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RESUMO



As aves de vida livre sdo consideradas reservatorios de diversas enfermidades, entre
elas as zoondticas. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi investigar e caracterizar
a presenga dos patogenos zoonéticos (Campylobacter jejuni, Escherichia coli e
Salmonella spp.) e patégenos importantes para o Programa Nacional de Sanidade
avicola (Mycoplasma gallisepticum, Mycoplasma synoviae) em aves silvestres e
exoticas e de cativeiro e avaliar o potencial risco desses patdgenos para as aves e
para o ser humanose. Para a execugao do projeto, foram coletadas amostras pool de
fezes de aves, em dois diferentes locais, o Laboratério de Ensino em Animais
Silvestres (LAPAS), pertencente a Universidade Federal de Uberlandia — UFU (local
onde acolhem aves silvestres e exéticas, vitimas de apreensdes, doacgdes e acidentes)
e em um criadouro comercial de psitacideos exéticos localizado em Santa Cruz das
Palmeiras - SP, por um periodo de 4 semanas consecutivas. Em nenhuma das
amostras foi isolada Campylobacter spp ou Salmonella spp. Também nao houve
identificacdo de M. gallisepticum e M. snoviae. Como era esperado, foram isoladas E.
coli confirmadas pelas provas bioquimicas em 11 amostras, no entanto, apenas 9
foram confirmadas por PCR, as quais, posteriormente, foram caracterizadas em que
11,11% (1/9) era enteroinvasora e 66,66% (6/9) era enteropatogénica. No estudo,
foram utilizados 8 diferentes antibiéticos compreendidos em 5 classes diferentes:
Ampicilina (AMP), da classe das Penicilinas, Azitromicina (AZl), um Macrolideo,
Ceftriaxona (CRO) e Ceftiofur (CTF), Cefalosporinas de 32 geracao, Ciprofloxacina
(CIP), Norfloxacina (NOR) e Levofloxacina (NOR) pertencentes as Quinolonas e
Polimixina B (POLI B). Um total de 66,66% (6/9) das E. coli isoladas foram
classificadas como multirresistentes. As resisténcias ocorreram apenas em bactérias
isoladas no LAPAS. O maior nivel de resisténcia foi as quinolonas. Esse trabalho
mostra que alguma pressao de selegdo promoveu a resisténcia aos antimicrobianos
em E. coli isoladas de aves silvestres e exdticas, vitimas de apreensodes, doagoes e
acidentes e que essas bactérias além de potencial zoondtico podem disseminar genes

de viruléncia, levando a um problema de saude publica.

Palavras-chave: EPEC, EIEC, resisténcia antimicrobiana, aves silvestres



ABSTRACT

Free-living birds are considered reservoirs of several diseases, including zoonotic
ones. Thus, the objective of this work was to investigate and characterize the presence
of zoonotic pathogens (Campylobacter jejuni, Escherichia coli and Salmonella spp.)
and important pathogens for the National Poultry Health Program (Mycoplasma
gallisepticum, Mycoplasma synoviae) in wild and exotic birds and of captivity and
evaluate the potential risk of these pathogens for birds and humans. For the execution
of the project, pool samples of bird feces were collected, in two different places, the
Laboratory of Teaching in Wild Animals (LAPAS), belonging to the Federal University
of Uberlandia - UFU (place where wild and exotic birds, victims of apprehensions,
donations and accidents) and in a commercial breeding of exotic parrots located in
Santa Cruz das Palmeiras - SP, for a period of 4 consecutive weeks. In none of the
samples was Campylobacter spp or Salmonella spp isolated. There was also no
identification of M. gallisepticum and M. snoviae. As expected, E. coli confirmed by
biochemical tests were isolated in 11 samples, however, only 9 were confirmed by
PCR, which were later characterized in which 11.11% (1/9) was enteroinvasive and 66,
66% (6/9) was enteropathogenic. In the study, 8 different antibiotics comprising 5
different classes were used: Ampicillin (AMP), from the Penicillin class, Azithromycin
(AZl), a Macrolide, Ceftriaxone (CRO) and Ceftiofur (CTF), 3rd generation
Cephalosporins, Ciprofloxacin (CIP), Norfloxacin (NOR) and Levofloxacin (NOR)
belonging to Quinolones and Polymyxin B (POLY B). A total of 66.66% (6/9) of the
isolated E. coli were classified as multiresistant. Resistance occurred only in bacteria
isolated in LAPAS. The highest level of resistance was to quinolones. This work shows
that some selection pressure promoted resistance to antimicrobials in E. coli isolated
from wild and exotic birds, victims of apprehensions, donations, and accidents and that
these bacteria, in addition to their zoonotic potential, can disseminate virulence genes,

leading to a problem of public health.

Keywords: APEC, EPEC, EIEC, antimicrobial resistance, wild birds



1. INTRODUGAO

Historicamente, o ser humano, € acostumado a criar aves silvestres e exdticas
como pets, entretanto, deixam de lado muitas vezes, alguns cuidados necessarios
para com as espécies. Dessa forma, manejos precarios debilitam esses animais, o
que acarreta a baixa de imunidade e aumento da susceptibilidade as doencas
infecciosas, causando enfermidades respiratérias relativamente comuns, o que reduz
a longevidade e aumenta a mortalidade de individuos, tanto em vida livre como em
cativeiro (CUBAS, 2004; KEUSH; FARTHING, 1986; SANTOS et al, 2008).

As doencgas humanas compartilhadas com a vida selvagem possuem multiplos
hospedeiros. As aves por exemplo, desempenham um papel significativo na
manutencao de patdogenos, gerando grandes impactos na saude humana, economia
global, manejo e conservagao da vida selvagem e da biodiversidade (GORTAZAR et
al, 2015).

No ambito de doengas bacterianas trés espécies se destacam por estarem
relacionadas a saude humana: Campylobacter jejuni, Escherichia coli e Salmonella
spp. Além desse grupo, patdbgenos como, Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma
sinoviae, do género Mycoplasma, sao importantes causadores de doengas em aves
(OAKS et al., 2004; CARVALHO et al., 2017; TEIXEIRA, 2019; CHUEIRI, 2022)

Existem varios sorogrupos de E. coli em animais e humanos, os quais, podem
ser divididos em dois grandes grupos: as intestinais, que sao E. coli diarreiogenicas
(DEC) e as extra intestinais que causam infec¢gdo em outros locais que nao o intestino
(EXPEC) (KOHLER et al., 2011). Em aves, o grupo denominado Avian Pathogenic
Escherichia coli (APEC) é uma EXPEC, responsavel por causar doencgas extra
intestinais graves de grande prejuizo para aves de producdo (NOLAN et al., 2020).
Algumas APECs podem ser zoonéticas (NOLAN et al., 2020), mas pouco se sabe
sobre a relagao desses patdogenos com aves selvagens ou de cativeiro. Outros
sorogrupos de E. coli podem levar a diferentes doengas em humanos, como: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e seu subgrupo, E.coli
enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli de adeséo difusa

(DAEC) e E. coli aderente invasora (AIEC). Ha relatos de aves carreadoras de E. coli
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causando de doengca em humano (CLEMENTS et al, 2012, LOURENCO, 2014;
BORGES et al, 2017) porém, no Brasil, investiga¢gdes nessa linha sdo incomuns.

As salmoneloses, s&o enfermidades que possuem grande relevancia na saude
publica, por conta de sua morbidade, potencial epidémico e dificuldade no seu
controle, fatores esses, desencadeados pelas variadas fontes e vias de infecgéo e
transmissao que seu ciclo infeccioso oferece. Sao bactérias que podem colonizar o
trato digestorio de aves, répteis e mamiferos, dentre eles o homem (LOPES et al,
2016). Nas aves, os sorogrupos encontrados sao Salmonella Gallinarum, que causa
o tifo aviario, Salmonella Pullorum, causadora da pulorose, e o paratifo aviario,
enfermidade causada por todas Salmonellas, com excegéo das citadas acima (CDC,
2015; FERREIRA et al., 2008). Salmonellas paratificas sdo zoonoses importantes,
mas ainda pouco estudadas em aves silvestres ou de cativeiro.

A Campylobacter é a primeira causa de gastroenterite humana (podendo ser
também associada a infecgdes extraintestinais). Pouco se sabe sobre a relagdo dessa
bactéria com aves selvagens (YOGASUNDRAM, 1989, CHUEIRI, 2022).

A micoplasmose é uma doenga causada pelos Mycoplasma spp. Ao todo,
existem mais de 120 espécies de micoplasmas descritas, sendo divididas em oito
géneros, sendo as espécies: Mycoplasma gallisepticum (MG), M. meleagridis (MM), e
M. synoviae (MS), do género Mycoplasma, as unicas que possuem importancia clinica
para aves selvagens, com a MG, sendo a unica com reconhecida importancia para
psitacideos (FRIEND E FRASON; 1999; CAVALHEIRO, 2001; DYBVIG E VOELKER,
1996; GERLACH, 1994; KLEVEN, 2008; QUINN ET AL., 2005). As trés espécies de
Mycoplasma citados sao importantes para economia do Brasil ja que a doenga esta
inserida dentro do Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) (BRASIL, 2018) e
passaros no geral podem servir como disseminadores desses patdogenos para aves
industriais.

Além de serem potenciais zoonoses, Salmonella spp., Campylobacter jejuni e
E. coli, sao listadas como preocupantes pelo CDC e a OMS, pela facilidade de
adquirirem e disseminarem genes de resisténcia aos antimicrobianos (OMS, 2021).
Um dos fatores responsaveis pela geragao de bactérias multirresistentes é o uso
indiscriminado de antibidticos que além de resultar em um problema de saude publica,
pode levar ao fracasso do tratamento de enfermidades de aves de cativeiro, como em

centros de triagem e reabilitagdo, parques zooldgicos, criadouros conservacionistas,
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cientificos ou comerciais (KAGAMBEGA et al., 2013; CHRISTAKI; MARCOU;
TOFARIDES, 2020; CDC, 2022).

Dessa forma, entender melhor a circulagdo de patdégenos zoonoéticos ou
patdégenos inseridos dentro do PNSA em aves de cativeiro e de vida livre, € um dos
pontos basicos para avaliar como eventuais desequilibrios no meio ambiente pode

provocar ameacgas para saude de humanos e animais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Domesticacao de aves silvestres e exéticas

A domesticagao de animais para fins de companhia foi iniciada ainda no periodo
pré-historico, onde caes e gatos se popularizaram rapidamente (TATIBANA e COSTA-
VAL, 2009). Atualmente, fatores como a verticalizagdo de cidades e a populacao
ficando cada vez menos em suas residéncias, fizeram com que as aves ganhassem
espacgo no mercado pet, as quais, comparadas a outros animais, possui manejo pouco
complexo, longevidade e maior diversidade de espécies (COSTA, 2009). Atualmente,
sao descritas mais de 9.700 espécies de aves no mundo, com esse valor variando ao
longo dos séculos (CHAPMAN, 2009).

Em 1998, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA), através da Portaria N° 93, de 7 de julho de 1998, definiu como
animais silvestres, incluindo as aves, as espécies nativas, migratérias e quaisquer
outras, aquaticas ou terrestres, que tenham sua vida ou parte dela ocorrendo
naturalmente dentro dos limites do territorio brasileiro e suas aguas jurisdicionais.
Contraposta a essa definicdo, sdo consideradas aves exadticas, aquelas advindas de
outros paises, que tenham entrado espontaneamente pelas fronteiras brasileiras, ou
espécies e subespécies introduzidas pelo homem, inclusive as domésticas (FRAGA,
2014).

A fauna brasileira, possui extensa variedade de animais silvestres, abrigando a
terceira maior biodiversidade do mundo, com cerca de 1.826 espécies descritas, com
esse numero aumentando a cada ano. Esses, sdo encontrados na natureza ou em
cativeiro, como em institutos de pesquisa, centros de triagem e reabilitagao, parques

zoologicos, criadouros conservacionistas, cientificos ou comerciais, além de
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domicilios (criados legalmente ou ndo, como animais de estimacgao). Nesse ambito, as
aves englobam um numeroso grupo, com mais de 240 espécies, com parte delas
ameacadas de extingdo e algumas consideradas extintas (CUBAS, 2004; ICMBIO,
2011; MACHADO et al. 2010).

No Brasil as aves sdo os animais silvestres mais comercializados devido a
preferéncia destas pelos compradores devido a extensa diversificacao e diferengas
entre espécies. A maior procura pelo comércio € de psitacideos, pela inteligéncia,
beleza e principalmente, pelo fato de imitarem a voz humana. Em contrapartida, os
passeriformes s&o as aves mais apreendidas no comércio ilegal devido a facilidade de
captura e pela tradi¢do da criagdo de passaros em gaiolas no pais, que se estende ao
longo de varias décadas (RENCTAS, 2011).

2.2.Controle e monitoramento de doencas em aves silvestres e exéticas

Historicamente, o ser humano, € acostumado a criar aves silvestres e exdticas
como pets, entretanto, deixam de lado muitas vezes, alguns cuidados necessarios
com essas espécies. Na maioria dos casos, aves mantidas em cativeiro se encontram
em condi¢des precarias. Essa precariedade esta relacionada com as instalagdes e 0
manejo alimentar, onde dietas desbalanceadas, a ma qualidade do ar inalado,
acumulo de patdgenos em ambientes fechados e a falta de raios solares, debilitam
esses animais, aumentando a susceptibilidade as doencas infecciosas. Esses fatores
podem causar enfermidades respiratorias relativamente comuns, o que reduz a
longevidade e aumenta a mortalidade de individuos, tanto em vida livre como em
cativeiro. Tao importante quanto, em outras ocasides, a falta de manejo adequado,
pode ser responsavel por tornar aves, reservatorios e portadoras de zoonoses
(CUBAS, 2004; KEUSH; FARTHING, 1986; SANTOS et al, 2008).

Embora os dados sobre a incidéncia e distribuicdo de patdgenos causadores
de doengas em aves de vida livre e cativas no Brasil sejam pouco conhecidos (FRAGA
2014), as doengas infecciosas catalogadas, em destaque aquelas relacionadas a
animais de vida livre, vem acrescendo muito nos ultimos anos (SEHGAL, 2010). As
bactérias, fungos, virus e protozoarios sdo exemplos de agentes infecciosos capazes
de causar doenca clinica e assintomatica em aves silvestres e exoéticas, as quais,

podem desenvolver uma gama de enfermidades. As perturbagbes ambientais
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causadas pelo homem podem favorecer a disseminagao de doengas, uma vez que
promove adensamentos de populagdes animais, principalmente pela fragmentagao do
habitat. A concentracdo populacional promove o aumento de disputas intra ou
interespecificas que antes nao existiam, esses fatores acabam gerando estresse e
consequentemente diminuindo a imunidade dos individuos (ANDRIOLO, 2006). Dessa
forma, quando as aves saem em busca de novos nichos e, uma vez infectadas, estes
animais acabam tornando-se potenciais carreadores de patdgenos para areas onde
ainda n&o havia (RAPPOLE; HUBALEK, 2003).

O estudo dessas enfermidades em aves de cativeiro e vida livre é essencial, e
representa um importante problema de saude publica, afetando todos os continentes
e milhares de pessoas, uma vez que, evitar a disseminagdo de doengas €
fundamental, tanto para o controle de patégenos nas proprias aves, como para evitar
a infecg¢ao e propagagao em casos de zoonoses. Centenas de patdgenos e inumeros
modos de transmissao diferentes estdo envolvidas e varios fatores influenciam a
epidemiologia das zoonoses. As aves podem ser consideradas reservatorio dessas
patogenias, porém em alguns casos pode desenvolver a enfermidade e se tornar um
individuo sintomatico (GARGIULO, 2018; KRUSE et al., 2004).

A prevengdao e o controle eficaz destas zoonoses requerem abordagens
interdisciplinares e holisticas, além de cooperagao em ambito internacional (KRUSE
et al., 2004; GRESPAN et al. 2014). Entre os métodos mais eficazes para a defesa da
avifauna destaca-se a investigacdo, por meio da condicdo sanitaria e clinica de
animais em criatérios e soltos na natureza para a obtencdo de dados sanitarios e
posterior utilizacdo dessas informagdes como ferramenta de subsidio na manutencao
das espécies, a fim de impedir surtos de doengas, contaminacdo de ambientes
naturais, decaimento de populagbes ou ainda sua extingdo (DASZAK et al., 2004;
DEEM; KARESH; WEISMAN, 2001, SAIDENBERG et al., 2012).

Ainda vale destacar que a capacidade de laboratorios em diagnosticar
patdgenos, pesquisa, treinamento e comunicagdo, sdo elementos-chave para o
sucesso do diagndstico e o combate as zoonoses, além do acompanhamento do
médico veterinario especialista em animais selvagens em um plantel, conduta a qual
ainda é rara no Brasil. (KRUSE et al., 2004; GRESPAN et al. 2014).
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2.3.Doencas bacterianas de aves silvestres e exéticas

As doengas bacterianas de aves possuem grande relevancia clinica para a
saude publica, devido a alta morbidade e muitas vezes alta mortalidade de aves
silvestres e exdticas, mantidas ou ndo em cativeiro. As aves de vida livre s&o
consideradas reservatorios de diversas enfermidades, entre elas as zoondticas,
portanto, sdo alvo de diversos estudos afim de relatar quais agentes infecciosos s&o
capazes de se hospedar nesses animais e se disseminar de forma indireta ou direta,
causando danos a outras aves e a espécie humana (GARGIULO et al, 2018).

A familia enterobacteriaceae apresenta como caracteristica morfolégica a
forma de bacilos, medindo em média entre um e cinco ym, com anaerobiose
facultativa, sendo fermentadoras de glucose, oxidase negativas, e algumas espécies
moveis e outras ndo moveis. Constituem o maior e mais heterogéneo grupo de
patdgenos gram negativos de importancia médica, sendo responsaveis por uma
grande variedade de infecgbes nosocomiais, desde leves infegbes urinarias,
pneumonia e infecdes do trato respiratorio, trato digestdrios e em casos mais severos,
septicemias (LOSCH, 2008; SILVA, 2010).

Os principais géneros sao Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella,
Morganella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella e Yersinis, os quais sao agrupados
em trés grupos, segundo sua patogenicidade: patogenicidade incerta, representados
pelas Enterobacter e Proteus; patdgenos oportunistas, como bactérias do género
Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Salmonella e
Citrobacter e patdogenos de alta patogenicidade para animais, onde se encontram
algumas Salmonella, Yersinia e Escherichia coli. Essas bactérias podem ser tanto
causadoras de doencas de forma direta, quanto serem constituintes da flora comensal
de seres humanos, podendo ou nado, provocar infecgdes oportunistas. Sao
microrganismos encontrados em ambiente naturais, seja terrestre ou aquatico
(ALLEGRETTI, 2009; SAIDENBERG, 2012; CANTON e MOROSINI, 2011).

Infecgbes bacterianas representam uma das principais causas de o6bitos aves
silvestres (de cativeiro ou ndo) e de producao. As bactérias gram negativas da familia
enterobacteriaceae sao patdbgenos comumente isolados em aves, sendo responsaveis
em muitos casos por baixas significantes em plantéis e bandos de vida livre,

contrariando alguns autores, que as consideram agentes oportunistas,
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menosprezando a real importancia desse grupo de bactérias na saude dos animais
selvagens (PEREZ et al. 2007).

2.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli, € um bastonete gram negativo, da familia Enterobacteriaceae.
Embora E. coli possa ser comensal para aves, algumas estirpes sdo patogénica e
levam a chamada colibacilose aviaria. Em humanos, E. coli € responsavel por cerca
de 40 a 50% dos casos de septicemias por bactérias Gram-negativas. E uma bactéria
nao esporulada, anaerdbica facultativa, com metabolismo respiratério e fermentativo
(CAMPOQOS et al, 1999, MORAIS et al, 2019).

A presenca de E. coli no trato digestorio de psitacideos, assim como em outras
especies de aves, € vista como prejudicial, pois esse microrganismo patogénico, pode
se recombinar e expressar cepas adaptadas ao meio, tornando-se capaz de causar
diversas doencgas. Dessa forma, a gravidade do quadro clinico, estara ligado a
viruléncia do patégeno infectante (LISBOA, 2008; KNOBL et al., 2008; DHO-MOULIN,
1999).

Existem varios sorogrupos de E. coli que podem ser divididos em dois grandes
grupos: as intestinas que sao E. coli diarreiogenicas (DEC) e as extra intestinais que
causam infecgdo em outros locais que néo o intestino (EXPEC) (KOHLER et al., 2011).
Além da classificagao nesses dois grandes grupos, a E. coli pode ser classificada de
duas formas diferentes, por meio de sorotipos de antigenos, sendo eles: somatico (O),
capsular (K), flagelar (H) e pili (F) e em patotipos, variando esses de acordo com os
aspectos clinicos e 0s genes responsaveis pela expressédo de fatores de viruléncia.
Nessa classificacdo, podemos citar: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli de meningite neonatal (NMEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli
enteroagregativa (EaggEC), E. coli produtora de shigatoxina (STEC) e E. coli
patogénica para aves (APEC), sendo essa, a principal cepa causadora de morbidade
e mortalidade em aves silvestres e exdticas (SAIF et al, 2004; SAINDENBERG et al.,
2012; GYLES et al., 2010; KNOBL et al., 2004).

A maioria das manifestagcdes de doencas causadas pela E. coli, sdo relatadas

como cepas extra intestinais e secundarias a outros agentes patogénicos, porém,
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existem outros dois tipos de isolados para essa bactéria, que variam de acordo com
suas caracteristicas genéticas e comportamento clinico, sdo elas, cepas comensais
intestinais e cepas entéricas. Apesar de existir diferenca entre cepas de E. coli, as
quais se estratificam entre mais ou menos patogénicas, diversos fatores devem ser
considerados para se qualificar a viruléncia da E. coli em contato com aves de cativeiro
e seu potencial em causar enfermidades a esses animais e ao ser humano
(SAINDENBERG et al., 2012; ALMEIDA et al., 2017).

Nas aves, as infecgdes por APEC, estdo associadas a falta de manejo sanitario,
nutricional e de bem-estar. Os principais sinais clinicos nestes animais sdo pneumonia,
sinusite e doencgas entéricas, podendo apresentar quadros de sepse. A transmissao
da doencga acontece por meio da inalagao de particulas contaminadas, ingestao de
agua e alimentos contaminados com a cepa, e contato com fezes e secregdes
contaminadas, nas quais essa bactéria pode sobreviver no ambiente por longos
periodos, o que permite maior disseminacdo do patdégeno e infeccdo de animais
saudaveis. (MATTES et al., 2005; BOWMAN e JACOBSON, 1980; LA RAGIONE e
WOODWARD, 2002).

Escherichia coli enteropatogénica (EPEC) é considerada uma das principais
causas de diarreia infantii em paises em desenvolvimento, devido a sua alta
prevaléncia nas comunidades, ambientes hospitalares e pelo fato de ser uma das
principais causas de diarreia persistente. Os primeiros casos relatados aconteceram
em 1955, quando uma série de cepas de E. coli, associadas a surtos de diarreias nas
décadas de 1940 e 1950, foram descritas. Atualmente, as diarreias sdo responsaveis
por 1,3 milhdo de mortes anuais em lactantes e criangas (NETER et al., 1955; OCHOA
e CONTRERAS, 2011).

Ao comparar os aspectos clinicos de diarreia causada por EPEC a outros
agentes patogénicos, criangas com infecgbes por EPEC sao mais propensas a deixar
de responder a terapia de reidratagéo oral (TRO), adquirem intolerancia ao leite de
vaca, necessitam de hospitalizagéo e desenvolvem diarreia persistente (FAGUNDES-
NETO; SCALETSKY, 2000).

O diagnéstico molecular para EPEC é o mais utilizado. A bactéria causa uma
lesdo histopatoldgica caracteristica conhecida por “Attaching and Effacing” (lesao A/E)
a qual destréi as microvilosidades intestinais, se aderindo intimamente ao epitélio,

ocasionando acentuada reorganizacdo das proteinas do citoesqueleto dos
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enterdcitos, que, por fim, culmina no aparecimento de estruturas na forma de
pedestais, sobre as quais, a EPEC se encontra aderidas (NATARO; KAPER, 1998).
Essas bactérias podem ser classificadas em tipicas (EPEC-t) e atipicas (EPEC-a) em
virtude do seu genoma e fatores de viruléncia (MOURA, 2009; SANTOS, 2022).

A gastroenterite grave € uma doenga bacteriana que gera aproximadamente
800.000 mortes anuais. Tem como seu principal patégeno, E. coli diarreiogénica
(DEC), grupo no qual se encontra a E. coli enteroinvasiva (EIEC), bactéria responsavel
por causar disenteria bacilar semelhante a Shigella em criangas e adultos. Infec¢des
por EIEC ocorrem em todo o mundo, no entanto, sdo particularmente comuns em
paises de baixa renda e com falta de higiene. Suas caracteristicas bioquimicas,
genéticas e patogénicas sdo semelhantes a Shigella spp, porém nao possui a toxina
Shiga (LAN et al., 2004; PARSOT, 2005; SAVARI et al, 2020).

A disenteria bacilar pode causar febre, célicas abdominais, fezes com presenca
de sangue e pus, e diarreia associadas ou ndo a vomito. A EIEC pode causar invasao
e penetracdo das células epiteliais do colon. Apdés a penetragcdo na mucosa
colonizada, a bactéria prolifera intracelularmente e se espalha para as células
adjacentes, destruindo a barreira epitelial intestinal. Essa capacidade de invadir e
colonizar a superficie das células epiteliais € influenciada por muitos fatores de
viruléncia. Seu diagnodstico é feito por métodos bioquimicos (SAVARI et al, 2020;
FARAJZADEH-SHEIKH et al, 2020).

2.3.2. Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriaceae,
morfologicamente classificadas como bastonetes gram negativos, anaerdbios
facultativos, oxidase negativas. Sao considerados bacilos curtos, 0,7 a 1,5 x 2,5 um,
nao formadores de esporos e com excecdo da Salmonella Pullorum e Salmonella
Gallinarum, sao moveis com flagelos (SILVA et al., 2010; CARVALHO et al., 2005).

As salmoneloses, sdo enfermidades que possuem grande relevancia na saude
publica, por conta de sua morbidade, potencial epidémico e dificuldade no seu
controle, fatores esses, desencadeados pelas variadas fontes e vias de infeccéo e

transmissao que seu ciclo infeccioso oferece. Sao bactérias que podem colonizar o
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trato digestorio de aves, répteis e mamiferos, dentre eles o homem (LOPES et al,
2016).

O género Salmonella é dividido em duas espécies de acordo com o esquema
de Kauffmann-White, sendo elas: Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie
de Salmonella enterica possui uma segunda divisdo em seis subespécies (enterica,
salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica). Dentro da subespécie entérica
estdo aquelas causadoras de doenca especificas a um hospedeiro e aquelas
zoonoticas. Salmonella Gallinarum, que causa o tifo aviario, Salmonella Pullorum,
causadora da pulorose ndao sao zoonoses sendo especifica de aves. Ja o paratifo
aviario, enfermidade causada por todas Salmonellas da subespécie enterica, com
excegao das citadas acima sdo em sua maioria zoonoses (CDC,2015; FERREIRA et
al., 2008).

Em aves silvestres, o sorotipo Salmonella Typhimurium é isolado com maior
frequéncia, porém, a salmonelose nesses animais, pode ser causada por inumeros
sorotipos. Nos psitacideos especificamente, a doenga pode se manifestar de forma
grave, causando sinais clinicos variados, como febre ou hipotermia, diarreia, e em
episodios severos e prolongados, artrite e pan-oftalmite. A gravidade do diagndstico,
esta associado a idade do animal, existéncia de coinfec¢gées, manejo nutricional e
sanitario, e ao nivel de estresse que a ave se encontra. Algumas aves podem
apresentar a doenga de modo assintomatico (BENSKIN et al., 2009; GRIMES et al.,
1992).

O meio de transmissdo ocorre de diversas formas, sendo a via oro-fecal a
principal. Entretanto, o contato indireto com animais, agua, alimentos, superficies e
objetos infectados, além da inalacdo de particulas no ar, também podem ser
causadores da doenca. Insetos, animais com infecgcdes crbnicas e aves de vida livre
podem se tornar vetores da bactéria para aves de cativeiro e seres humanos
(BROWN, 2000).

Para se obter o diagndstico para Salmonella, a verificagado dos sinais clinicos
da doencga e seu curso € de extrema importancia (RUPLEY, 1999). O diagndstico
microbiolégico para Salmonella é feito por meio de pré-enriquecimento nao seletivo,
seguido de enriquecimento seletivo, plaqueamento em meio seletivo e diferencial

soélido, analise bioquimica e tipificacdo sorologica (ADAM e MOSS, 2008). PCR é o
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método de diagnostico mais rapido, sensivel e especifico, sendo considerado o
padrao-ouro (ALLGAYER, 2008).

2.3.3. Campylobacter

Campylobacter  spp. sao bactérias pertencentes a familia
Campylobacteriaceae, microrganismos Gram negativos, ndo esporulado, de formato
espiralado ou curvo, delgada e movel, com flagelo em uma ou nas duas extremidades
na maioria das espécies. Sao patdgenos pequenos (0,2 e 0,9 ym x 0,2 e 5 ym), se
reproduzem em ambientes de microaerofilia, 10% CO2 e 5% 02, na temperatura de
40 a 42°C e pH entre 5,5 e 8 (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018; KRELING et al., 2020).

O género Campylobacter é composto por 39 espécies e 16 subespécies.
Algumas das espécies de maior relevancia por causarem doengas em humanos e
animais sao C. jejuni, C. coli, C. lari, C. curvus e C. fetus, sendo a ultima considerada
ndo termotolerante, diferentemente das demais (CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018;
KRELING et al., 2020). Entre as 16 espécies causadoras de campilobacteriose em
humanos e animais, estdo, C. jejuni (mais de 80% dos casos da doenga) e C. coli,
responsavel por cerca de 10% dos casos notificados a nivel mundial, o que gera
perdas econdmicas anuais nos Estados Unidos de US$ 1 bilhdo de doélares. A espécie
C. jejuni se divide em duas subespécies, jejuni e doylei, sendo a primeira, a de maior
importancia para a saude publica, saude animal e a industria de alimentos
(YOGASUNDRAM, 1989; AMMAR et al., 2020; BEN ROMDHANE; MERLE, 2021).

Atransmissao da campilobacteriose acontece via oro-fecal, através da ingestao
de alimento ou agua contaminada. As infe¢des causadas pela Campylobacter spp.
podem ser autolimitante ou sintomatica, apresentando sinais de doenca
gastrointestinais, como vémito, diarreia e dor abdominal (CASEY; FITZGERALD;
LUCEY, 2017). O desenvolvimento da doenga autoimune € possivel em alguns casos
(Guillian-Barré). Dessa forma, o patdgeno mimetiza em sua membrana externa,
lipopolissacarideos similares aos presentes nos axénios das fibras motoras, fazendo
com que o organismo do hospedeiro produza anticorpos (IgG) contra essas estruturas,
desenvolvendo assim a resposta autoimune do mesmo contra os nervos que

determinam um quadro de paralisia ascendente, que pode levar o individuo a ébito,
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pela dificuldade respiratdria causada pela paralisia do diafragma (KIM et al., 2021;
KOIKE; CHIBA; KATSUNO, 2021).

Varios mamiferos domésticos ou selvagens e espécies de aves servem como
reservatorios de C. jejuni. A infecgao intestinal por esse agente ja foi documentada em
bovinos, suinos, caes, gatos, animais de laboratorio e animais exéticos, incluindo as
aves. Os portadores aviarios de C. jejuni incluem galinhas, codornas, perus, patos,
aves aquaticas, pombos e papagaios. A sobrevivéncia de C. jejuni nas carcagas de
aves contaminadas por até 6 meses em armazenamento refrigerado aumenta o risco
de infecgcdo humana (YOGASUNDRAM, 1989).

Para se tratar a enfermidade, na maioria dos casos, nao é feita a utilizagao de
antimicrobianos, por se tratar de infecgdes leves a moderadas. Em casos graves, o
uso de antibidticos € necessario. Os medicamentos de escolha geralmente sao
fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, e macrolideos, principalmente a eritromicina
(SPROSTON; WIMALARATHNA; SHEPPARD, 2018; YANG et al., 2019).

2.3.4. Mycoplasma spp

A micoplasmose € uma doengca causada pelos Mycoplasma spp,
microrganismos procariontes, pleomorficos, com auséncia de parede celular, com
tamanho entre 200-300nm, o que impede que os micoplasmas sejam considerados
bactérias, sendo classificados por muito tempo como parasitos extracelulares
obrigatérios. Hoje, é admitida a existéncia de espécies de vida intracelular e outras
que fazem por opgao. Sao constituintes da classe Mollicutes, possuem curto genoma
com DNA circular de fita dupla e se multiplicam por autorreplicagao ou fissdo binaria
(CAVALHEIRO, 2001; GERLACH, 1994; JOHANSSON E PETTERSSON, 2002;
KLEVEN, 2008; NASCIMENTO, 2000; OIE, 2008).

Ao todo, existem mais de 120 espécies de micoplasmas descritas, sendo
divididas em oito géneros: Acholeplasma, Anaeroplasma, Asteroleplasma,
Entomoplasma, Mesoplasmas, Mycoplasma, Spiroplasma e Ureaplasma, as quais,
apenas trés, Acholeplasma, Mycoplasma e Ureaplasma, infectam animais. Nessa
classe, sdo encontrados microrganismos patogénicos e outros proprios da microbiota
do hospedeiro, os quais podem habitar o organismo de mamiferos, aves, répteis,

peixes, artropodes e plantas. Por serem espécie-especificos, € improvavel a
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ocorréncia de infeccgdes simultaneas por mais de uma espécie de micoplasma em um
mesmo hospedeiro (CAVALHEIRO, 2001; DYBVIG E VOELKER, 1996; GERLACH,
1994; KLEVEN, 2008; QUINN et al., 2005).

Dentre as espécies do género Mycoplasma, apenas trés: Mycoplasma
gallisepticum (MG), M. meleagridis (MM), e M. synoviae (MS), possuem importancia
clinica para aves selvagens, com o MG, sendo a unica com reconhecida importancia
para psitacideos (FRIEND e FRASON; 1999) e sao aqueles descritos no PNSA
(BRASL, 2018).

Estudos para verificagdo de Mycoplasma spp. em psitacideos ainda sao
escassos, por conta de serem infecgdes que acometem com mais frequéncia galinhas
e perus, as quais, sdo aves de grande interesse econdmico, devido a comercializagao
da carne e de ovos das mesmas (LOURENCO,2014). Em aves de cativeiro ou de vida
livre, informacgdes sobre a prevaléncia de infecgbes por Mycoplasmas sao inexistentes,
seja no Brasil, ou no mundo (GERLACH, 1994; GOMES et al., 2010).

Para ocorrer a transmissdo desse patdégeno, € necessaria uma grande
proximidade fisica entre individuos infectados e sadios, tendo como principais portas
de entrada para o agente, vias respiratérias e genitais, por meio das secregdes de
estruturas envolvidas. Sacos aéreos de animais doentes também podem infectar
gbnadas por contato direto (TULLY, 1995; ABDULRAHMAN E BRADBURY, 1996;
GERLACH, 1994; LUTTREL E FISCHER, 2007). Em termos de diagndstico, o ideal é
fazer o isolamento do Mycoplasma spp porém sendo um microrganismo fastidioso isso
nem sempre € viavel. Assim, o diagnéstico pode ser feito de duas maneiras: sorologia
e/ou isolamento e identificacdo do Mycoplasma. Os métodos sorolégicos de triagem
mais empregados sdo a Soro Aglutinagao Rapida (SAR) e ELISA. Para confirmacéo,
a Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI) e a PCR sao recomendadas (LUTTRELL E
FISCHER, 2007; NASCIMENTO, 2000; OIE, 2008).

2.4.Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana € um problema mundial, atual e de importancia
para a Saude Unica (CDC, 2022). O tratamento das infecdes graves por Salmonella
spp. € Campylobacter spp. por exemplo, € realizado pela antibioticoterapia, porém,

com o0 uso excessivo de antimicrobianos na produg¢ao animal e na saude humana nos
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ultimos anos houve aumento da resisténcia dessas bactérias a uma diversidade de
classes de antimicrobianos (MCDERMOTT; ZHAO; TATE, 2018; SHEN et al., 2018).

As bactérias ao longo de sua evolugdo, desenvolveram diversas formas de
resisténcia natural ou adquirida a antibiéticos, adquirindo uma enorme variedade de
padroes de resisténcia natural, por meio da adeséo de genes ligados a resisténcia de
bactérias da propria espécie ou de espécies e géneros diferentes, reduzindo ou
anulando o efeito de tratamentos para infe¢cbes (LOSCH, 2008; SILVA, 2010). A
elevada taxa de resisténcia aos antibidticos, associada a fatores de viruléncia,
producao de toxinas, presenca de capsula, fatores de aderéncia, entre outros, séo
responsaveis por transformar as enterobacteriaceae em um relevante problema
mundial de saude publica em ambiente hospitalar (CANTON e MOROSINI, 2011).

Em 2015, Seyedmousavi e colaboradores, realizaram um estudo envolvendo
animais e humanos, no qual, concluiu-se que além do papel de reservatério de
patdbgenos que as aves desempenham, essas, desempenham um papel de grande
importancia dentro do contexto de zoonoses como vetores, representando perfis de
resisténcia de diferentes antimicrobianos, sendo responsaveis por impactos diretos e
indiretos na saude publica.

Inimeros fatores contribuem para a prevaléncia de resisténcia a antibiéticos
entre as aves silvestres em uma determinada localizagdo geografica, contudo, a
especificidade de caracteristicas de uma area pode se sobrepor a sua localizagao real
no mundo (JONAS BONNEDAHL & JOSEF D. JARHULT, 2014).

No estudo Jonas Bonnedahl & Josef D. Jarhult (2014) foi avaliada a capacidade
de Aves silvestres serem postuladas como sentinelas, reservatorios e potenciais
propagadores de bactérias resistentes a antibiéticos, concluindo-se que os niveis de
resisténcia bacteriana parecem correlacionar-se com o grau de interagao das aves
com as atividades humanas, sendo citados como exemplos, o afastamento geografico
de uma érea, seu estado de preservagao natural e altas densidades de gado e

humanos no local.

3. OBJETIVO

O objetivo desse estudo € investigar e caracterizar a presenga dos patégenos

zoonoticos (Campylobacter jejuni, Escherichia coli e Salmonella spp.), MG e MS em
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aves silvestres exoticas e aves de cativeiro e avaliar o potencial risco desses
patdgenos para as aves e para o ser humano e/ou as aves. Além disso verificar o

potencial de transferéncia de genes de resisténcia das estirpes isoladas.

4. MATERIAS E METODOS

4.1. Amostras

Para a execucgao do projeto, foram coletadas amostras de fezes de aves, em
dois diferentes locais, por um periodo de 4 semanas consecutivas, a fim de identificar
por meio de analises laboratoriais as bactérias patogénicas: Campylobacter,
Escherichia coli, Mycoplasma Gallinarum (MG), Mycoplasma Synoviae (MS) e
Salmonella spp.

Para tal estudo, foi respeitado o mesmo intervalo de tempo entre as coletas,
ocorrendo a cada 7 dias e pela manha, previamente a limpeza dos recintos.
Inicialmente, foram coletadas no Laboratério de Ensino em Animais Silvestres
(LAPAS), pertencente a Universidade Federal de Uberlandia — UFU (local onde
acolhem aves silvestres e exdticas, vitimas de apreensdes, doagdes e acidentes). A
cada semana, foram coletados um pool de aproximadamente oito (8) fezes frescas em
cada recinto, retirando a parte das fezes presentes na superficie e acondicionando em
tubos coletores universais, os quais, eram acompanhados de uma haste estéril de
plastico para auxiliar o processo. As amostras foram coletadas de diferentes recintos,
denominados: bergario (local em que ficava as aves recém eclodidas ou menor de 3
meses de idade que recebiam alimentacao forgada), quarentena (local onde ficavam
as aves recém-chegadas), recinto de doencas infecto gastrointestinais (DIGI) (local
onde ficavam aves com sintomas gastrointestinais) e recinto de voo (local onde
ficavam as aves recuperadas aguardando destinacéo). O processo foi realizado
durante as duas primeiras semanas, ocorrendo variagdo no numero de individuos e
espécies nos recintos entre a primeira e segunda amostragem, ja que as aves desses
locais sao individuos de vida livre ou de apreensdes, assim, novas aves, chegam
rotineiramente. Durante o periodo do estudo, as aves receberam como base de suas
alimentacgdes frutas, vegetais, sementes e ragdes (tabela suplementar 1), variando de
acordo com a espécie e necessidades nutricionais particulares. Na tabela 1 é possivel

verificar a dindmica da presenca e entrada de aves em cada recinto.
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Tabela 1. Espécie de aves em cada recinto nas datas de coleta de fezes no Laboratério

de Ensino e Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS/UFU)

Data da Local/Recinto Espécie presente r'\lurpgro de
coleta individuos
Primolius maracana 1
11/04/2023 Bercario
Psittacara leucophthalmus 5
Psittacara leucophthalmus 5
18/04/2023 Bercario
Cairina moschata 1
11/04/2023 Doeng_as Inf_ect_o Psittacara leucophthalmus 4
gastrointestinais
18/04/2023 ~ Doencasinfecto 5 e leucophthalmus 4
gastrointestinais

Amazona aestiva 1
Brotogeris chiriri 2

11/04/2023 Quarentena
Patagioenas picazuro 1
Psittacara leucophthalmus 7
Amazona Aestiva 2
Brotogeris chiriri 2
Columbina talpacoti 1

18/04/2023 Quarentena
Patagioenas picazuro 1
Oryzoborus angolensis 1
Psittacara leucophthalmus 4
11/04/2023 Recinto de voo Psittacara leucophthalmus 4
18/04/2023 Recinto de voo Psittacara leucophthalmus 5

Posteriormente, foram realizadas duas coletas em sequéncia em um criadouro

comercial de psitacideos exodticos (tabela 2) localizado em Santa Cruz das Palmeiras

- SP, em dois diferentes recintos, os quais abrigavam matrizes de trés espécies. No

recinto Matriz | (machos e fémeas a partir de 2 anos de idade ja em etapa de

reprodugao sendo a relagao de 1:1 macho e fémea por gaiola), durante o experimento,

era oferecida como base nutricional para as aves ragao extrusada (tabela suplementar

2), e em menores proporcdes, vegetais e sementes. No recinto Matriz Il (fémeas e

machos (1:1) a partir de 1 ano de idade que ainda n&o entraram em reprodugao), a

alimentacao das aves tinha como base sementes, e em menores propor¢cdes racao

extrusada (tabela suplementar 2) e vegetais. Em ambos os recintos, ndo houveram
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qualquer mudanga em relagdo as aves presentes durante a primeira e segunda

amostragem (Tabela 2).

Tabela 2. Dados das amostras coletadas no Criadouro comercial de psitacideos

exoticos
Espécie N° de individuos no N° de individuos no
recinto matriz | recinto matriz I
Psittacula krameri 38 6
Platycercus eximius 14 3
Trichoglossus moluccanus 2 8

4.2.1solamento microbiolégico de Campylobacter

Foi adicionada 1g das fezes coletadas em 10 ml dos caldos seletivos Mueller
Hinton (Biolog®) enriquecido com 5% de sangue e 1% de extrato de levedura e Bolton
(Scharlau®) enriquecido com suplemento antibiético seletivo para Campylobacter
(Merk®) para incubac&o a 41°C por 24 horas em microaerofilia. Na sequéncia, uma
alcada da solugdo foi semeada em placas de Agar CCDA (Charcoal Cefoperozone
Deoxycholate agar) (Neogen®) enriquecido com 1% de extrato de levedura e
suplemento antibidtico seletivo para Campylobacter (Merk®) sendo colocadas para

incubacao a 41°C por 48 horas em microaerofilia.

4.3.1solamento microbiolégico de Salmonella spp

Foram seguidas as normas vigentes da PORTARIA N° 126, DE 03 DE
NOVEMBRO DE 1995 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Primeiramente, as amostras passaram por enriquecimento em meio nao
seletivo BHI (Brain Heart Infusion) (Biokar®) e em meios seletivos Tetrationato
(Himedia®) e Rappaport (Biolog®), todos incubados a 37°C por 18-24 horas. Apos o
processo, a partir de algadas das solugdes dos caldos de enriquecimento, foram feitas
estriacbes em placas de agar MacConkey (lon®) e agar Verde Brilhante, as quais

sofreram nova incubacéo a 37°C por 18-24 horas.
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4.4.1solamento e caracterizacao de Escherichia coli

Foi adicionada 1g das fezes coletadas a 10 ml do meio de enriquecimento BHI
(Brain Heart Infusion) (Biokar®) e incubadas por 18-24 horas a 37°C. Posteriormente,
foi realizada a semeadura em placas de agar MacConkey (lon®) e nova incubagéao por

24 horas a 37°C. Colbnias rosas foram mantidas para as analises posteriores.

4.4.1. Bioquimica para identificagao de E. coli

Previamente a realizagdo da bioquimica para identificagdo da bactéria, foi
realizada a prova da oxidase para direcionamento do kit a ser utilizado. Para todas as
bacterias o teste da oxidase foi negativo, portanto, foram utilizados os kits de
bioquimica Bactray® 1 e 2. Os isolados foram diluidos em salina estéril a 0,85% na
escala de McFarland equivalente a 108 unidades formadoras de colénia (UFC) por
mililitro. Em cada pogo do kit foram dispensados 100uL da solugado e adicionados os
reagentes adicionados conforme indicagdo do produto. Em seguida, os kits foram
incubados em camara umida em temperatura de 35 + 2°C por 18-24 horas e realizada

a leitura das provas.

4.4.2. PCR para confirmagéo de E. coli

Para reacao de PCR de E.coli foi utilizado uma mistura que consistiu em 20
pmol de cada primer (5’ GAACATCAAACATTAAA 3' e 3'AATCAGTCGAAGATA 5'),
12,5uL de Go Taq ® Green Master Mix (Kit Go Taq ® Green Master Mix, Promega,
Madison, WI, EUA), 2 uL de DNA e 6,5 pL de agua ultrapura. A amplificacao foi
realizada usando uma etapa inicial de desnaturacédo (3 min, 94°C), seguida por 40
ciclos incluindo trés passos consecutivos de 45 segundos a 94°C, 50°C e 72°C. Uma
fase de extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 1,5 % com tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X,
corados com SYBR SAFE corante de gel 10000x e digitalizados em sistema de

fotodocumentacao (Alfa Innotech®).
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4.4.3 I|dentificacao de genes de viruléncia para caracterizagcao de APEC

Todos os isolados foram examinados quanto a presenca de 5 genes de
viruléncia de APEC (iutA, iroN, hlyF, iss e ompT), conforme descrito por Johnson e
colaboradores (2008). Na reagao de PCR utilizou-se uma mistura 0,75 pL de cada
primer (7,5 pmol), 12,5uL de Go Taq ® Green Master Mix (Kit Go Taq ® Green Master
Mix, Promega, Madison, WI, EUA), 2 yL de DNA e 3,0 pL de agua ultrapura. Os oligos
correspondentes Forward e Reverse de cada gene sdo: iutA
(GGCTGGACATCATGGGAACTGG; CGTCGGGAACGGGTAGAATCG); hlyF
(GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC; GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG);
iroN (AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT;
GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT); ompT
(TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT;
TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC); iss (CAGCAACCCGAACCACTTGATG;
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA).

Os parametros de ciclagem para amplificacao incluiram: 94°C por 2 min, 25
ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 s, anelamento a 60°C por 30 s, alongamento a
68°C por 3 min e extenséo final a 72°C por 10 min. Os produtos amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel usando 8 uL da mistura final a 1,5% de gel de
agarose em tampao TBE (Tris-Borato-EDTA) 0,5X. O fotodocumentador utilizado foi
(Alfa Innotech®).

Para serem classificadas como APEC a bactéria precisa ter ao menos trés (3)

genes de viruléncia e pertencerem aos grupos filogenéticos B2, G, D ou F.

4.4.4 Sorologia das E. coliisoladas

Em uma placa limpa e desengordurada com alcool, foram utilizadas como
proporgao colbnia/antisoro: para 1 gota liberada pelo conta gotas de soro PROBAC,
foi adicionada 1 gota da colénia (menor que a gota de soro). Apds, foi feito a mistura
desses componentes de forma homogénea, ocupando uma éarea de + 1,5 cm de
didametro, com posterior movimentagdo por 2 minutos. Por fim, foi observada a
presenga ou ndo de aglutinagdo. A sorologia teve como intuito, identificar os sorotipos
de EPEC: Classica Polivalente A, B ou C ou sorotipos de EIEC: Invasora Polivalente

A ou B. Uma cepa controle positivo de cada exemplar foi usada em paralelo.
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4.5. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O antibiograma foi realizado através do método de difusdo em disco como
descrito por Silva et al. (2013). Os isolados foram diluidos em salina estéril a 0,85%
na escala de McFarland equivalente a 102 unidades formadoras de col6nia (UFC) por
mililitro. As amostras ajustadas foram espalhadas em placas de Petri contendo agar
Mueller Hinton (Biolog®) com o auxilio de swab estéril, cobrindo totalmente a
superficie do meio. Em seguida os discos com os antimicrobianos — Ampicilina (10 pg),
Azitromicina (15 pg), Ciprofloxacina (5 ug), Ceftrixona (30 ug), Ceftiofur (30 pg),
Norfloxacina (10 pg), Levofloxacina (5 pg) e Polimixina B (300 Ul) (Sensifar®) — foram
depositados sobre a superficie das placas e incubados durante 24 horas a 37°C. Os
halos de inibicdo de crescimento foram medidos e os isolados foram categorizados
para cada um dos antibiéticos como sensiveis, intermediarios ou resistentes de acordo
com CLSI (2023).

4.6.ldentificagao molecular de Mycoplasma

Para isolamento de MG E MS 1g de fezes foi armazenada em ultrafreezer -80C
para posterior extracdo de DNA utilizando kit comercial Wizard® SV Genomic DNA
Purification System adaptado. A PCR para MG (524pb) e MS (207pb) foi realizada
separadamente com o0s  seguintes iniciadores, respectivamente: 5'-
GGATCCCATCTCGACCACGACAAA-3, 5-CTTTCAATCAGTGAGTAACTGATG-3’;
5-GAGAAGCAAAATAGTGATATCA-3’, 5-CACTCGTCTCCGAAGTTAACAA-3. O
volume final de cada mistura para reagcéo da PCR foi de 25 pul, sendo 12,5 ul de Go
Taq ® Green Master Mix (Kit Go Tag ® Green Master Mix, Promega, Madison, WI,
EUA), 2,0 ul (20 pmol) de primers direto e reverso para MS e 2,0 ul (30 pmol) para MG
e 7,5 ul de agua ultrapura, além de 1 yl do DNA extraido. O programa de amplificacao
utilizado foi etapa inicial de desnaturagao (5 min, 94°C), depois 35 ciclos incluindo trés
passos sucessivos de 30 segundos a 94°C, 51°C (MG) / 55 °C (MS) e 72°C. Uma fase
de extenséo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos de amplificacdo da PCR (pb)
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5 % com tampao TBE (Tris-
Borato-EDTA) 0,5X, corados com SYBR SAFE 10000x e digitalizados em sistema de

fotodocumentagéao (Alfa Innotech®).
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5. RESULTADOS

Em nenhuma das amostras foi isolada Campylobacter spp. ou Salmonella spp.
Também ndo houve identificagdo de MG e MS. E. coli foi isolada e identificada por
testes bioquimicos e PCR em 58,33% (7/12) dos locais de coleta, com um total de 9
colénias diferentes (tabela 3). No criatorio comercial s6 houve isolamento no recinto 2
na segunda coleta (tabela 3). No bercario e na quarentena houve isolamento de E.

coli apenas na segunda coleta (tabela 3).



30

Tabela 3. Relagao das bactérias encontradas em isolamento microbiolégico confirmadas por

bioquimica, PCR e a caracterizagao.

Data da Identificagao E. coli E. coli Caracterizagao
Local/Recinto A confirmada por confirmada o
coleta da colénia . A sorolégica
bioquimica por PCR
11/04/2023 Bercario o 2 0
18/04/2023 Bergario 4 1 1 Invasora
Polivalente B
11/04/2023 DGI L L L Classica
Polivalente B
11/04/2023 DGI 2 L 1 Classica
Polivalente B
5 1 1 Classica
18/04/2023 DGI Polivalente A
11/04/2023 Quarentena o 0 0
18/04/2023 Quarentena 6 1 1 Comensal*®
11/04/2023  Recinto de voo 3 L L Classica
Polivalente C
18/04/2023  Recinto de voo 7 1 1 Comensal*
0 0 -
25/04/2023 Recmtci Matriz
0 0 _
10/05/2023 ReC|ntc|> Matriz
25/04/2023 Remnth)I Matriz 0 0
10/05/2023 Recinto Matriz 8 1 1 Qléssica
Il Polivalente B
10/05/2023 Recinto Matriz 9 1 1 Qléssica
Il Polivalente B

Ao avaliar a sorologia, foi concluido que todas as E. coli eram pertencentes as

classes enteroinvasivas ou enteropatogénicas, com exceg¢ao as daquelas isoladas da

quarentena e no recinto de voo da segunda coleta. No total, 44,44% (4/9) das cepas

de E. coli pertenciam ao grupo Classica Polivalente B, isoladas tanto no LAPAS quanto
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no criatorio de Sdo Paulo. As demais amostras foram identificadas no Lapas, as quais,
11,11% (1/9) pertenciam ao grupo Classica polivalente A, 11,11% (1/9), Classica
polivalente C e 11,11% (1/9) Classica invasora B e 22,22% (2/9) foram caracterizadas
como comensais, sendo ambas isoladas do LAPAS embora a colénia 6 apresentasse
3 genes (iroN, ompT e iss) e a colonia 7, 4 (iroN, ompT, hlyF e iss) genes de viruléncia
(tabela 3).

No estudo, foram utilizados 8 diferentes antibiéticos compreendidos em 5
classes diferentes: Ampicilina (AMP), da classe das Penicilinas, Azitromicina (AZl), um
Macrolideo, Ceftriaxona (CRO) e Ceftiofur (CTF), Cefalosporinas de 32 geracéo,
Ciprofloxacina (CIP), Norfloxacina (NOR) e Levofloxacina (NOR) pertencentes as
Quinolonas e Polimixina B (POLI B).

Todas as E. coli encontradas eram resistentes a POLI B (Figura 1). Houve uma
alta percentagem de resisténcia as quinolonas sendo 33,33% resistentes a NOR,
44,44% resistentes a LEV e 55% resistentes a CIP. A resisténcia aos beta-lactamicos
foi menor quando comparada as quinolonas, mas houve 33,33% resistentes a
ampicilina e 11,11% resistente ao CEF e a CRO. Um total de 33,33% das E. coli foram
resistentes ao macrolideo AZI (Figura 3).

Um total de 55,55% (5/9) das E. coli isoladas apresentavam resisténcia a 3 ou
mais classes de antibiéticos, sendo classificadas como multirresistentes (tabela 4).
Sé&o os isolados 1 (classica polivalente B isolada do DGI na primeira coleta), 2 (classica
polivalente B isolada do DGI primeira coleta), 4 (invasora polivalente B, isolada do
bercario, segunda coleta), 5 (classica polivalente A, isolada do DGI segunda coleta) e
6 (comensal, isolada da quarentena segunda coleta) (tabelas 3 e 4). E. coli isoladas
do criatorio de Sado Paulo (ambas classica polivalente B) apresentaram baixa taxa de
resisténcia (tabela 4). A comensal isolada do recinto de voo na segunda coleta também
apresentou resisténcia apenas para polimixina B. A E. coli classica polivalente C
isolada do recinto de voo da primeira coleta apresentou alta sensibilidade, com
resisténcia apenas a polimixina B.

Interessantemente os isolados 1 e 2 do bergario da primeira coleta foram
isoladas do mesmo local e embora ambas sejam multirresistentes, elas apresentam
perfil de resisténcia diferentes (tabela 4) o que sugere que néo sao clones. Os isolados
8 e 9 podem ser clones ja que foram classificadas no mesmo filogrupo e sorotipo

(tabela 3) e apresentam perfil de resisténcia idénticos (tabela 4).
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Figura 3. Percentagem de resisténcia e sensibilidade de E. coli isoladas de aves

apreendidas e aves de criatorio para diferentes antimicrobianos
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AMP = Ampicilina, AZI = Azitromicina, CIP = Ciprofloxaxina, CRO = Ceftriaxona, CTF = Ceftiofur, LEV = Levofloxacino, POL B =

polimixina B e NOR = Norfloxacino. R: Resistente, S: Sensivel, I: Intermediario.

Tabela 4. Resultado dos testes de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados

E. coli 1 2 3 4 5 6 7 8 9
AMP S S S R R R S S S
AZ| R S S S R R S S S
CIp R R S R R R S S S
CRO | S S R S S S S S
CTF | S S R S S S S S
LEV R R S S R R S S S
NOR R R S S R S S S S
POLB R R R R R R R R R

DIGI = Doengas Infecto Gastrointestinais, AMP = Ampicilina, AZI = Azitromicina, CIP = Ciprofloxaxina, CRO = Ceftriaxona, CTF

= Ceftiofur, LEV = Levofloxacino, NOR = Norfloxacino, POL B = Polimixina B, R: Resistente, S: Sensivel, |: Intermediario
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6. DISCUSSAO

O presente estudo obteve resultados negativos para todas as amostras de
Salmonella spp. e Campylobacter jejuni. Tanto nos psitacideos do criatério comercial
quanto nas aves residentes no Laboratério de Ensino e Pesquisa de Animais
Selvagens — LAPAS, o isolamento dos patdgenos de interesse, mesmo que esperado,
nao ocorreu. Lopes etal. (2014), investigaram 182 psitaciformes mantidos em
criatorios comerciais e conservacionistas da Regidao Metropolitana de Fortaleza.
Esses, argumentaram que a baixa frequéncia de identificacdo de Salmonella em
amostras fecais colhidas, pode estar relacionada a excreg¢ao intermitente desse
patdogeno pelas aves em condigdes especificas, dificultando seu isolamento em
provas microbiolégicas tradicionais, devido a possibilidade de a ave nao eliminar a
bactéria nas fezes no momento da coleta.

Bezerra et al. (2013) por sua vez, justificou a auséncia de diagndsticos positivos
para Salmonella spp. se relacionava com a possivel utilizagcao de antibiéticos em aves
em tratamento, porém, medidas sanitarias, tais como limpeza frequente do ambiente,
bebedouro e comedouro, assim como a troca de agua e ragao podem favorecer esses
resultados. Silveira et al. (2018), em estudo de identificacdo de Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli e Salmonella spp. em animais silvestres, incluindo 34 aves em um
centro de reabilitagdo, explanaram que seus resultados negativos, possivelmente séo
justificados pela auséncia dessas bactérias no trato gastrintestinal dos animais
amostrados ou ndo deteccao por particularidades da técnica.

A investigacdo de MG e MS neste atual trabalho, foi realizada por meio de
testes moleculares de amostras fecais, a fim de se fazer uma avaliagdo ambiental nos
locais de pesquisa. Entretanto, o método utilizado, por ndo ser a melhor escolha, pode
ter sido responsavel pela nao identificacdo desses microrganismos. Carvalho (2012)
por meio de sua pesquisa com psitacideos oriundos de um CETAS (Centro de Triagem
de Animais Silvestres) observou através do método da PCR de suabes cloacais, que
2,7% dos psitacideos provenientes do CETAS e 1,9% de criadores conservacionistas
foram positivos para MS. Em contrapartida, os exames para MG apresentaram
21,62% de positividade, sendo 15,70% das aves avaliadas eram provenientes de

criadores comerciais e 6,66% de criadores conservacionistas. Assim, pode-se dizer
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que aves mantidas em aglomeragbes podem ser um fator importante para a
disseminagao do agente (XAVIER, 2019).

Em todos os recintos do atual estudo foram isoladas cepas de E. coli em pelo
menos uma das coletas, exceto no recinto Matriz | do criadouro comercial. Esse fato
pode ser explicado pela diferenga na alimentagao oferecida para as aves desse local,
onde a ragdo extrusada com probiotico é escolhida como base nutricional (tabela
suplementar 2). No trabalho de Roussel e colaboradores 2018, a levedura probidtica
S. cerevisiae mostrou-se promissora com acgao antimicrobiana em cepas de E. coli. A
acao inibidora de Lactobacillus spp. sobre os isolados de E. coli resistente a
antimicrobianos também foi observada por Berbert et al (2021), indicando ser uma
forma possivel de controle deste patégeno. Por fim, segundo Lourengo (2013), a
utilizagdo de bactérias probidticas, como Lactobacillus acidophilus, L. plantarium, L.
rhamnosus, L. bulgaricus, Enterococcus faecium, Streptococcus thermophilus e
Bifidobacterium bifidum, na dieta de frangos de corte, reduziu o isolamento de
Salmonella spp. no ceco das aves e aumentou a expressao de células caliciformes,
CD4+ e CD8+ na mucosa intestinal das aves apos desafio microbioldgico.

E. coliisoladas no presente estudo, foram classificadas em patotipos, variando
esses de acordo com os aspectos clinicos e 0s genes responsaveis pela expressao
de fatores de viruléncia (SAINDENBERG et al., 2012; GYLES et al., 2010). Foram
identificadas E. coli com trés (3) e quatro (4) genes de viruléncia em 22,22% (2/9) das
amostras avaliadas (tabela 3), sendo a colénia 6 (iroN, ompT e iss) e a colbénia 7, (iroN,
ompT, hlyF e iss).

Para o diagndstico de EPEC estudos se baseiam em técnicas moleculares que
investigam a presenca de gene eaeA, as quais, sao classificadas entre EPEC tipica
ou atipica pela presenca ou ndo do gene bfpA, respectivamente (DONNENBERG et
al., 2013). Cepas de E. coli que sao eae + bfp A+ stx — séo classificadas como EPEC
tipicas (tEPEC), a maioria dessas cepas pertencem aos sorotipos O:H classicos e
produzem o fendtipo de aderéncia localizada (LA) associado a producdo de bfp
(TRABULSI et al, 2002). Por outro lado, cepas de E. coli que séo eae + bfp A- stx -
séo classificadas como EPEC atipicas (aEPEC) (OCHOA e CONTRERAS, 2011).

De acordo com a Organizagdo mundial da Saude, as EPEC compreendem 12
sorogrupos O, os quais, sado considerados os principais sorogrupos de EPEC
classicas. Neles estao inclusos: 026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126,
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0127, 0128, 0142 e O158. Trabulsi et al. (2002), definiram que esses sorogrupos,
alocam EPEC tanto tipicas quanto atipicas, assim como outros patotipos de DEC.
Segundo Moura (2010), o perfil de viruléncia encontrado em cepas de EPEC isoladas
de animais, sejam elas tipicas ou atipicas, € muito semelhante as cepas de EPEC
(tipicas ou atipicas) encontradas em humanos. Dessa forma, cepas encontradas em
animais, séo potenciais patdégenos para seres humanos.

EPEC atipicas, quando apresentam fatores de viruléncia, tem sua capacidade
de causar diarreias em criangas e adultos aumentada (MOURA, 2010). Estudos
mostram, que aEPEC esta entre as principais causas de diarreia no Brasil e no mundo,
sendo relacionada a surtos de diarreia e casos de diarreia endémicas e persistentes
(CULLER, 2010). No atual estudo, foram isoladas através das amostras de E. coli,
(6/9) cepas de EPEC classicas, sendo 1 classificada como Classica Polivalente A, 4
Classicas Polivantes B e 1 Classica Polivalente C, as quais, através de novos exames,
podem ser classificadas como tEPEC ou aEPEC (tabela 3).

E. coli enteroinvasiva (EIEC), é responsavel por causar disenteria bacilar
semelhante a Shigella em criangas e adultos. No presente, foi identificado uma cepa
de EIEC Invasora Polivalente B.

Sobre a alta taxa de resisténcia antimicrobiana encontrada no presente estudo,
na lista de “antimicrobianos de importancia critica para a medicina humana” da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), o cloranfenicol e a tetraciclina foram
declarados como “antimicrobianos de alta importancia”. Eritromicina, estreptomicina,
ciprofloxacina, gentamicina e ampicilina foram considerados “antimicrobianos de
importancia critica” (WHO, 2017). De acordo com a “Lista de Antimicrobianos de
Importancia Veterinaria” da Organizagcao Mundial de Saude Animal (OIE), a tetraciclina
e a ampicilina foram considerados agentes “muito importantes” e a eritromicina e
estreptomicina foram consideradas agentes extremamente importantes (OIE, 2015).
Essas classificagdes traz um alerta quanto aos achados do atual estudo, no qual,
elevadas taxas de resisténcia para quinolonas, incluindo a ciprofloxacina e para a
ampicilina foram notificadas, gerando dados preocupantes, devido a importancia
desses farmacos para a saude publica e animal.

No estudo de Pontes e colaboradores (2018), foram identificados 41% de
resisténcia a quinolonas em calopsitas saudaveis em cativeiro, alto percentual de

resisténcia, o qual, foi remetido a utilizacao de tratamentos empiricos sem supervisao
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veterinaria. Athanasakopoulou e colaboradores (2022) identificaram a presencga de
genes de resisténcia a varios antibiéticos como sulfonamidas, trimetoprim, quinolonas,
macrolideos e aminoglicosideos em E. coli de aves selvagens na Grécia, assim como
o presente estudo, que encontrou alta prevaléncia de bactérias resistentes a
Azitromicina que € um macrolidio importante para saude humana. Esses resultados,
foram atribuidos a ampla disseminagéo no ambiente pela presencga e coabitagdo de
plasmideos transferiveis, responsaveis primordialmente pela disseminagcdo de
bactérias multirresistentes (PONTES et al, 2018).

As polimixinas foram amplamente utilizadas como promotores de crescimento
no Brasil até 2016 (MAPA, 2017). O primeiro relato de resisténcia em E. coli de animais
e humanos ocorreu na China (LIU et al., 2016). Por muitos anos, a resisténcia as
polimixinas nao foi considerada um problema porque o gene de resisténcia era
cromossOmico e restrito aos hospitais. Em 2015, Liu e colaboradores (LIU et al., 2016)
relataram que o gene foi identificado em um plasmideo que demonstrou alta
capacidade de transmissao in vitro entre E. coli e outras Enterobacteriaceae. Os
pesquisadores acreditam que, independentemente da pressdao de selegdo, o
plasmideo contendo o gene de resisténcia provavelmente sera mantido nas
populacdes de Enterobacteriaceae, facilitando a disseminacdo para a populagao
humana.

Barbieri e colaboradores (2021) identificaram alta prevaléncia do gene de
resisténcia as polimixinas em Escherichia coli de cortes de carne (14,9%) e aves (4,9%
a 28%) e sugerem que o gene pode ser posteriormente transmitido ao homem, porque
as polimixinas sao consideradas o ultimo recurso para tratamento de infeccbes
causadas por bacilos Gram-negativos multirresistentes (BARBIERI et al 2021). Nesse
trabalho, os resultados obtiveram 100% de cepas resistentes a polimixina B, dado
alarmante, devido aos fatores acima citados.

O aumento de aves silvestres como animais de companhia tem preocupado
tanto 6rgaos ambientais quanto setores de saude publica. Espécies de aves silvestres
e exoticas podem carrear patégenos pouco estudados, promovendo a chamada
poluicdo patogénica, responsavel por surtos de zoonoses acometendo humanos
(SCHLOEGEL et al., 2005). De acordo com Corréa e Passos (2001), além de riscos
encontrados em residéncias, os animais silvestres quando por algum motivo séo

encaminhados as clinicas veterinarias, zooldgicos e centros de triagem, podem expor
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profissionais e colaboradores ao risco de contaminacao. Esses fatores podem explicar
o0 contagio de bactérias multirresistentes entre aves ou aves e o ser humano
(PASTORE, 2014).

Outras possibilidades para a transmissdo de E. coli multirresistentes, s&o
devidas ao fato de aves de cativeiro estarem em contato constante com
antimicrobianos por conta de tratamentos de infeccdes. Ademais, a presenca nesses
locais de animais como roedores, insetos e aves de vida livre, formam um conjunto de
fatores que propiciam a disseminagao da bactéria (SAIDENBERG, 2008). Em aves de
vida, espécies carnivoras que se alimentam de carcagas e outros animais, podem
contrair patégenos adquiridos por sua presa. Ja espécies forrageiras, ao ingerir
alimentos contaminados, propiciam a manutenc¢ao dessa cadeia zoonética (BENSKIN
et al., 2009).

Os resultados acima mostram alguns padrdes fenotipicos importantes. Por
exemplo no recinto de voo s6 encontramos bactérias altamente sensiveis mesmo de
sorotipos diferentes (uma classificada como comensal e outra como classica
polivalente C). Também €& possivel ver que o criatério de SP apresenta E. coli com
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos superior ao LAPAS.

A intima relacdo de humanos com animais é responsavel por gerar problemas
de saude publica, devido a adaptagdo de patdégenos antes ndo patogénicos a uma
determinada espécie ou a disseminagcao de resisténcia aos antimicrobianos.
Obviamente a habilidade do voo pode potencializar a adaptagao de patégenos para o
humano ou a disseminagao de genes de resisténcia. E a cada vez que o homem
penetra no ambiente onde espécies de aves coabitam, mas essa condigcdo é

exacerbada.

7. CONCLUSAO

Aves silvestres e de cativeiro podem albergar EPEC e EIEC multirresistentes

sendo um potencial perigo para saude das aves e para a saude humana.



Tabela suplementar 1. Niveis de garantia da ragao extrusada fornecida as aves do

LAPAS.
NIVEIS DE GARANTIA
Umidade (Max.) 100 g/kg
Proteina bruta (Min.) 160 g/kg
Extrato etéreo (Min.) 50 g/kg
Matéria fibrosa (Max.) 50 g/kg
Matéria mineral (Max.) 60 g/kg
Calcio (Max.) 12 g/kg
Calcio (Min.) 8.000 mg/kg
Fésforo (Min.) 4.000 mg/kg
Mananoligossacarideos-MOS (Min.) 240 mg/kg
Ferro (Min.) 70 ppm
Ferro (Max.) 120ppm

Tabela suplementar 2. Niveis de garantia da ragao extrusada fornecida as aves do

criatorio.

NIVEIS DE GARANTIA

Umidade (Max.)
Proteina bruta (Min.)
Extrato etéreo (Min.)

Matéria fibrosa (Max.)

Matéria mineral (Max.)

Célcio (Max.)
Calcio (Min.)
Saodio (Min.)

Fosforo (Min.)
Mananoligossacarideos-MOS (Min.)
Beta-glucanas (Min.)
Saccharomyces cerevisiae (Min.)
Enterococcus faecium (Min.)
Lactobacillus acidophilus (Min.)

Aditivos adsorventes de toxinas (Min.)
Extrato de cardo-mariano (Min.)
DL-metionina (Min.)

Omega 3 (Min.)

110 g/kg
150 g/kg
45 g/kg
35 g/kg
70 g/kg
11 g/kg
9.000 mg/kg
2.100 mg/kg
5.500 mg/kg
400 mg/kg
450 mg/kg
1,0 x 1075 UFC/kg
5,0 x 10"3 UFC/kg
5,0 x 10"3 UFC/kg
1.000 mg/kg
0,50 mg/kg
4.500 mg/kg
2.600 mg/kg
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