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RESUMO 

 

A inserção dos pombos, no Brasil, data de meados do século XVI, desde então, a 

aproximação destas aves com pessoas, seja por estimação seja por contato eventual nos 

centros urbanos, vem possibilitando a transmissão de diversos patógenos zoonóticos, 

entre eles, estão as bactérias do gênero Chlamydia. Dentro desse gênero, a Chlamydia 

psittaci é a espécie mais relacionada a infecção em aves e tem ocorrência frequentemente 

relatada em pombos, essa bactéria pode causar pneumonia grave em humanos. No 

entanto, a não comunicação aos órgãos de saúde da ocorrência de casos tanto em pombos 

como em humanos ocorre devido à falta de um diagnóstico preciso e eficaz, uma vez que, 

não se trata de uma doença de notificação obrigatória em ambas as espécies e ainda é uma 

enfermidade pouco conhecida pela população geral. Assim, o objetivo deste trabalho foi 

identificar a presença de C. psittaci. em fezes e amostras de pulmão de pombos 

domésticos oriundos de Belém do Pará, através do diagnóstico molecular, pela semi-

nested PCR, e estabelecer um protocolo diagnóstico a ser seguido na rotina do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto da Saúde e Produção Animal-

ISPA, da Universidade Federal Rural da Amazonia-UFRA. Foram analisados 45 

espécimes de pombos, dos quais 10 (22,2%) tiveram diagnóstico positivo para C. psittaci. 

Assim, estes resultados apontam que os pombos podem ser reservatórios e, em 

comparação com outros trabalhos, evidencia a importância de maiores investigações a 

fim de esclarecerem a dinâmica epidemiológica da doença e definir adoção de medidas 

de controle. 

Palavras-chave: Chamydia psittaci, pombos, semi-nested PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

 

The insertion of pigeons in Brazil, dating from the mid-16th century, since then, the 

approximation of these birds to people, whether by estimation or by occasional contact in 

urban centers, has enabled the transmission of several zoonotic pathogens, among them, 

are the bacteria of the Chlamydia genus. Within this genus, Chlamydia psittaci is the 

species most related to infection in birds and has an occurrence frequently reported in 

pigeons, this bacterium can cause severe pneumonia in humans. However, the failure to 

notify the health agencies of the occurrence of cases in both pigeons and humans is due 

to the lack of an accurate and effective diagnosis, since it is not a disease of mandatory 

notification in both species and yet it is a disease little known by the general population. 

Thus, the objective of this work was to identify the presence of C. psittaci. in faeces and 

lung samples from domestic pigeons from Belém do Pará, through molecular diagnosis, 

by semi-nested PCR, and establish a diagnostic protocol to be followed in the routine of 

the Microbiology and Immunology Laboratory of the Institute of Health and Animal 

Production- ISPA, from the Federal Rural University of Amazonia-UFRA. 45 pigeon 

specimens were analyzed, of which 10 (22.2%) had a positive diagnosis for C. psittaci. 

Thus, these results indicate that pigeons can be reservoirs and, in comparison with other 

studies, it highlights the importance of further investigations in order to clarify the 

epidemiological dynamics of the disease and define the adoption of control measures. 

 

Keywords: Chamydia psittaci, pigeons, semi-nested PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

O pombo doméstico (Columba livia), tem origem na Europa e foi introduzido no 

Brasil em meados do século XVI como ave doméstica (Sick, 2001). Adaptou-se 

facilmente à vida na cidade e ao convívio com humanos devido à facilidade de encontrar 

alimento e abrigo (Martins et al., 2015), entretanto eles podem estar associados a grandes 

prejuízos à população devido ao acúmulo de fezes, penas e ninhos, o qual favorece o 

entupimento de tubulações de drenagem das águas pluviais e apodrecimento de forros e 

telhados (Nunes, 2003). 

Além disso, as doenças aviárias de caráter zoonótico tem sido motivo de 

preocupação para as autoridades sanitárias, porque o contato dessas aves com as pessoas 

é cada vez mais próximo, o que facilita a transmissão de diversos patógenos. Desta forma, 

doenças aviárias comuns, como a Clamidiose, possuem prevalência desconhecida, devido 

ao seu diagnóstico definitivo ser difícil em virtude da complexa fisiopatologia da infecção 

por Chlamydia psittaci (Raso, 2004). 

Os casos de C. psittaci  são subestimados, principalmente, em devido à ausência de 

testes e reagente comerciais padronizados, além de não ser uma doença de notificação 

obrigatória no Brasil (Raso et al., 2004; PROENÇA et al., 2011). 

No estado do Pará, ainda são discretos os estudos acerca da epidemiologia da 

Clamidiose tanto em aves quanto em humanos. Assim, a dificuldade e a demora em 

reconhecer e tratar a enfermidade adicionado ao fato de não existirem políticas pública 

eficazes no controle da população de pombos nas grandes cidades, bem como o 

desconhecimento da população sobre a doença são considerados fatores de risco em 

pacientes humanos (Moschioni et al., 2001; Petrovay e Balla, 2008). 

Diante do exposto e considerando, ainda, a falta conhecimento da população em 

geral sobre a doença, o desenvolvimento deste estudo se justifica pela necessidade de se 

compreender melhor a dinâmica epidemiológica da doença a fim de colaborar com a 

implementação de medidas de controle e de métodos de diagnóstico. 
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2.REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE POMBOS DOMÉSTICOS Columba livia 

Os pombos (Columba livia) podem estar infectados com muitos organismos, dessa 

forma, são considerados uma ameaça para a saúde pública por serem reservatórios de pelo 

menos 70 diferentes microrganismos patogênicos para os humanos (Carrasco et al., 2011; 

Mancera et al., 2013; SILVA et al., 2014; Vaz et al., 2017; Alkharigy et al., 2018). 

Portanto, devido ao hábito de se alimentarem no chão e pousarem em locais 

elevados, os pombos precisam deslocar-se constantemente de ponto de pouso até uma 

região inferior, onde se alimentam. Para isso, precisam voar e o bater das asas favorece a 

suspensão de partículas secas como fezes possibilitando a disseminação de agentes 

patogênicos existentes nas fezes dos animais (Schuller, 2003). 

 

2.2 CARACTERÍSTICAS GERAIS DE CLAMIDIOSE 

A Clamidiose é considerada uma das principais doenças infecciosas que acometem 

as aves da Ordem Psittaciforme. As aves são os hospedeiros primários de C. psittaci 

(Andersene Franson, 2007) e uma ampla variedade de espécies aviárias é susceptível à 

infecção (Kaleta e Taday, 2003). Além de acometer aves, esta bactéria também é 

reconhecida como um agente etiológico de pneumonia atípica grave em humanos e outros 

mamíferos (Lin et al., 2019). 

Em geral, as aves infectadas, mesmo sem apresentar sinais clínicos da doença, 

podem eliminar o microrganismo nos excrementos de forma intermitente por longos 

períodos. Consequentemente, contaminam o meio ambiente e auxiliam na propagação do 

agente para outras aves e/ou humanos (Alkharigy et al., 2018). Assim, a Clamidiose é 

considerada uma das zoonoses mais importante transmitida por aves e os psitaciformes, 

os columbiformes e perus são as principais fontes de doenças humanas (Kaleta e Taday 

2003; Casagrande et al., 2014). 

A transmissão de C. psittaci entre espécies aviárias ocorre principalmente a partir 

de uma ave infectada para outra ave suscetível nas proximidades. O agente é excretado 

nas fezes e descargas nasais. A excreção fecal pode ser ativada por estresse causado por 

deficiências nutricionais, transporte prolongado, superlotação, oscilação da temperatura 

durante a reprodução, postura de ovos, e manuseio. Períodos de excreção bacteriana 

durante a infecção natural podem variar dependendo da dose de infecção, e do estado 

imunitário do hospedeiro, além da virulência da cepa (Raso et al., 2013). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alkharigy%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alkharigy%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alkharigy%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alkharigy%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alkharigy%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alkharigy%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30425959
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2.3 ETIOLOGIA DA CLAMIDIOSE 

O gênero Chlamydia atualmente inclui 11 espécies: C. trachomatis, C. pneumoniae, 

C. muridarum, C. suis, C. abortus, C. felis, C. caviae, C. pecorum, C. avium, C. 

gallinaceae e, finalmente, C. psittaci. Destas espécies, C. abortus ocasionalmente infecta 

aves, enquanto C. psittaci, e, atualmente, também as novas espécies descobertas, C. avium 

e C. gallinacea são frequentemente encontrados em pássaros. Diante disso, a etiologia da 

clamidiose aviária foi revisada recentemente, uma vez que, em teoria, C. psittaci pode 

não ser o único agente causador, pois, dependendo do hospedeiro aviário, duas espécies 

adicionais de Chlamydia sp. podem ser encontradas em aves (Sachse e Laroucau, 2015). 

Na abordagem veterinária, destaca-se C. psittaci como a espécie mais predominante 

e mais patogênica. Esta espécie possui nove genótipos diferentes identificados pela 

análise de proteínas de membrana (MOMP), sendo sete genótipos isolados de aves de 

várias espécies e dois isolados de mamíferos (Lent et al., 2012).  

A membrana de C. psittaci apresenta estrutura comum à de bactérias gram-

negativas, contendo fosfolipídeos, lipídeos, lipopolissacarídeos e proteínas. No seu ciclo 

biológico, há duas fases distintas de crescimento (intracelular e extracelular), 

apresentando morfologia e funcionalidades diferentes em ambas as fases (Francisco e 

Troncarelli, 2017). 

Na fase extracelular, o microrganismo é denominado corpo elementar, e apresenta 

aspecto esférico e denso, com multiplicação por fissão binária. Já na fase intracelular, o 

agente é denominado corpo reticular, e possui morfologia oval, com parede celular 

flexível e fina. Como é metabolicamente inativo e incapaz de produzir ATP, a bactéria 

utiliza recursos da célula hospedeira para obter energia (Francisco e Troncarelli, 2017). 

Dessa forma, a replicação ocorre dentro de um vacúolo não acidificado, 

denominado vacúolo de inclusão. Uma vez no interior do vacúolo de inclusão, C. psittaci 

passa por um ciclo de desenvolvimento alternado bifásico único entre o corpo elementar 

(CE), o qual garante a sobrevivência extracelular e infecção de células hospedeiras e o 

corpo reticular (CR), que é responsável pela replicação e geração intracelular de bactérias 

infecciosas progenitoras. Para a entrada na célula hospedeira, o CE se expande para 

formar o CR, a forma metabolicamente ativa intracelular (figura1).  
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A diferenciação de CE em CR é acompanhada pela dispersão da cromatina para 

tornar a bactéria transcricionalmente ativa. O CR é maior, de aproximadamente 0,0-

1,5µm de diâmetro (Raso, 2014).  

 

2.4 EPIDEMIOLOGIA 

A C. psittaci pode ser encontrada em todos os continentes e tem sido reconhecida 

desde 1929, quando foram registrados cerca de 800 casos de pneumonias na América do 

Norte e Europa, a origem do surto foi rastreada até papagaios importados da Argentina. 

(Olsen et al., 1998; Andersen e Vanrompay, 2003).  

 O termo psitacose reflete a crença inicial de que a doença humana é adquirida 

exclusivamente a partir de psitacídeos. No entanto, durante os estudos de pneumonias 

frequentemente fatais nas Ilhas de Faroé, foi isolado C. psittaci tanto de aves marinhas, 

como o fulmar-glacial (Fulmurus glacialis), quanto das pessoas de Faroé. Desde então, 

C. psittaci foi isolado a partir de cerca de 140 espécies diferentes de aves (Burkhart e 

Page, 1971). 

A Clamidiose tem sido observada em todo o mundo, a doença ocorre 

esporadicamente ou em surtos, relacionados a lojas de animais, parques de aves, 

instalações veterinárias e bandos de aves (Gaede et al., 2008; De Boeck et al., 2016) 

A transmissão direta da Clamidiose pessoa a pessoa é possível, mas acredita-se ser 

rara (Hughes et al., 1997; Ito et al., 2002). Casos esporádicos de infecções por Chlamydia 

sp. foram relatados em répteis, crocodilos, bovinos, ovinos, suínos, cervídeos e cães 

Figura 1. Ciclo biológico esquemático de Chlamydia sp. (Seadi et al., 2002) 
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(Song et al., 2009; Sprague et al., 2009; Robertson et al., 2010; Schauttet e Vanrompay, 

2011; Di Francesco et al., 2012). 

Clamidiose aviária foi verificada em várias espécies de aves na Europa, acometendo 

particularmente columbiformes (Ordem Columbiformes), tais como as pombas colarinho 

(Streptopelia decaocto), pombos domésticos (Columba livia), e pombos madeira 

(Columba palumbus) (Bracewell e Bevan, 1986). Contudo, as aves mais estudadas e, por 

isso, citadas como de maior importância na epidemiologia da Clamidiose são os 

Psittaciformes e os Columbiformes (Bonello, 2003; Kaleta e Taday, 2003). 

 

2.5 SINAIS CLÍNICOS 

 Chlamydia psittaci é um patógeno aviário capaz de causar doença debilitante 

sistêmica em aves selvagens e espécies de produção como galinhas e patos (Knittler e 

Sachse, 2015). Além disso, em aves, os pais podem transmitir a infecção para a prole via 

regurgitação, causando assim a clamidiose crônica. A apresentação clínica da infecção 

em pássaros pode cursar com conjuntivite, rinite, e blefarite, pneumonia e disturbios 

gastrointestinais. Aves infectadas frequentemente disseminam a bactéria por meio de 

descargas fecais ou nasais, o que representa risco sério de transmissão zoonótica por meio 

da inalação de gotículas de ar infecciosas ou poeira partículas (Andersen, 1996; 

Harkinezhad et al.,2009;). Isso leva a sintomas em humanos, como febre, calafrios, dor 

de cabeça, mialgia, e mal-estar com ou sem sintomas respiratórios (Beeckmane 

Vamropay, 2009). 

A Clamidiose provoca diversos sinais clínicos em seres humanos os quais vão desde 

infecção assintomática ou doenças leves a comprometimentos respiratórios graves, que, 

em alguns casos, podem ser fatais (Smith et al., 2011). Dentre os sintomas comuns  em 

humanos, estão o início abrupto de febre, calafrios, dor de cabeça, mal-estar, mialgia, não 

produtivo tosse e dispnéia. Outras complicações incluem pericardite, endocardite ou 

miocardite, hepatomegalia e esplenomegalia. Casos fatais tornaram-se extremamente 

raros (cerca de 5%) desde o advento dos antibióticos (West, 2011). Contudo, se os 

primeiros sinais respiratórios superiores associados à Clamidiose não são tratados, podem 

progredir com doenças graves ou mesmo a morte. Casos humanos de infecção podem 

ocorrer por meio da inalação de aerossóis contaminados originários da urina, fezes ou 

outras excreções de aves infectadas (Hogerwerf et al., 2017). Contudo, o risco de 

ocorrência da doença não está associado apenas ao contato direto com os pássaros, mas 
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também é pertinente ao ambiente rural e às atividades de jardinagem (Szymanska-

Czerwinska e NIEMCZUK, 2016). 

As características distintas e únicas deste patógeno zoonótico de aves e mamíferos 

incluem o curso fulminante da doença clínica, a gama de hospedeiros notavelmente ampla 

e a alta proporção de infecções latentes que não estão levando à doença evidente. O 

conhecimento atual sobre as doenças associadas é bastante pobre, mesmo em comparação 

com outros agentes de clamídia (Knittler et al.,2014) 

2.6 DIAGNÓSTICO 

Em virtude da grande dificuldade de realizar cultura e isolamento da bactéria, foram 

desenvolvidas outras técnicas de diagnóstico. Há duas principais abordagens para o 

diagnóstico de uma infecção por Chlamydia sp. a detecção direta pela identificação da 

bactéria ou material genético e a indireta através de anticorpos anti-Chlamydia sp. (Sachse 

et al., 2009; Balsamo, 2017). 

O teste de ELISA foi primeiramente desenvolvido para a detecção de Chlamydia 

trachomatis em humanos. No entanto, como se baseia no antígeno LPS da membrana 

clamidial, em teoria, é também aplicável à infecção em animais. Os testes de 

fluorescência são baseados nos antígenos MOMP e LPS da membrana da bactéria (Sachse 

et al., 2009; Sachse e Laroucau, 2015; Balsamo, 2017). 

A partir de 1980, o protocolo de detecção de ácidos nucléicos encontrou ampla 

aplicação no diagnóstico de infecção por Clamídia, por ser mais rápida e sensível e por 

não depender da viabilidade da amostra. Estas técnicas detectam com rapidez pequenas 

quantidades de ácidos nucléicos em amostras clínicas em virtude de amplificarem 

pequenos fragmentos de DNA nas amostras, em um processo conhecido como Reação 

em Cadeia da Polymerase (PCR). A PCR é um processo, o qual consiste na obtenção de 

milhares de cópias de um segmento de DNA a partir de iniciadores de uma sequência de 

DNA alvo, os quais determinam a especificidade da técnica. (Quinn et al., 1996; Kritski  

et al., 1997). 

A especificidade e a sensibilidade da técnica de PCR dependem dos iniciadores 

utilizados, da técnica de referência, do tipo de material, da população a ser analisada, da 

preparação da amostra e do método de detecção do produto amplificado, considerando-

se a presença de inibidores (Mahony et al.,1998; Toye et al., 1998). 

Para identificar a presença de inibidores na amostra é necessário introduzir-se na 

reação controles de amplificação (Gaydos et al., 1998; Puolakkainen et al., 1998). 
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Recursos para detectar inibição, tais como repetição da PCR em amostras diluídas e 

reação em duplicata, contaminando propositalmente uma das amostras, não são 

adequados para serem introduzidos na rotina de laboratórios clínicos (Schachter e Stamm, 

1999). 

A sensibilidade dos vários sistemas de detecção de Chlamydia sp. pode ser 

determinada pela verificação da quantidade mínima de células infectadas com as 

sorovariedades mais frequentes, que, em diluições seriadas obtidas de suspensões de 

cultura, ainda produzem sinal de amplificação de DNA. Para aumentar a sensibilidade, 

pode-se utilizar o recurso da reação de nested-PCR, a qual também pode ser útil como 

teste confirmatório do PCR plasmidial (Lan et al., 1993), porém aumenta o risco para 

resultado falso-positivo devido à facilidade de contaminação das reações negativas pelas 

positivas. 

Outra importante vantagem do emprego da reação de PCR é a genotipagem, que 

pode ser realizada por restriction fragmente length polymorphism (RFLP) ou por 

sequenciamento de nucleotídeos direto da amostra clínica submetida a reações de 

amplificação do gene MOMP, diferente da sorotipagem, que é realizada a partir de cultura 

seguida de aplicação de um painel de anticorpos monoclonais (Morré et al., 2000). 

O diagnóstico por detecção do ácido nucleico, por meio da PCR, com sequências 

específicas para detecção do agente etiológico, é o único método comercial disponível 

para diagnóstico de C. psittaci no país, apresentando alta sensibilidade e especificidade. 

O material a ser colhido dependerá da técnica utilizada pelo laboratório de escolha. 

Amostras de fezes, swabes de cloaca ou de orofaringe são as mais utilizadas (Raso, 2004). 

A extensa variedade de espécies hospedeiras persistentes e de portadores 

inaparentes dificultam a eficácia das medidas no controle da doença (Raso, 2007). 

Como não há vacina disponível, o controle e prevenção da Clamidiose são baseados 

em práticas adequadas de biossegurança que visam controlar a introdução e propagação 

do agente etiológico. Medidas de limpeza e desinfecção do ambiente e de utensílios, 

isolamento e tratamento das aves infectadas, quarentena, manejo nutricional e sanitário 

adequados, destino correto das carcaças e dejetos contaminados e o vazio sanitário 

realizado como medidas fundamentais para prevenir a disseminação do agente (Raso, 

2007). 

Apesar de existirem estudos experimentais demonstrando uma boa proteção 

induzida pela vacina em perus, ainda não há vacina comercial para Clamidiose em aves 

(Vanrompay et al., 1999; Zhou et al., 2007; Verminnen, et al., 2010). 
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Nos Estados Unidos da América, diferentemente do Brasil, a Clamidiose aviária é 

uma doença de notificação obrigatória aos órgãos de saúde pública. Recomendações de 

prevenção, controle e tratamento para a doença disponibilizadas por meio de compêndio, 

a fim de orientar o médico veterinário nas ações a serem tomadas de acordo com cada 

caso. O compêndio também possui um roteiro para a definição de casos clínicos, levando 

em consideração as dificuldades diagnósticas inerentes à complexa fisiopatologia da 

infecção pela bactéria (Balsamo et al., 2017). 

2.7 BIOSSEGURANÇA 

Devido ao potencial zoonótico da Clamidiose, assim como, da existência de 

portadores assintomáticos, ausência de sinais clínicos evidentes, das dificuldades de se 

ter um diagnóstico definitivo, ausência de testes comerciais específicos para a doença, 

práticas de biossegurança específicas são necessárias para controlar a introdução e 

disseminação do agente etiológico em empreendimentos avícolas, em locais com aves em 

cativeiro e de vida livre (Khan, 2006; Proença et al., 2011). No Brasil, conforme o 

Ministério da Saúde, o conceito de biossegurança tem sido associado à perspectiva de 

integração da saúde humana, saúde animal e meio ambiente, a saúde única  

Com o exposto, observa-se que  Chlamydia sp., pela inserção transversal no 

contexto de saúde única ou “One Health”, proposto já na década de 90, remete à 

estratégias interdisciplinares nas áreas de saúde animal, humana e ambiental de promoção 

à saúde, em que a saúde humana, saúde dos animais domésticos e de vida selvagem são 

interdependentes e vinculadas à saúde da fauna, flora e ao ambiente, no qual nós também 

estamos inseridos, para que possam ser construídos sistemas de vigilância e resposta as 

mudanças ambientais e as doenças zoonóticas emergentes, as quais podem levar a 

pandemias ou mortalidades (humana ou animal) (Gibbs, 2014; Nguyen-Viet et al., 2017). 

Considerando o alto risco individual na manipulação, o moderado risco para 

comunidade e meio ambiente, a bactéria Chlamydia psittaci está incluída no grupo de 

patógenos de classificação de risco 3. O nível de biossegurança do laboratório é definido, 

na maioria das vezes, de acordo com a classificação de risco do patógeno. No entanto, 

para manipulação de C. psittaci, utilizando os EPIs recomendados (jaleco, luvas, óculos 

e máscara) é possível realizar em laboratório com nível de biossegurança 2 (NB2) (Brasil, 

2017). 
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2.8 SAÚDE PÚBLICA 

A Clamidiose em humanos representa uma das principais zoonoses de origem 

aviária e sua ocorrência está geralmente relacionada ao risco ocupacional ou cultural 

daqueles que trabalham diretamente com aves (Saito et al., 2005; Laroucau et al., 2009; 

Dickx et al., 2010; Raso et al., 2010) ou pessoas que criam aves de estimação (Cipriano 

et al., 2019).  

Devido às dificuldades em se estabelecer um diagnóstico e por falta de comunicação 

aos órgãos competentes, não há dados oficiais sobre a ocorrência da Clamidiose na 

maioria dos países. Suspeita-se que casos de Clamidiose humana podem não estar sendo 

reconhecidos, em vista dos sintomas respiratórios serem semelhantes a uma virose 

respiratória sazonal e outros resultarem em infecções assintomáticas (Petrovay e Balla, 

2008; Harkinezhad et al., 2009). 

A maioria dos pacientes com pneumonia é tratada na atenção primária, em geral 

profissionais e diretrizes profissionais atuais não recomenda testes microbianos para 

pacientes com quadro moderada a grave e, portanto, os pacientes são tratados, mas o 

agente causador permanece desconhecido (Raeven et al., 2016). 

  



16 
 

 

3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

● Identificar a presença de C. psittaci. em amostras fezes e amostras de pulmão de 

pombos domésticos oriundos de Belém do Pará. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

● Avaliar a prevalência de C. psittaci. em fezes e amostras de pulmão de pombos 

domésticos; 

● Estabelecer Procedimento Operacional Padrão (POP) para rotina diagnóstica no 

Laboratoório de Microbiologia e Imunologia, do Instituto da Saúde e Produção 

Animal-ISPA, da Universidade Federal Rural da Amazônia-UFRA.  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 AMOSTRAS PARA PCR 

Para este estudo foram utilizadas amostras de tecido pulmonar e amostras de fezes, 

de pombos domésticos gentilmente cedidas pelo Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia-ISPA/UFRA, conforme autorização em anexo. 

4.2 EXTRAÇÃO DO DNA 

Para a extração do material genético bacteriano das amostras de pulmão, foram 

utilizados 10 mg de tecido pulmonar de cada ave adicionados de 1 mL de solução tampão 

de lise proveniente do kit de extração iPrepTMChargeSwith gDNA Tissue Kit, 

(InvitrogenTM), e macerados em agitador Tissue Lyser II (Quiagen Ltd.) a 25 Hz/5 

minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido para um novo microtubo 

individual, onde foram adicionados 10μL de RNAse, com posterior incubação por 10 

minutos em temperatura ambiente, e 20 μL de proteinase K. Após isso, os tubos foram 

incubados a 55 ºC/1 hora. A purificação do DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit 

iPrepTM gDNA Tissue (InvitrogenTM) e equipamento iPrepTMInstrument, de acordo com 

as recomendações do fabricante. As amostras de fezes foram agitadas durante 2 minutos 

e depois centrifugadas a 20.000xg durante 30 min a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em 

40µL de tampão (0.1 M NaCl, 10 mM TRIS, 1 mM EDTA; 5% Triton x 100) e 9U de 

proteinase K (Invitrogen, EUA), em seguida, foram incubadas a 56°C, durante 90 min e 

em seguida foi centrifugado a 2000xg durante 2 min. A extração de DNA foi realizada a 

partir do sobrenadante utilizando GFX Genomic DNA Purification Kit de sangue 

(Amersham Pharmacia Biotech, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. A 

quantificação do DNA foi feita com Qubit  dsDNA HS Assay kit 500 assays Invitrogen 

Life Technologies 

 

4.3 APLICAÇÃO DA SEMI-NESTED PCR PARA DETECÇÃO DE DNA DE 

Chlamydia sp. 

Foram utilizados iniciadores que flanqueiam o gene MOMP, o qual é conservado 

na família Chlamydiaceae (BUXTON et al., 1996) para a reação de PCR.   

Na primeira reação foram utilizados os iniciadores A 

(5’CAGGATATCTTGTCTGGCTTTAA3’) e B (5’GCAAGGATCGCAAGGATC3’). 
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Para cada amostra, foram utilizados 15,15 µL de água ultra pura, 2,5 µL de PCR Buffer 

minus mixture Mg2, 0,5 µL  de dNTP mixture a 10 mM, 0,75 µL de MgCl2 a 50 mM, 0,5 

µL da solução a 10 µM contendo o iniciador A, 0,5 µL da solução a 10µM contendo o iniciador 

B, 0,1 µL  de Taq DNA polimerase e 5 µL da solução resultante da extração de DNA da amostra, 

compondo 25 µL de volume final. Esta reação produziu um fragmento de 260 pb na PCR. 

Na segunda reação, seguiu-se de forma semelhante à primeira, exceto que, em vez de 

adicionar 5 µL amostra de DNA, foram adicionados 5 µL do produto amplificado na 

primeira reação e, em substituição aos iniciadores A e B respectivamente, utilizou-se os 

iniciadores B (5’GCAAGGATCGCAAGGATC3’) e C 

(5’TTAGAGGTGAGTATGAAAAAACTC3’) ,os quais amplificaram um fragmento de 

165 pb na semi-nested PCR.  

Condições dos ciclos de PCR foram 10 min a 94°C; 34 ciclos a 94°C durante 1 min, 

52°C durante 1 min e 72°C durante 1 min; e uma extensão final a 72°C durante 4 min.. 

Amostras de controle positivas e negativas foram incluídos em cada série, sendo as duas 

reações de PCR submetidas às mesmas condições de tempo, temperaturae número de 

ciclos. Como controle positivo, foi utilizada a vacina comercial Nobivac® Feline 1-

HCPCh+FeLV e o controle negativo foi feito utilizando água ultrapura. Os produtos da 

semi-nested PCR foram submetidos a electroforese em gel de agarose a 2% corado com 

Sybr® Safe e visualizado sob luz ultravioleta. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Análise molecular para C. psittaci:  

Foram analisadas amostras de 45 pombos domésticos (Columba livia, das quais 5 

(11,1%) das amostras de fezes e 5 (11,1%) das amostras de pulmão tiveram resultado 

positivo na semi-nested PCR para C. psittaci, totalizando 10 (22,2%) de amostras 

positivas, uma vez que, não houve coincidência de positividades entre amostras de fezes 

e pulmão. Nenhuma ave positiva apresentou sinais característicos de Clamidiose durante 

a avaliação clínica. 

A presença de cepas virulentas de C. psittaci associadas a condições de estresse tais 

como: superpopulação, período reprodutivo, carência nutricional, migração e alterações 

ambientais bruscas são fatores que favorecem a manifestação clínica da Clamidiose em 

pombos domésticos, podendo também ativar a eliminação intermitente do agente 

infeccioso nas fezes (SALINAS et al., 1993; HARKINEZHAD et al., 2009; PROENÇA 

et al., 2011; BALSAMO et al., 2017) e favorecer a infecção em humanos. Dessa forma, 

os nossos resultados confirmam a possibilidade de contaminação ambientação e risco de 

infecção para humanos visto que as aves deste estudo, por serem de vida livre, 

possivelmente, foram submetidas a um ou mais fatores de estresse e, assim, foi a tivada a 

eliminação da bactéria via fezes. 

Geigenfeind et al. (2012) em suas pesquisas sobre a prevalência de C. psittaci em 

populações de pombos de vida livre na Suíça, detectaram a presença da bactéria em fezes 

de aves jovens e adultas, demonstrando que esses animais podem eliminar o agente 

etiológico no ambiente durante toda a vida. Kaleta e Taday (2003) descrevem que a 

principal via de transmissão da C. psittaci entre aves é a horizontal, isto é, por meio da 

inalação de aerossóis liberados nas secreções e fezes ressecadas, pó de pena e carcaças 

contaminadas. 

Porém, a transmissão vertical da fêmea para o ovo, com nascimento de filhotes 

contaminados, pode ocorrer eventualmente. De certo modo, aves adultas apresentam 

muito mais chances de entrarem em contato com C. psittaci presente no ambiente que as 

aves jovens, uma vez que apresentam ampla capacidade de vôo e estão frequentemente 

em contato direto com outras aves, mamíferos e humanos (Wang et al., 2018). 

Diversos estudos descrevem a ocorrência de C. psittaci em psitacídeos mantidos 

em cativeiro em vários países. No Brasil, estudo realizado em 2002 investigando a 

infecção por C. psittaci em 20 psitacídeos do gênero Amazona criados em cativeiro nos 
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estados de São Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul, reportou uma prevalência 

média entre os Estados de 35,8% (34/95) e 77,3% (34/44) utilizando a 

imunofluorescência direta (IFD) e o dot-blot ELISA, respectivamente (Raso et al., 2002). 

Em calopsitas (Nymphicus hollandicus) provenientes de aviários privados no 

Estado de São Paulo, um estudo demonstrou a presença de C. psittaci em 90,6% (29/32) 

e 53,1% (17/32) das amostras de swabes cloacais e de sangue, respectivamente, analisadas 

pela técnica de PCR (Raso et al., 2011). Ecco et al. (2009) descreveram um surto de 

clamidiose em psitacídeos apreendidos do tráfico ilegal e mantidos no CETAS no Estado 

de Minas Gerais. 

Os pombos de vida livre são a segunda categoria de aves mais estudada e mais 

incriminada como fonte de infecção para humanos, em vista do estreito convívio com o 

homem e com aves domesticadas nas áreas urbanas (Kaleta e Taday, 2003). 

Estudo realizado em parques de aves no Japão observou casos de Psitacose em 12 

visitantes, além de três trabalhadores e dois estudantes que lidavam com as aves do 

parque. Os funcionários que entraram em contato com aves doentes ou suspeitas sem 

qualquer proteção apresentaram um risco maior de infecção por C. psittaci, além disso, 

apenas 38% dos trabalhadores tinham conhecimento sobre a Clamidiose e sobre os riscos 

de transmissão antes da ocorrência desse surto, evidenciando que o desconhecimento 

sobre a doença, subestima seu risco e resulta na negligência das medidas de prevenção 

(Matsui et al., 2008). A doença é raramente fatal em humanos com diagnóstico precoce e 

corretamente tratados, o que justifica a pesquisa e a difusão necessária à ampliação do 

conhecimento sobre a epidemiologia da doença. 

Na região Amazônica, em especial o estado do Pará, há carência de estudos sobre 

a dinâmica epidemiológica de C. psittaci, apesar da relevância do ponto de vista de saúde 

pública. Diversos estudos descrevem a ocorrência de C. psittaci em psitacídeos mantidos 

em cativeiro em vários países (Raso et al., 2002).  

No entanto, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram a presença de 

infecção por C. psittaci em  22,2% dos pombos de vida livre capturados no parque 

Zoobotânico (Mangal das Graças) de Belém do Pará. Essa frequência é maior que a 

registrada por Lima et al. (2011), Ferreira (2012), Leal et al. (2015) e Ferreira et al. (2016) 

que observaram uma prevalência de infecção por C. psittaci de 16,8 (40/238), 13% 

(31/240) e 11,7% (16/137), e 13% (31/240) em pombos de vida livre, respectivamente.  

Em comparação aos estudos que avaliaram a infecção de Chamydia sp. em aves 

silvestres de criadouros, nossa frequência é semelhante à registrada por Raso (2006), o 
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qual observou uma prevalência de infecção C. psittaci de 23,38% (18/77), bem como à 

registrada por um estudo de Vanrompay et al. (2007), no qual 19,2% (59/308) dos 

psitacídeos eram infectados por C. psittaci, porém, maiores em comparação aos achados 

de Casagrande et al. (2014), Ribas et al. (2014) e Santos et al. (2014) que relataram 

prevalências de C. psittaci 5,09% (11/26), 1,2% (1/117), e 10,16% (33/311) em  

psitacídeos, respectivamente. Estes resultados revelam um perfil oposto ao descrito por 

Bonorino et al. (2020) e Bento e Guimarães (2020), os quais apontam a ocorrência 

negativa deste agente etiológico em papagaios mantidos em cativeiro. 

Recentemente, no estado do Pará, Araújo et al. (2019) avaliaram, utilizando o teste 

semi-nested PCR a ocorrência de C. psittaci em amostras de aves (psitacídeos) 

provenientes de quatro criadouros (Região Metropolitana de Belém, Nordeste paraense e 

Baixo Amazonas). Na referida pesquisa, a infecção por C. psittaci foi observada em todos 

os criadouros, com uma prevalência superior aos nossos resultados 31,84%, (64/201) de 

aves infectadas. Também, foram encontradas diferenças significativas entre a incidência 

de infecção por C. psittaci em aves provenientes dos criadouros situados na região 

metropolitana de Belém e Nordeste paraense (p=0,029). Além disso, 13,93% das aves 

eliminaram o agente infeccioso pela cloaca, enquanto 11,44% eliminaram o agente pela 

orofaringe e 6,47 eliminaram o agente por ambas as regiões. A maioria dos animais 

(27,86%) foram consideradas portadoras não aparente de infecção por C. psittaci., e 

apenas 3,98% das aves produziram um diagnóstico positivo e sinais clínicos da doença. 

No entanto, deve-se considerar o estado de cativeiro das aves, o manejo nutricional, 

a densidade e demais fatores ambientais os quais podem interferir no estado imunológico 

e influenciar a infecção por C. psittaci entre as aves e explicar uma prevalência maior que 

a encontrada no presente estudo, o qual avaliou aves de vida livre (Andersen, 1996; Raso, 

2007; Vasconcelos et al., 2013; Leal et al., 2015; Araújo et al., 2019). 

De acordo com Proença et al. (2011) os fatores que levam a doença em humanos a 

ser subestimada estão relacionados com a ausência de sinais clínicos característicos, pela 

dificuldade de se ter um diagnóstico definitivo e pela ausência de testes comerciais 

específicos para a doença. Os casos de infecções humanas ocorrem principalmente em 

pessoas que estão diretamente ligadas as criações e manejos dos pássaros, provavelmente 

pelo fato de que as aves não apresentavam sintomas da enfermidade (Jorgensen, 1997; 

Heddema et al., 2006; Kaibu et al., 2006; Kovácová et al., 2007), semelhantes às aves 

positivas diagnosticadas neste trabalho. 



22 
 

 

Embora a infecção por C. psittaci apresente uma boa taxa de recuperação, a 

dificuldade de reconhecer a Clamidiose, o atraso no diagnóstico e o tratamento 

inadequado, podem levar a complicações graves e até o óbito dos pacientes. A dificuldade 

no diagnóstico pode ser em razão de os sintomas serem semelhantes aos de outras doenças 

como a Influenza (gripe) e a quadros clínicos que podem variar de infecção respiratória 

grave a um quadro de pneumonia e ou doença sistêmica (Hammerschlag, 2000; Donati et 

al., 2002; Smith et al., 2005; Petrovay e Balla, 2008; Cipriano et al., 2019).   

Ainda que os relatos sobre as infecções de C. psittaci e a alta mortalidade entre 

pombos e outras aves silvestres (Vilela et al., 2019), tornando-os um risco a saúde pública 

(Longbottom e Coulter, 2003; Raso et al., 2002; Raso et al., 2004; Raso, 2007; Proença 

et al., 2011; Lima et al., 2011; Vasconcelos et al., 2013; Casagrande et al., 2014; Braz et 

al., 2014; Leal et al., 2015; Araújo et al., 2019), poucos trabalhos relatam a transmissão 

entre pombos e humanos (Haag-Wackernagel et al., 2004; Petrovay e Balla, 2008; 

Vázquez et al., 2010; Travaglino et al., 2020; Cipriano et al., 2019).  

Apesar disso, a interação de pessoas próxima à parques, praças públicas, centros 

urbanos, onde os pombos geralmente fazem ninhos e estão presentes em grande 

quantidade, além do hábito de alimentar os pombos frequentemente observados na cidade 

Belém-PA, adicionado ao fato de a Clamidiose ser uma enfermidade desconhecida, tem-

se traduzido em um risco à saúde pública.    

Neste aspecto o Parque Zoobotânico do Mangal das Garças, onde os pombos deste 

estudo foram capturados, apresenta intensa circulação de pessoas, sendo ponto turístico 

importante da cidade de Belém-PA, e, portanto, um local de exposição ao risco de 

infecção por C. psittaci.  

Até hoje, os estudos têm sido inconclusivos ou insuficientes para o completo 

entendimento da dinâmica dos fatores de risco epidemiológicos e das tendências na 

incidência de doenças (Balsamo et al., 2017). 
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6. CONCLUSÃO 

Com base nos dados supracitados, é possível afirmar que os pombos de vida livre 

em Belém-PA podem ser reservatórios de C. psittaci. Foi evidenciada neste estudo, uma 

prevalência de infecção próxima aos dos demais trabalhos realizados por outros autores. 

Este resultado sugere riscos de infecção para humanos visto que tanto em cativeiro quanto 

em vida livre o contato entre aves e pessoas é bastante próximo e o potencial de 

propagação da bactéria é preocupante. Diante destes resultados é urgente a necessidade 

de controle da população de pombos de vida livre na cidade de Belém-PA, pois, a 

possibilidade de disseminação da bactéria e ocorrência da doença é inestimada visto que 

há interação frequente dos pombos domésticos com outras aves silvestres dentro dos 

parques ecológicos da cidade e com aves de estimação, além do contato direto evidente 

com pessoas nos espações públicos 

Além disso, considerando os poucos trabalhos desenvolvidos na região, é 

importante expandir o monitoramento dos pombos de vida livre a fim de esclarecer a 

dinâmica epidemiológica da doença, bem como estabelecer medidas de controle. 
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1 – SIGLAS 

POP – Procedimento Operacional Padrão 

LABMICRO- Laboratório de Microbiologia 

UFRA- Universidade Federal Rural da Amazônia 

ISPA- Instituto da Saúde e Produção Animal  

EPI’s – Equipamentos de Proteção Individual 

DNA – Ácido desoxirribonucléico 

PCR – Reação em Cadeia mediada pela Polimerase 

C+ –  Controle positivo (Cepa vacinal) 

C- - Controle negativo (água ultrapura) 
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TA- Temperatura ambiente 

rpm – Rotação por minuto 

 

2 – OBJETIVO 

Extração e purificação de DNA total a partir de amostras biológicas para posterior 

utilização em técnicas de biologia molecular. 

3 – CAMPO DE APLICAÇÃO 

Diagnóstico molecular por meio da Técnica da Polimerase em Cadeia-PCR de 

diversos agentes etiológicos e identificação biológica de qualquer espécie. 

4 – PRINCÍPIO DA TÉCNICA 

Os kits de DNA genômico PureLink® são baseados na ligação seletiva de DNA à 

membrana à base de sílica e na presença de sais caotrópicos. O lisado é preparado a partir 

de uma variedade de materiais biológicos, como tecidos, células ou sangue. As células ou 

tecidos são digeridos com Proteinase K a 55°C usando uma formulação de tampão de 

digestão otimizada que auxilia na desnaturação da proteína e melhora a atividade da 

Proteinase K. Qualquer RNA  
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residual é removido por digestão com RNase A antes da ligação das amostras à membrana 

de sílica. O lisado é misturado com etanol e com o tampão de ligação genômica 

PureLink® que permite a coluna de rotação PureLink® de alta ligação ao DNA (Mini 

Kit) ou placa de ligação (Kit 96). O DNA se liga à membrana à base de sílica na coluna 

ou placa e as impurezas são removidas por lavagens cuidadosas com tampões de lavagem. 

O DNA genômico é então eluído em tampão de eluição com baixo sal. 

 

5 – CONDIÇÕES GERAIS 

5.1- Amostra 

Células e tecidos de mamíferos, cauda de camundongo / rato, amostras de sangue e 

bactérias. 

5.2- Controles 

O controle positivo se fez com amostra vacinal e o controle negativo fez-se com água 

ultrapura. 
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5.3- Seleção das Amostras Controles 

O controle positivo obtem-se a partir de amostra vacinal (Nobivac® Feline 1-

HCPCh+FeLV) e, como controle negativo, utiliza-se água ultra-pura. 

5.4- Manipulação das Amostras no Ensaio 

5.4.1 – Para que não ocorra contaminação e comprometimento do resultado da extração, 

faz-se necessários os seguintes procedimentos: 

(a) fazer desinfecção da bancada a da capela a serem utilizadas; 

(b) usar luvas descartáveis em todas as etapas do procedimento para evitar a 

contaminação; 

(c) usar material plástico descartável e livre de contaminantes, e pipetas automáticas 

reservadas especialmente para o trabalho; 

5.5 – Vidraria 

Toda vidraria utilizada deve ser lavada, montada e esterilizada conforme procedimentos 

adotados pelo Laboratório de Microbiologia ISPA/UFRA. 

5.6- Cuidados Pessoais 

5.6.1 – Antes de iniciar o ensaio, tirar qualquer tipo de ornamento (anéis, pulseira, 

relógios e demais acessórios). 
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5.6.2 – Antes de iniciar o ensaio, e após o seu término, lavar as mãos com água e sabão; 

5.6.3 – Utilizar os EPI’s (jaleco, luvas descartáveis, máscara, touca e óculos de proteção) 

para o manuseio do equipamento; 

5.7 – Cabine de Segurança Biológica 

Todos os procedimentos do ensaio são executados em cabine de segurança biológica. 

5.8 – Área de Trabalho 

Antes do início da execução da técnica toda área deverá ser limpa e descontaminada com 

hipoclorito de sódio 0,1% (exceto superfícies metálicas) ou álcool 70%. 

6 – CONDIÇÕES ESPECÍFICAS 

6.1 - Soluções, Reagentes e Insumos 

6.1.1- Kit de extração de DNA PureLink Mini Kit (Invitrogen) 

 

  



41 
 

 

 

 

                                              PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO  

 

 

TÍTULO 

 

 

Extração de DNA PureLink™ Mini Kit (Invitrogen) 

01. Laboratório 

de 

Mirobiologia 

e Imunologia 

ISPA/UFRA 

Revisão 

00 

Data da 

Elaboração 

 

Data Aprovação 

 

Página: 

6 de9 

6.2 - Equipamentos, Material Permanente e de Consumo 

6.2.1 – Equipamentos: 

A) Agitador de tubos; 

B) Banho maria ou termobloco; 

C) Microcentrífuga para tubos de 1,5 ml; 

D) Capela; 

6.2.2 - Material Permanente 

A) Micropipetas automáticas de 20 μl, 200 l e 1000 l; 

B) Tubos de 50 ml cônicos graduados de polipropileno; 

C) Caneta para identificação; 

D) Estante para tubos de 1,5ml; 

E) Termômetro de máxima de mínima para geladeira e freezer; 

F) Gral e pistilo de porcelana ou de vidro; 

G) Tesoura ponta fina; 

H) Pinça anatômica e dente de rato; 

6.2.3 - Material de Consumo 

A) Ponteiras ajustáveis às pipetas automáticas, novas, estéreis; 

B) Tubos para microcentrífuga de 1,5 ml de polipropileno, novos estéreis; 
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C) Gaze; 

D) Banho de gelo; 

7 – PROCEDIMENTO 

7.1 – Lise e homogeneização 

a. Para Tecido pulmonar: para cada 10 mg de tecido, devem ser adicionados de 1 

mL de solução tampão de lise proveniente do kit de extração iPrepTMChargeSwith 

gDNA Tissue Kit, (InvitrogenTM), e macerados em agitador Tissue Lyser II 

(Quiagen Ltd.) a 25 Hz/5 minutos. O sobrenadante de cada amostra foi transferido 

para um novo microtubo individual, onde foram adicionados 10μL de RNAse, 

com posterior incubação por 10 minutos em temperatura ambiente, e 20 μL de 

proteinase K. Após isso, os tubos foram incubados a 55 ºC/1 hora. A purificação 

do DNA bacteriano foi realizada utilizando o kit iPrepTM gDNA Tissue 

(InvitrogenTM) e equipamento iPrepTMInstrument, de acordo com as 

recomendações do fabricante.  

b. Para amostras de conteúdo intestinal: utilizou-se o mini kit de purificação Purelink 

(InvitrogenTM), de acordo com as recomendações do fabricante, considerou-se 

seguir o protocolo recomendado para amostras de sangue.  

 

Importante-1: Quando for usar o Tampão de Lavagem II (Wash Buffer II) pela primeira 

vez: Adicionar 60 mL de Etanol 96-100% datar e marcar o frasco para indicar que o etanol 

já foi adicionado. 

  



43 
 

 

 

 

                                              PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRÃO  

 

 

TÍTULO 

 

 

Extração de DNA PureLink™ Mini Kit (Invitrogen) 

01. Laboratório 

de 

Mirobiologia 

e Imunologia 

ISPA/UFRA 

Revisão 

00 

Data da 

Elaboração 

 

Data Aprovação 

 

Página: 

8 de 9 

 

Importante-2: Preparo do Tampão de Lise fresco contendo 1% de 2-mercaptoetanol: 

adicionar 1 L de 2-mercaptoetanol para cada 100 L de Tampão de Lise (Lysis Buffer). 

Calcular quanto vai ser necessário de tampão de lise multiplicando a quantidade 

necessária por amostra pelo número total de amostras. Acrescentar 1% do volume total 

obtido de 2-mercaptoetanol. Sempre preparar o Tampão de Lise na hora, nunca 

armazenar. 

Nota 1: Para extração de DNA de conteúdo intestinal, preconizou-se seguir o protocolo 

recomendado para sangue. 

7.1.1 - Adicionar um volume de etanol a 100% e homogeneizar em vortex por 15 

segundos. 

7.1.2 - Transferir até 640 µL de amostra (incluindo qualquer precipitado que tenha se 

formado) para a coluna e centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto a T.A. 

7.1.3 - Descartar o líquido do tubo coletor e reinserir a coluna no mesmo tubo coletor. 

7.1.4 - Repetir as etapas 7.1.2 e 7.1.3 até que toda a amostra tenha sido processada. 
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7.1.5 - Adicionar 500 µL de Tampão de Lavagem I (Wash Buffer I) à coluna e centrifugar 

a 10.000 x g por 1 minuto a T.A. Descartar o tubo coletor e inserir a coluna em um novo 

tubo coletor. 

7.1.6 - Adicionar 500 L do Tampão de Lavagem II (Wash Buffer II) à coluna e 

centrifugar a 10.000 x g por 1 minuto a T.A. Descartar o líquido do tubo coletor e reinserir 

a coluna no mesmo tubo coletor; 

7.1.7 - Centrifugar a 12.000 x g por 3 minutos a T.A. para secar a coluna. Descartar o 

tubo coletor e inserir a coluna em um tubo de microcentrífuga (1,5 ml). 

7.1.8 – Transfira a coluna para um microtubo de 1,5 mL devidamente identificado e 

descarte a coluna, em seguida adicione 30 - 100 L de água livre de nucleases. 

7.1.9 – Incubar por 1 minuto a T.A. e Centrifugar a 12.000 x g por 2 minutos a T.A. 

7.1.10 – Descartar a coluna e estocar o tubo contendo o DNA a -70ºC para posterior uso 

ou usar imediatamente. 

Nota: Múltiplos descongelamentos diminuem a viabilidade do DNA, por isso 

preferencialmente faça alíquotas do seu material antes de congelar. 

8- QUANTIFICAÇÃO DE DNA OU REALIZAÇÃO DE ELETROFORESE A FIM 

DE VERIFICAR A PRESENÇA DE DNA 

 Mensuração da concentração de DNA resultante da extração com Qubit dsDNA 

HS Assay kit 500 assays  Invitrogen Life Technologies ou submissção do protuto da 

extração de DNA a eletroforese. 
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9- REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

Na elaboração deste POP tomou-se como referência o manual do fabricante: Invitrogen 

Corporation cat# 10296-010 (https://assets.thermofisher.com/TFS-

Assets/LSG/manuals/purelink_genomic_man.pdf).  

O método foi descrito inicialmente por: Chomczynski P; Sacchi N. Single step method of 

RNA isolation by acid guanidinum thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal. 

Biochem, 162 (1): 156, 1987. 

10 -  DEFINIÇÕES: Vide manual 

  

https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/purelink_genomic_man.pdf
https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/purelink_genomic_man.pdf
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1. OBJETIVO: Estabelecer procedimentos para realizar testes de biologia 

molecular a fim de detectar a presença do genoma de Chlamydia sp. 

2. RESPONSÁVEIS: Atividade restrita aos técnicos, pesquisadores e/ou 

colaboradores do laboratório de biologia molecular devidamente treinados. 

3. DESCRIÇÃO DAS ATIVIDADES: 

a) Antes de iniciar, paramentar-se: uso de jaleco, luvas descartáveis, 

máscara, touca e óculos de proteção; 

b) Ligar a máquina de gelo;  

c) Limpar a cabine de bancada (Vide POP para o uso da cabine) da Sala 

NESTED com álcool 70%; 

d) Separar e limpar com ácool 70% as pipetas (20 μl, 200 l e 1000 l), 

caixas de ponteiras e frascos contendo os tubos de microcentrífuga, 

guardados no armário.  

e) Organizar os materiais listados em “c” e ligar a UV por 10 minutos. 

f) Identificar os tubos de microcentrífuga 0,2 mL e 0,5 mL seguindo a ordem 

do protocolo contendo os controles positivo e negativo. 

g) c) Na cabine de bancada, distribuir água livre de DNase nos tubos de 

0,5mL na proporção de 1:99 e fechá-los. 

h) Preparar banho de gelo na cabine; 

i) Pegar os reagentes (PCR buffer minus, mix dNTP, MgCl2, Taq Polimerase) 

e oligonucleotídeos ( MOMP A 5’ CAGGATATCTTGTCTGGCTTTAA 3’ 

/MOMP B (5’GCAAGGATCGCAAGGATC 3’ /MOMP C 

5’TTAGAGGTGAGTATGAAAAAACTC 3’) no freezer -20ºC da Sala de 

Amplificação, na gaveta da Rotina e levá-los a Sala NESTED e preparar 

a mix da reação: 
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Para Chamydia sp., cada amostra de DNA extraído utiliza: 

1. 15,15 µl de água ultrapura; 

2. 2,5 µl de PCR buffer minus Mg2; 

3. 0,5 µl de 10mM dNTP mixture; 

4. 0,75 µl de 50mM MgCl2; 

5. 0,5 µl de primer MOMP A (10 µM each); 

6. 0,5 µl de primer MOMP B (10 µM each); 

7. 0,1 µl de Platinum Taq Polimerase; 

8. 5,0 µl de amostra de DNA. 

 
g) Fazer os cálculos de acordo com o número de amostras seguindo os volumes 

da reação, conforme tabela abaixo: 

semi-nested PCR (reação 1) 

volume final de 25 µl 

Unit 

(µl) 

Total 

(µl) 

Água 15,15 15,15 

10X PCR Buffer minus Mg2 2,5 2,5 

10 mM dNTP mixture 0,5 0,5 

50 mM MgCl2 0,75 0,75 

Primer MOMP A (10 µM each) 0,5 0,5 

Primer MOMP B (10 µM each) 0,5 0,5 

Platinum Taq DNA polymerase 0,1 0,1 

Template DNA 5,0 - 

TOTAL DE AMOSTRAS 1   
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h) Em um tubo de microcentrífuga (1,5-2,0 mL), adicionar os reagentes e por 

último a enzima (Taq polimerase). Deixar o tubo de mix pronto em estante com 

gelo e distribuir em tubos de 0,2mL para um volume final de 25µl, de 20µl de mix 

e 5µl da amostra de DNA. 

g) Ligar o termociclador e escolher o programa de semi- Nested Chamydia sp. 

h) Distribuir 25µl da diluição nos tubos de 0,2mL contendo a mix. 

i) Colocar os tubos no termociclador e iniciar o programa de amplificação: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

j) Guardar os reagentes e oligonucleotídeos assim como a estante com gelo no 

freezer -20ºC da Sala de Amplificação na gaveta da Rotina. Também as pipetas 

e as caixas de ponteiras no armário próprio na Sala NESTED. 

Observação: Por se tratar de uma reação de semi-nested PCR, haverá uma 

segunda reação. A primeira, já descrita, possui 34 ciclos de 17 minutos cada. Ao  

Desnaturação Anelamento Extensão 
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término da primeira reação, seguem os passos descritos em “f”, substituindo a 

amostra de DNA pelo produto da primeira reação e o primer “MOMP A” pelo 

primer “MOMP C” . A segunda reação também possui 34 ciclos, de 17 minutos 

cada. Ao final, o produto será submetido à migração em gel mediado por 

eletroforese a fim de verificar a presença ou não do DNA alvo na amostra. 

q) Limpar a cabine previamente com álcool 70% e ligar a UV por 10 minutos. 

4. REFERÊNCIAS: RASO T. R., SEIXAS G. H. F., GUEDES N. M. R., PINTO A. 

A.Chlamydophila psittaci in free-living Blue-fronted Amazon parrots (Amazona 

aestiva) and Hyacinth macaws (Anodorhynchus hyacinthinus) in the Pantanal of 

Mato Grosso do Sul, Brazil. Veterinary Microbiology 117 (2006) 235–241 

DOI:10.1016/J.vetmic.2006.06.025. 

5. DEFINIÇÕES: Vide manual 


