classificacbes de intensidade e
distribuigao.

2.4 - DISCUSSAO

Em virtude da significancia clinica da clamidiose aviaria, esforcos para
estabelecimento de técnicas diagnosticas efetivas ainda sdo necessarios. Os
resultados da técnica de FISH utilizada no presente trabalho demonstram a
aplicabilidade da técnica para diagnéstico de Chlamydia sp. em cortes de bago,
pulméo e intestino de aves, compativeis com os resultados demonstrados por Piccoli
(2020), que primeiramente utilizou a técnica em espécies aviarias.

A elevada positividade apresentada neste trabalho, 80% em baco, 76% em
intestino e 88% em pulmao, sao similares aos observados por Piccoli (2020), de 67%
de positividade ao empregar a mesma técnica de FISH em amostras hepaticas.
Entretanto, o presente trabalho apresenta positividade relativamente alta quando
comparado com as investigagdes por técnica de PCR em excretas de pombos de vida
livre realizadas por Leal et al (2015) e Burt et al (2018), que apresentaram positividade
de 11,7% e 33,3% respectivamente, isto pode ser justificado pelo fato de ambos os
trabalhos apresentarem como metodologia a investigacdo ativa em animais
assintomaticos, e ainda a obtencdo de amostras unicas de excretas, n&o atingindo a
janela de eliminacdo intermitente do agente ou portadores assintomaticos,
evidenciado neste trabalho pela observacgao de sinalizagdes positivas sem a presenca
de leséo tecidual associada.

O fendbmeno de autofluorescéncia foi observado em todos os tecidos deste

trabalho, confirmando ao relatado por Moter e Gdébel (2000), que correlaciona esse
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fendbmeno a células sanguineas e tecidos ricos cem elastina e colageno. Entretanto
as sinalizagdes positivas foram facilmente diferenciadas da autofluorescéncia gerada,
por meio da reavaliagcao da regido em filtro de excitagdo com intensidade inferior, o
que permite que amostras positivas em filtro adequado, cessem sua emissao de luz.

A disseminacdo sistémica da Chlamydia sp. apdés a infecgdo oral é
demonstrada pela positividade alta em érgaos de diferentes sistemas, principalmente
baco, figado, pulmao e intestino, esse em sua maior proporcdo em segmentos de
ceco. Isso péde ser evidenciado por Thierry et al. (2016) em avaliacao histologica e
imuno-histoquimica destes tecidos apds a inoculagdo do agente em patos. Isto pode
justificar a elevada positividade simultdnea (60%) nos trés o6rgaos avaliados no
presente trabalho.

Ainda pode-se correlacionar a alta positividade pela técnica de FISH em
pulmao e intestinos com o fato de estes serem os principais epitélios de eliminagao
do agente, assim como pode ser observado por Ornelas-Eusebio et al (2016) pela
identificagcdo de C. psittaci por nested-PCR em suabes cloacais (75%) e de coanas
(50%) de aves envolvidas em surto de mortalidade de psitacideos ameacados de
extingdo. Estas vias de eliminagao também podem ser comprovadas pela investigacéo
de diagndstico in vivo como demonstrado por Raso et al (2006) e Leal et al (2015) e
Kabeya et al (2015).

Apesar da elevada positividade pela técnica de FISH em intestino, somente
52% (29/56) apresentaram consecutivamente lesdes intestinais na histologia, isso se
deve fato de as clamidias estarem bem adaptadas ao trato gastrointestinal pois estao
presentes nesse sistema em praticamente todos os hospedeiros naturais, onde
podem persistir por um longo periodo sem qualquer inflamagao ou patologia evidente

(Thierry et al., 2016).

42



Ou seja, a auséncia de lesbes histopatoldgicas pode ser associada aos
quadros de infecgdes assintomaticas, caracteristica observada também em bacgo e
pulmao. Esse fato ressalta a eficiéncia da técnica de FISH, que permite ndo s6 a
identificagdo portadores, mas também animais doentes, uma vez que podemos
detectar a presenga do agente espacialmente no tecido, e correlacionar este com as
lesdes histologicas observadas.

Apesar da alta incidéncia de lesbes histologicas sugestivas, elas sao
classificadas como nao especificas, podendo ser observadas em diversos processos
patoldégicos, ndo sendo recomendadas como método diagnostico para C. psittaci
quando usadas isoladamente. No presente trabalho isso foi evidenciado pela
presenca de lesdes histolégicas em pulméo, bago e intestino, acompanhadas da
auséncia de sinalizagbes na técnica de FISH.

A utilizacdo de FISH é uma alternativa de diagndstico util na deteccao e
identificacdo de bactérias de crescimento lento ou de cultura dificil, possivel de ser
utiizada em muitos agentes como Helicobacter pylori (Rissmann et al., 2001),
Legionella sp. (Whiley et al., 2011) e Brachyspira sp. (Wilberts et al., 2015; Matos et
al., 2021).

A principal vantagem da técnica de FISH é a possibilidade de se associar os
resultados positivos espacialmente no tecido avaliado, e assim sua relatividade com
as lesbes observadas tanto macro quanto microscopicamente, permitindo identificar,
quantificar e determinar localizagcado dos agentes nos tecidos (Moter & Gobel, 2000;
Poppert et al., 2002). Além disso, a técnica apresenta-se mais rapida para deteccao
direta do agente quando comparada ao cultivo celular e dispensa processos de
extragdo prévio quando comparada ao PCR (Frickmann et al.,2017; Moter & Gobel,

2000).
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Ao se comparar a técnica de FISH com as avaliagbes imuno-histoquimicas,
Neves & Guedes (2012) ressaltam que o FISH apresenta maior vantagem pela maior
sensibilidade especificidade, além da maior facilidade para se sintetizar sondas
especificas do que na aquisicao de anticorpos monoclonais e policlonais, além do fato
que a intensidade marcacao imuno-histoquimica por ser afetada pelo tempo de
fixagdo da amostra em formol.

O presente trabalho evidenciou a presenca de pombos-comuns, provenientes
de area urbana com elevada circulagdo de pessoas, com alta positividade para
Chlamydia sp., ressaltando a importancia desse patégeno no que se refere a saude
Unica, uma vez que os resultados observados evidenciam a circulacdo do agente em
ambiente urbano tendo os Columbiformes como dispersores. Leal e colaboradores
(2015) evidenciam também a importancia da atuagcado dos pombos na disseminagao
do agente para outras aves silvestres, ao se verificar pombos infectados por
Chlamydia sp. em zooldgicos e um centro de triagem de animais silvestres (CETAS),
representando importancia para conservagao de espécies ameagadas.

A utilizacao da hibridizacao fluorescente in situ para diagnostico de Chlamydia
sp. se mostrou uma técnica possivel de ser empregada em cortes histolégicos de
baco, pulmao e intestino de pombos-comuns, evidenciando sua aplicabilidade no
diagnostico rotineiro deste agente em amostras in situ.
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Tabela 1 — Distribuigéo e intensidade de leséo histolégicas em amostras de bago, pulméo e intestino
de Columba livia, coradas em hematoxilina e eosina.

o ) INTENSIDADE

ORGAO LESAO LEVE MODERADA ACEXITUAD TOTAL

Esplenite 25/53 (47,2%) 27/53 (50,9%) 1/53 (1,9%) 53

BAGO Perivasculite 8/32 (25%) 24/32 (75%) 0 32

Vasculite 8/29 (27,6%) 21/29 (72,4%) 0 29

Necrose 17/19 (89,5%) 2/19 (10,5%) 0 19

Enterite 26/30 (86,7%) 4/30 (13,3%) 0 30

INTESTINO Serosite 9/14 (68,3%) 5/14 (35,7%) 0 14

Miosite 3/5 (60%) 2/5 (30%) 0 5

Granuloma 717 (100%) 0 0 7

PULMAO Hiperplasia de BALT  25/27 (92,6%) 2127 (7,4%) 0 27

Pneumonia 30/32 (93,7%) 2/32 (6,2%) 0 32

Perivasculite 42/46 (91,3%) 4/46 (8,7%) 0 46

Tabela 2 — Frequéncia de sinalizagdes positivas em técnica de FISH para deteccdo de Chlamydia sp.
em baco, intestino e pulmao de Columba livia

Intensidade de

+ ++ +++ ++++ Total
sinalizagao
BACO (%) 18/59 (30,5%)  22/59 (37,3%)  14/59 (23,7%) 5/59 (8,5%) 59
INTESTINO (%) 22/56 (39,3%) 19/56 (34%) 9/56 (16%) 6/56 (10,7%) 56
PULMAO (%) 12/65 (18,5%) 33/65 (50,8%)  12/65 (18,5%) 8/65 (12,3%) 65

FIGURA 1- Fotomicrografia de alteragé@o histoléogica em amostras de pombo-comum (Columba livia).
(A) Granuloma em bago evidenciado por material necrético circundado por células gigantes
multinucleadas e infiltrado mononuclear (HE, 40X). (B) Pneumonia caracterizada por material necrotico
circundado por células gigantes multinucleadas em intersticio pulmonar (HE, 60X).

¥ X
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FIGURA 2 - Fotomicrografia de sinalizages positivas em técnica de FISH para Chlamydia sp. e teste
de contraprova em teciduais de Pombo-comum (Columba livia). (A)Sinaliza¢des positivas em regido de
capilares aéreos e sanguineos de pulméo. (C) Sinalizagdes positivas em lamina prépria e apice de
vilosidade intestinal. (D) Sinalizagdes positivas em parénquima esplénico. (40x, excitagdo em filtro de
555nm). B, D e F auséncia de sinalizagdo em contraprova utilizando filtro de excitagdo de 450 -550nm
em tecidos correspondentes a, C e D.

-
-
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APENDICE A — PROTOCOLO FISH TECIDOS

Passo 1: Apds o corte histoldgico, levar as laminas para retirada de parafina
em estufa com temperatura de 65°C;

Passo 2: Lavar as coverplates em agua destilada e seca-las em estufa de
secagem com temperatura de 45°C;

Passo 3: Desparafinizagao e reidratagéo dos cortes, mergulhando as Iaminas
no xilol | por 10 minutos, xilol Il por 10 minutos, etanol absoluto por 5 minutos, etanol
90% por 5 minutos, etanol 80% por 5 minutos, etanol 70% por 5 minutos e por fim em
agua destilada por 5 minutos;

Passo 4: Secar as laminas e monta-las nas coverplates, instilar 80 microlitros
de tampéo de hibridizacao na superficie do coverplate, encaixar a lamina com o tecido
em contato com o coverplate e encaixar o conjunto na rack;

Passo 5: Diluir, em auséncia de luz1, 3,3 microlitros da sonda com 10ng em
496,7 microlitros de agua ultrapura, obtendo a concentragdo de 2ng por 100
microlitros;

OBS: A sonda ¢ sensivel a luz, logo, dessa fase em diante deve-se trabalhar
com luminosidade reduzida ou com auséncia de fontes luminosas.

Passo 6: Pipetar 100 microlitros da sonda diluida na superficie superior do
‘complexo coverplate e lamina’;

Passo 7: Tampar o suporte e incubar overnight (minimo de 16 horas) a 37°C;

Passo 8: Fazer 3 lavagens sucessivas com 100 microlitros de solugdo tampao
de hibridizagao pré-aquecido a 45°C na superficie superior do ‘complexo coverplate e
l&mina’. Repetir o processo de lavagem, por 3 vezes, com 100 microlitros de solugao

tampao de lavagem pré-aquecido a 45°C, e por fim realizar uma lavagem com agua
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destilada, instilando-a no ‘complexo coverplate e lamina’. O complexo sé podera ser
desmontado apds dois minutos do acréscimo da agua;

Passo 9: Secar as laminas em estufa a 45°C até desaparecer toda a agua,
por tempo aproximadamente de 10 min;

Passo 10: Montar as laminas. Apds a limpeza das laminulas essas devem ser
acrescidas as laminas, porém, antes dessa etapa deve-se instilar uma gota de meio
de montagem préprio para microscopia de fluorescéncia;

Passo 11: Fazer a leitura em microscépio de fluorescéncia, no aumento de
40X. Quando nao conseguir foco, verificar se a lamina nao esta suja com o meio de

montagem.
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APENDICE B — PROTOCOLO FISH EXCRETAS

Passo 1: Misturar excretas uniformemente por 2 min;

Passo 2: Pesar 0,5 g de excretas e transferir para tubo de 15 ml identificado;

Passo 3: Acrescentar 4,5 ml de PBS;

Passo 4: Homogeneizar em Vértex por 3 min;

Passo 5: Centrifugar 700 g por 1 minuto;

Passo 6: Transferir o sobrenadante para outro tubo e diluir na proporgcao
1:3 em Paraformaldeido 4% em PBS;

Passo 7: Manter amostras overnight (minimo de 16 horas) a 4° C;

Passo 8: Centrifugar amostra 2100 rpm por 2 minutos;

Passo 9: Desprezar sobrenadante e ressuspender pallet em 1 ml de PBS;

Passo 10: Centrifugar amostra a 12000 rpm por 2 minutos;

Passo11: Desprezar sobrenadante e ressuspender pallet em 1 ml de PBS;

Passo 12: Centrifugar amostra a 12000 rpm por 2 minutos;

Passo 13: Desprezar sobrenadante e ressuspender Pallet em 1 ml de solugao
Etano: PBS (1:1), e armazenar amostra a -20° C;

Passo 14: Em l|aminas histoldgicas silanizadas, realizada marcacao
hidrofébica circular de 2cm de didmetro;

Passo 15: Instilar 15 microlitros de amostra fixadas ao centro da marcagao
hidrofébica, e fixar [Aminas em bandeja de incubag¢ao umida;

Passo 16: Secar laminas em temperatura ambiente;

Passo 17: Pipetar 80 microlitros de solugao tampao hibridizadora no interior

da marcacéo hidrofébica;
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Passo 18: Diluir, em auséncia de luz1, 3,3 microlitros da sonda com 10ng em
496,7 microlitros de agua ultrapura, obtendo a concentragdo de 2ng por 100
microlitros;

OBS: A sonda ¢ sensivel a luz, logo, dessa fase em diante deve-se trabalhar
com luminosidade reduzida ou com auséncia de fontes luminosas.

Passo 19: Pipetar 100 microlitros de sonda no interior da circunferéncia
hidrofdbica;

Passo 20: Tampar o suporte e incubar overnight (minimo de 16 horas) a 37°C;

Passo 21: Apds a incubacgao, escorrer laminas para retirada do excesso de
sonda, e realizar lavagem pipetando 100 microlitros de solugéo de lavagem aquecida
a 37° C por 20 minutos;

Passo 22: Escorrer lamina e pipetar 100 microlitros de agua destilada, para
retirada do excesso de sonda;

Passo 23: Secar as laminas em estufa a 45°C até desaparecer toda a agua,
por tempo aproximadamente de 10 min;

Passo 24: Montar as laminas. Apés a limpeza das laminulas essas devem ser
acrescidas as laminas, porém, antes dessa etapa deve-se instilar uma gota de meio
de montagem préprio para microscopia de fluorescéncia;

Passo 25: Fazer a leitura em microscopio de fluorescéncia, no aumento de
40X. Quando nao conseguir foco, verificar se a lamina nao esta suja com o meio de

montagem.
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APENDICE C — TAMPAO HIBRIDIZADOR

Reagentes:

SDS 10% 5 ml

NaCl [5M] 90 ml

Tris [1M] pH 7,2 50 ml

Agua destilada 500 ml

HCI [1M] O suficiente para a reagao

Modo de preparo:

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas concentragdes: Tris
(1M) 6,057 gramas para 50 ml de agua destilada; NaCl (5M) 26,298 gramas para 90
ml de agua destilada;

Passo 2: Ajustar o pH da solugéo de Tris para 7,2 utilizando solugao a 1M de HCI,
Passo 3: Colocar a solucao de Tris em proveta de 500 mi;

Passo 4: Adicionar a solucédo de NaCl na proveta de 500 mi;

Passo 5: Adicionar 5 ml do SDS 10% (cuidadosamente para evitar excesso de
bolhas);

Passo 6: Completar com agua destilada até 500 ml (cuidadosamente para evitas
excesso de bolhas).

O tampao de hibridizagdo tem validade de 2 meses.
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APENDICE D — SOLUGAO DE LAVAGEM

Reagentes:

NaCl [5M] 90 mL

Tris [1M] pH 7,2 50 mL

Agua destilada 500 mL

HCI [1M] O suficiente para a reacao

Modo de preparo:

Passo 1: Pesar os reagentes separadamente e diluir nas devidas concentragoes: Tris
(1M) 6,057 gramas para 50 ml de agua destilada; NaCl (5M) 26,298 gramas para 90
ml de agua destilada;

Passo 2: Ajustar o pH da solugéo de Tris para 7,2 utilizando solugdo a 1M de HCI,
Passo 3: Colocar a solucao de Tris em proveta de 500 mi;

Passo 4: Adicionar a solucédo de NaCl na proveta de 500 mi;

Passo 5: Completar com agua destilada até 500 ml.

A solugao de lavagem tem validade de 4 meses.
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ANEXO A - INSTRUGAO AOS AUTORES
DIRETRIZES GERAIS:

* Os manuscritos sdo aceitos em inglés. A ortografia e pontuagdo do Oxford English
Dictionary sao preferidas. Use aspas simples, exceto quando 'uma cotagao estiver
"dentro de" uma cotagao'. Citagdes longas de palavras ou mais devem ser recuadas

com aspas.

* Os manuscritos devem ser compilados na seguinte ordem: pagina de rosto; resumo;
palavras-chave; Texto principal; agradecimentos; referéncias; apéndices (conforme
apropriado); tabela (s) com legenda (s) em paginas individuais; legenda (s) da figura

(como uma lista).

* Resumos com no maximo 250 palavras sdo necessarias para todos os manuscritos
submetidos. Os autores podem enviar um breve resumo dos destaques da pesquisa

e um resumo grafico junto com o artigo.
» Cada manuscrito deve conter de 6 a 8 palavras-chave.
* Os titulos das secdes devem ser concisos.

* Todos os autores de um manuscrito devem incluir seus nomes completos e afiliagcoes
na pagina de rosto do manuscrito. Um autor deve ser identificado como o autor
correspondente. Indique a afiliagdo onde a pesquisa foi conduzida. Se algum dos
coautores nomeados mover afiliagao durante o processo de revisao por pares, a nova
afiliacdo podera ser fornecida como uma nota de rodapé. Observe que nenhuma
alteracao na afiliacao pode ser feita depois que o manuscrito for aceito. Observe que
0 endereco de e-mail do autor correspondente normalmente sera exibido no PDF do

artigo e no artigo online.
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SUBMISSAO DE MANUSCRITOS:

* A submissdo de um manuscrito a Avian Pathology implica que (a) ele nao foi
publicado anteriormente, (b) que nao esta sendo submetido para publicagdo em outro
lugar, (c) que todos os autores viram e aprovaram o manuscrito, (d) que todos os
autores obtiveram permissdo de seu empregador ou instituicdo para publicar, se
tiverem uma obrigacdo contratual ou moral de fazé-lo, e (e) que permissdes
relevantes, incluindo aprovacao ética, foram obtidas para trabalhos que envolvam o
uso de animais e manipulagao genética. Manuscritos descrevendo experimentos que
demonstrem falta de preocupacgdo com os atuais padroes éticos e de bem-estar nao

serao aceitos. A decisado dos editores a esse respeito é final.

PREPARAGCAO DE MANUSCRITOS:

Todos os manuscritos devem ser digitados em espaco duplo, com margens de pelo
menos 25 mm. A numeragao continua de linhas deve ser usada em todo o manuscrito.
As instrucdes fornecidas abaixo devem ser seguidas com cuidado. Os autores sao
incentivados a examinar uma edicao recente da revista para ver o estilo do layout.
Uma copia de amostra gratis online da revista esta disponivel no site da Avian
Pathology.

Pagina de rosto: contendo (a) o titulo do manuscrito, (b) nomes dos autores (homes
completos ou iniciais, de acordo com as preferéncias dos autores), (c) instituicbes e
enderecos postais; e (d) endereco de e-mail do autor correspondente. Numeros
sobrescritos devem ser usados para vincular o autor a instituicdo e um asterisco (*)

para se referir ao autor correspondente. 70
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Resumo, com no maximo 250 palavras, em uma pagina separada imediatamente
apos a pagina de titulo.

Destaques da pesquisa, estes devem ser uma lista concisa de ndo mais do que
quatro breves topicos, resumindo as principais conclusdes de seu trabalho. Cada
destaque deve ter no maximo 85 caracteres (incluindo espacgos). Os destaques da
pesquisa devem ser incluidos no documento principal, abaixo do resumo.

Resumos graficos (opcional), os autores sdo encorajados a enviar um Resumo
Grafico (AG) junto com seu artigo. Isso sera exibido abaixo do resumo do texto,
apenas na versao xml online do artigo publicado. Também sera exibido no indice on-
line abaixo do titulo do artigo. O AG deve chamar a atengao e dar ao leitor uma
impressao visual imediata da esséncia do artigo, mas sem fornecer nenhum resultado
especifico. Seria util pensar no AG como um unico slide do Powerpoint para explicar
0 objetivo do artigo. O AG pode ser um grafico, um desenho, um diagrama, uma
estrutura, um esquema ou uma fotografia. Ou pode ser composto por uma série de
imagens menores de qualquer um desses tipos. Pode haver etiquetas de texto, mas
mantenha o texto no minimo. O AG deve ser uma obra de arte totalmente original e
inédita, criada por um dos autores que ainda n&o consta do conteudo do manuscrito.
O GA deve ser o mais simples possivel e pode ser colorido. Para aproveitar a largura
do quadro no site da revista, os GAs devem ter o maximo de 525 pixels de largura
possivel. Se eles forem muito grandes ou muito pequenos, eles serao
redimensionados automaticamente e isso estragara a aparéncia do AG. Nao ha
restricoes quanto a altura, mas ela deve ser proporcional a largura para que o GA
tenha uma boa aparéncia. Consulte nossas informagdes sobre formatos e resolugdes
de arte adequados. Os resumos graficos podem ser enviados pelo site ScholarOne

da Revista, onde vocé pode encontrar guias do usuario e um servigo de assisténcia.
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Introdugao, com declaragdes totalmente suportadas por referéncias. Embora a
Introducdo deva ser concisa, deve ser Util ndo apenas para aqueles que estao
familiarizados com o tépico do manuscrito, mas também para nao especialistas. Nao
deve haver declaragao dos resultados no final da Introdugéo.

Materiais e métodos, com subtitulos, em negrito, na mesma linha que o texto do
processo. Esta secado deve incluir nUmeros de acesso, em uma subposicdo separada
no final da secao, para dados de sequéncia que devem ser submetidos a bancos de
dados internacionais.

Resultados, com subtitulos, em negrito, na mesma linha do texto do processo.
Discussao, totalmente referenciada, sem repeticao desnecessaria dos resultados. As
se¢bes Resultados e Discusséo podem ser combinadas.

Uma secao de agradecimento, se necessario.

Uma declaracéo de divulgacéo obrigatoria

Referéncias. Nao ha limite para o numero de referéncias. Eles devem ser listados em
ordem alfabética no estilo da American Pyscholigical Association (estilo APA), exceto
que os numeros das edigbes nao devem ser incluidos. Os titulos dos periddicos (na
integra) estdo em italico. Todos os autores devem ser listados. As referéncias no texto
devem aparecer como "Wan et al. (2004)" ou "(Witter, 1997; Brown et al., 1999a.b;

Yao & Vakharia, 2001; Wan et al. (2004)", ou seja, em ordem cronoldgica.
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Bojesen, A.M., Nielsen, O.L., Christensen, J.P. & Bisgaard, M. (2004). In vivo studies
of Gallibacterium anatis infection in chickens. Avian Pathology, 33, 145-152.

Witter, R.L. & Schat, K.A. (2003). Marek's Disease. In Y.M. Saif, H.J. Barnes, J.R.
Glisson, A.M. Fadly, L.R. McDougald, & D.E. Swayne (Eds.). Diseases of Poultry 11th
edn (pp.407-465). Ames: lowa State Press.

Capua, |. & Mutinelli, F. (2001). A Colour Atlas of and Text on Avian Influenza.
Casalecchio di Reno: Papi Editore.

Hafez, M.M., Schulze, D. & Kdsters, J. (1997). Surveillance on verotoxin producing E.
coliin broiler flocks and processing plants. In A. Székely (Ed.). Proceedings of the Xlth
International Congress of the World Veterinary Poultry Association (p. 101). Budapest,
Hungary.

Figuras. Forneca o formato de figura da mais alta qualidade possivel. Certifique-se
de que todo o material digitalizado importado seja digitalizado na resolugéo
apropriada: 1200 dpi para arte de linha, 600 dpi para escala de cinza e 300 dpi para
cores. As figuras devem ser salvas separadamente no texto. Por favor, nao incorpore
figuras no arquivo do manuscrito. Os arquivos devem ser salvos como um dos
seguintes formatos: TIFF (formato de arquivo de imagem marcado), PostScript ou
EPS (PostScript encapsulado) e devem conter todas as informacdes de fonte
necessarias € o arquivo de origem do aplicativo (por exemplo, CorelDraw / Mac,
CorelDraw / PC). Todas as figuras devem ser numeradas na ordem em que aparecem
no manuscrito (por exemplo, Figura 1, Figura 2). Nas figuras com varias partes, cada
parte deve ser rotulada (por exemplo, Figura 1 (a), Figura 1 (b)). As legendas das
figuras devem ser salvas separadamente, como parte do arquivo que contém o texto
completo do manuscrito, e numeradas de forma correspondente. O nome do arquivo

para um grafico deve ser descritivo do grafico, por exemplo Figura1, Figura2a.
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Tabelas devem ser digitadas em paginas separadas, numeradas consecutivamente e
ter um cabecalho descritivo curto. As tabelas podem ser incluidas no mesmo arquivo
que o texto principal ou carregadas como arquivos separados. As tabelas devem ser
feitas usando o recurso de tabela de um processador de texto, ndo usando a tecla tab.
As notas de rodapé devem ser indicadas com sobrescrito minusculo a, b, c, etc.
(sobrescrito maiusculo A, B, C, etc. sdao usados apenas para indicar dados
estatisticamente significativamente diferentes).

Os dados da sequéncia devem ser apresentados de forma concisa, usando um
tamanho de fonte pequeno. E preferivel o uso do cédigo de aminoacidos de letra
unica. Os dados da sequéncia devem ser submetidos a um banco de dados e os
numeros de acesso incluidos no final da secdo Material e Métodos.

Os autores sao incentivados, sempre que possivel, a depositar materiais
biolégicos descritos ou produzidos no trabalho em um repositorio apropriado.
Exemplos relevantes incluem o repositério de plasmideos sem fins lucrativos
Addgene, a Organizacdo de Colegbes Culturais Europeias (ECCO) e a Federagao

Mundial de Cole¢des Culturais (WFCC).
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ANEXO B - CERTIFICAGAO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DO
SETOR PALOTINA UFPR (CEUA-PALOTINA)

A
Ministério da Educagdo g %
Universidade Federal do Parana & L
Setor Palotina ﬁ

Comissio de Etica no Uso de Animais

Certificado

Certificamos que o Protocolo n° 25/2020 referente ao projeto de pesquisa Uso da hibridizagéo
fluorescente in situ (FISH) para detecgdo de Chlamydia sp. em amostras de tecidos e fezes de
pombo-comum (Columba livia) e fezes de aves silvestres sob responsabilidade da Profa. Aline de
Marco Viott esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentagéo Animal, adotado pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e foi APROVADO pela Comissédo de Etica

O Docente responsavel pelo envio do formulario deve estar ciente de que deve:
» informar qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo;
* informar sobre a necessidade de modificagbes ou emendas ao protocolo que foi descrito e aprovado,

identificando a parte do protocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Palotina, 17 de setembro de 2020

Certificate

Certify that the Protocol n. 25/2020 regarding the research project Use of fluorescent hybridization in
situ (FISH) of Chlamydia sp. on tissue and faces of common pigeons (Columba livia) and wild
birds faces of Aline de Marco Viott is according to the Ethical Principles of Animal Experimentation
adopted by the National Council for Animal Experiments Control (CONCEA) and was APPROVED by the
Ethics Committee on Animal Use of the UFPR — Setor Palotina (CEUA / Palotina) in September 17, 2020.

Palotina, September 17, 2020.

.

Prof. Geraldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator
CEUA/Palotina - UFPR
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