Eficacia do tratamento da Chlamydophila psittaci com doxiciclina na agua por 21 dias em
papagaio-de-peito-roxo (Amazona vinacea). =20 (20)

RESUMO:

Chlamydophila psittaci foi identificado por ensaio de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
em amostras fecais de papagaios-de-peito roxo (Amazona vinacea). Para determinar a
eficacia de 21 dias de terapia com hiclato de doxiciclina as aves receberam 625 mg/L em
agua potavel diariamente. Exames clinicos e hematoldgicos foram realizados antes e apos o
tratamento. Durante o periodo de tratamento, as aves foram observadas diariamente. Para
as concentragdes plasmaticas de doxiciclina amostras de sangue foram coletadas no dia 14
e 21 do tratamento. Nao foram observados efeitos adversos a terapia. Embora as
mensuracdes das concentragcdes plasmaticas de doxiciclina deste estudo ndo terem sido
concluidas até o presente momento, a incapacidade para detectar C psittaci ao final do
tratamento e o retorno dos valores hematolégicos a normalidade sugerem que o0 mesmo
tenha sido bem sucedido. Os resultados deste estudo corroboram que a doxiciclina na agua
potavel pode oferecer um método seguro e pratico para tratar Amazona vinacea infectado
com C psittaci. Estudos adicionais sao necessarios para avaliar a eficacia destes
tratamentos em outras espécies de aves. = 987 (1000)
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INTRODUCAO: A infeccdo por Chlamydophila psittaci, uma bactéria gram-negativa
intracelular obrigatéria’, é causa comum de morbidade e mortalidade em psitacideos e uma
das principais zoonoses de origem aviaria®®. A doenca, especialmente em portadores
assintomaticos, é de dificil diagndstico’ assim como o tratamento, fatores que contribuem
para a alta incidéncia do agente em aves de vida livre e cativeiro® ®?.

As tetraciclinas sdo as drogas mais eficazes para o tratamento da C psittaci , No entanto,
sao bacteriostaticos e presumivelmente mais eficiente quando a bactéria esta replicando.
Isto porque o agente pode permanecer latente dentro das células hospedeiras*®'? e
portanto periodos de tratamento de 30-45 dias sdo recomendados® "', Este prolongamento
no tempo de tratamento dificulta a administragdo de drogas, especialmente quando ha um
grande numero de aves a serem medicadas. A reducdo do periodo de tratamento e a
praticidade do uso de agua medicada como via de administracédo, provavelmente aumenta a
adesao e assegura um tratamento bem sucedido de um agente patogénico potencialmente
zoonotico. Em estudo de infeccdo experimental com C psittaci em calopsitas (Nymphicus
hollandicus) é relatada a eficacia do tratamendo de 21 dias com doxiciclina na agua'>.

A doxiciclina € uma tetraciclina semi-sintética que tem varias vantagens quando comparados
com outras tetraciclinas. Este farmaco é completamente absorvido a partir do trato
gastrointestinal com menos efeitos deletérios sobre a flora normal porque é parcialmente
excretado como um conjugado inativo nas fezes, o que evita ciclismo entero-hepatico, tem
menor afinidade para a quelagao de calcio, tem uma melhor distribuicdo nos tecidos, e tem
uma meia-vida e consequente eliminagdo prolongada''®. Em psitacideos concentracdes
plasmaticas = 1 mg/ml foram consideradas adequadas para inibir a replicagao® '"°.

Vérias formas de administragdo da doxiciclina tém sido exploradas para atingir essa
concentragcdo minima inibitéria com as vantagens e desvantagens de cada método. O
objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia no combate a C psittaci, fornecendo agua
medicada para psitacideos da espécie Amazona vinacea em um periodo de 21 dias. =1897
(2000)
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MATERIAL E METODOS: Os 35 papagaios-de-peito-roxo (Amazona vinacea) (pesando
365g + 20g) envolvidos neste estudo foram na maioria vitimas do trafico ilegal de animais
selvagens e destinados a um projeto de reintroducéo da espécie que estd enquadrada em
perigo de extingdo categoria C2a(i), ou seja, estimativa de até 2500 individuos adultos, em
declinio populacional continuo e com subpopulacdes de até 250 aves adultas®'. A falta de
informacdes sobre o histérico dessas aves impossibilitou a identificacido da idade, e o sexo
ainda nao foi determinado.

As aves foram isoladas em grupos conforme a origem e assim o grupo 1 foi alojado em dois
viveiros (3,9m | x 2,7m ¢ x 4m a), contendo 9 e 8 animais e o grupo 2 foi alojado em quatro
gaiolas (0,8m I x 2,0m ¢ x 0,9m a) com 3, 4, 4 e 5 individuos cada em ambiente protegido.
As aves eram alimentadas com frutas da estacdo, ragdao para psitacideos e mistura de
sementes, incluindo Araucaria angustifolia in natura. Agua fresca era fornecida diariamente e
ad libitum.

Exames clinicos e laboratoriais incluindo hemograma e bioquimica sérica foram realizados
antes e apods o tratamento. Para as analises hematolégicas os animais foram contidos
fisicamente, e seguindo metodologia proposta por Campbell e Ellis % 1,5 ml de sangue foi
coletado com seringas 30 x 12,7 mm por venipung¢ao braquial, onde 0,6 ml foram utilizados
para a bioquimica e o restante para o hemograma. Os tubos de armazenamento a vacuo
continham heparina 1%. Esfregagos sanguineos foram realizados para complementar a
avaliacao dos parametros hematoldgicos. Todas as amostras foram refrigeradas e enviadas
ao laboratério de analises. Os parametros avaliados foram no eritrograma: eritrécitos totais,
hemoglobina (Hb), hematrécrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), concentragado de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), hemoglobina corpuscular média (CHM) e
amplitude de distribuicdo das hemacias (RDW) e no leucograma: contagem das células
brancas (WBC), contagem diferencial das células brancas (basdfilos, eosindfilos, heterdfilos,
linfécitos e mondcitos) e trombdcitos. Em relagdo aos parametros de bioquimica sérica foram
avaliados Aspartato Aminotransferase (AST), acido urico, proteina plasmatica total (PPT).

As aves também foram testadas antes e apds o tratamento através de amostras fecais para
a presenca de C psittaci por teste comercial-PCR onde a reagdo utilizou primers de
oligonucleotideos especificos para amplificacdo de uma porgdo de 264 pb do gene da
“principal proteina externa de membrana” — major outer membrane protein (MOMP) da C
psittaci. As amostras foram coletadas e armazenadas em coletor universal onde foram
enviadas ao laboratério de analise.

As aves que tiveram detectada a presenca da C psittaci permaneceram isoladas e
receberam agua medicada com hiclato de doxiciclina (625 mg/L) durante 21 dias sendo
monitoradas diariamente quanto a presenga de rinite, dispneia, conjuntivite, depresséo e
diarreia.

No 14 e 21 dias de tratamento amostras de sangue (1-2 ml) foram coletadas para a
mensuragao da concentragao plasmatica de doxiciclina. As amostras foram centrifugadas e
o plasma separado dentro de 1 hora apds a coleta. Os plasmas para a analise da doxiciclina
foram armazenadas a -80° C. A concentracdo de doxiciclina sera entdo mensurada por
cromatografia de fase reversa liquida de elevado rendimento, como descrito previamente®.
Para avaliar a possibilidade de persisténcia da C psittaci pos-tratamento as aves ao serem
transportadas por 3 horas para um novo viveiro em ambiente inédito passaram por
observacodes diarias quanto aos sinais de clamidiose.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Instituto Chico Mendes de Biodiversidade
(ICMBio- protocolo 25133-2) e pelo comité de ética no uso de animais (CEUA-UFSC
protocolo PP00589). = 3202 (4000)

RESULTADOS E DISCUSSAO: As aves ndo demostravam sinais clinicos evidentes de



clamidiose. Sendo relatado pelos tratadores somente a ocorréncia de espirros no grupo 2
antes do tratamento. Entretanto, as aves do grupo 2 foram positivas para C psittaci e ao
término da terapia de 21 dias com doxiciclina foram negativas ou ndo houve eliminacéo de
acido nucleico a niveis detectaveis ao PCR. O teste de PCR pode ser considerado o mais
sensivel e especifico disponivel comercialmente podendo fornecer inclusive resultados
rapidos®*2°.

A doxiciclina é o antibidtico de escolha para o tratamento da clamidiose aviaria por alterar a
replicacdo, o crescimento e a cisao dos corpos reticulados e possivelmente, a reorganizagao
dos corpos elementares®. Embora as mensuragdes das concentracdes plasmaticas de
doxiciclina deste estudo n&o terem sido concluidas até o presente momento, a incapacidade
para detectar C psittaci na coleta apds o tratamento sugere que o mesmo tenha sido bem
sucedido. A experiéncia clinica indica que a resolugcédo da infecgdo por Chlamydophila, na
maioria das aves € alcancada quando o tratamento mantém as concentracbes plasmaticas
de doxiciclina perto de 1 mg/ml*’. Todavia, & relatado também que concentracdes
plasmaticas de doxiciclina menores e mais variaveis do que as publicados para
psitacideos?”?®, foram eficazes na resolugdo da infeccdo em papagaios (Amazona
viridigenalis)*® e pombos (Columba livia)*®*. No entanto, nenhum esquema de tratamento
antimicrobiano pode garantir o sucesso do tratamento, pois isso depende também da
atividade do sistema imune do hospedeiro®.

Alteracbes na patologia clinica associadas a clamidiose incluem leucocitose acentuada (2 a
3 vezes o normal), heterofilia, mondcitos, eosindfilos e basofilos normais e Ht reduzido (20 a
30%) #**. Os valores observados na tabela 1 possibilitam identificar uma reversao para a
normalidade desses parametros apds o tratamento com doxiciclina em referéncia também
aos valores das aves negativas para C psittaci.

In vitro, esta droga ndo é eficaz no tratamento de células infectadas persistentemente em
gue o organismo nao é replicante®. Mudancas ambientais ou infecgdes simultaneas podem
ativar infeccbes persistentes por estresse e consequente imunossupressao, que resultam
em doenca clinica®®'. Neste estudo n3o foram observados sinais clinicos de clamidiose
mesmo depois de mudangas ambientais importantes. Da mesma forma, em infeccédo por C
psittaci em calopsitas (Nymphicus hollandicus) onde corticosteréides foram utilizados para
induzir a presumida imunossupressao apos 21 dias de tratamento com doxiciclina ndo houve
reativacdo da infeccdo ou eliminagdo a niveis detectaveis'. Entretanto, as aves que se
recuperam de infeccdes por C psittaci sdo suscetiveis a reinfecgao, e resultados de estudos
que sugerem a possibilidade de uma infecgéo persistente podem na verdade estar diante de
uma reinfeccdo em vez de reativagcao de uma infecgdo quiescente.

Aves em tratamento com doxiciclina devem ser monitorados quanto a sinais de intoxicacao,
incluindo letargia, inapeténcia, inatividade, urina passando de amarelo a verde e aos sinais
de efeitos adversos associado a terapia sendo em aves a regurgitacédo e voémito os mais
comuns?. Em nenhuma das aves tratadas foram identificados efeitos adversos ou
anormalidade de atitude, aparéncia, alteracdo de urina ou fezes durante as observacdes
diarias. Entretanto, foi identificado um aumento de 40% no valor da AST (dados nao
mostrado) apds o tratamento. Aumento este que é relatado também com o uso de doxiciclina
em papagaio-cinza-africano (Psittacus erithacus timneh) sem maiores efeitos adversos?’.
Quando se seleciona um regime de tratamento para um paciente com clamidiose, varios
fatores devem ser considerados além da duragdo do tratamento e do tipo de droga.
Tradicionalmente, a agua potavel ndo tem sido recomendado como um veiculo para medicar
psitacideos porque essas aves podem ingerir menor quantidade de agua medicada devido a
alteragcdo do sabor ou por assumirem padrbes erraticos de consumo de agua. Frutas e
outras fontes vegetais podem fornecer uma grande percentagem da ingestdo diaria de
liquidos, diminuindo assim o consumo global de agua potavel. Este protocolo foi realizado



com uma formulacao especifica de doxiciclina (doxiciclina hiclato) em condi¢des ambientais
controladas, e em aves alimentadas com uma dieta equilibrada. Em situagdes clinicas,
mudancgas de temperatura, umidade, e dieta poderia alterar o consumo de agua, a absorgao
de doxiciclina, ou ambos, e, assim, alterar as concentragcdes plasmaticas da droga.
Concentragdes toxicas também podem ser obtido em aves alojadas em climas quentes, ao
ar livre onde o consumo de agua € maior. = 3996(4000)

CONCLUSOES:

O tratamento com doxiciclina na agua (0,625 mg/ml) durante 21 dias é eficaz na eliminagao
da C psittaci em Amazona vinacea. A agua potavel como via de administragcédo € alternativa
pratica e o tempo necessario para o tratamento pode ser reduzido de forma significativa,
meétodos que podem aumentar a aderéncia, reduzir o estresse do tratamento sobre as aves,
reduzir a possibilidade de reagbes indesejaveis, diminuir a quantidade de antimicrobianos
ambientalmente, e reduzir o custo do tratamento.

Embora isso seja encorajador, as limitagbes devem ser consideradas antes de uma
extrapolacdo indiscriminada. As medidas sanitarias sdo fundamentais para erradicar a
infeccdo e para evitar a reinfecgdo. Tratamento subterapéutico pode levar a geragéo de
cepas resistentes de C psittaci. Infecgdes cronicas ou persistentes podem ser mais dificeis
de erradicar e exigem maior tempo de tratamento. Finalmente, aves alojadas em condigbes
precarias ou alimentados com dietas deficientes podem mostrar resultados diferentes. As
aves deste estudo poderdo ser novamente testadas para avaliar a ocorréncia de uma
reinfec¢ao ou reativagédo da doenca. = 967 (1000)
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