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RESUMO

Aves sinantropicas aproximam-se de atividades humanas em busca de abrigo, agua e
alimento, podendo percorrer grandes distancias para tanto. Em busca de informacdes
acerca da importancia dessas aves na transmissao de agentes patogénicos de
importancia na avicultura comercial, foi realizado estudo com 260 aves de
comportamento sinantropico, sendo 200 pombos comuns (Columba livia) e 60 urubus
de cabeca preta (Coragyps atratus), na regido metropolitana de Goiania - Goias.
Foram colhidas amostras de fezes, soro e suabes traqueais que foram submetidos a
testes para deteccdo de Salmonella sp. por bacteriologia convencional e Reacdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (rPCR), Mycoplasma galisepticum e M.
synoviae pela Soroaglutinacdo Rapida em Placa (SAR) e rPCR, além de isolamento
de Escherichia coli pela bacteriologia convencional com detec¢cdo de genes de
viruléncia de E. coli patogénica para aves (APEC) pela PCR e perfil de suscetibilidade
a antimicrobianos dos isolados. Os resultados observados, na pesquisa de
Salmonella sp. das amostras de pombos, 13% (26/200) foram positivas no exame
bacteriolégico e 27% (54/200) das amostras positivas no rPCR. Do total de 60
amostras obtidas dos urubus, nenhuma amostra foi positiva no bacteriolégico
convencional e 8,3% (5/60) foram positivas no rPCR. Para a pesquisa de
Mycoplasma, das amostras colhidas dos pombos, 7,5% (15/200) amostras foram
reativas no teste soroldgico, sendo 4,5% (9/200) positivas para M. galliisepticum e 3%
(6/200) para M. synoviae. J& no rPCR, 2,5% (5/200) foram positivas para M.
gallisepticum. Das amostras colhidas dos urubus, nenhuma foi positiva nos dois testes
aos quais foram submetidas. Foi isolado E. coli das excretas e detectado pela PCR os
genes de viruléncia papC, tsh, iuc e iss, com resultado para amostras de pombos de
11,23%(20/178) para iuc, 2,24% (4/178) papC, 11,79% (21/179) tsh e 6, 17%
(11/178). Para urubus 8,16% (4/49) iuc, 14,28% (7/49) tsh, 6,12% (3/49) iss, e
nenhuma positiva para papC. Adicionalmente, os isolados de E. coli foram submetidos
a teste de perfil de resisténcia a antibiéticos em que se obteve: sulfametazinal22/178
(68,53%), ampicilina 130/178 (73,03%), ciprofloxacina 40/178 (22,47%), apramicina
57/178 (32,02%), sulfametropin 110/178 (61,79%), enrofloxacina 71/178 (39,88%),
tetraciclina 119/178 (66,85%), sulfonamida 123/172 (69,10%), neomicina 59/178
(33,14%), doxaciclina 67/178 (37,64%), oxitetraciclina 51/178(28,65%), gentamicina
42/178 (23,59%), ceftiofur 79/178 (44,38%), amoxicilina + ac. clavulanico 92/178
(51,68%) de resisténcia nas amostras isoladas de pombos, e em amostras isoladas
de urubus: sulfametazina 36/49 (73,46%), ampicilina 39/49 (79,59%), ciprofloxacina
12/49 (24,48%), apramicina 9/49(18,36%), sulfametropin 30/49 (61,22%),
enrofloxacina 7/49 (14,28%), tetraciclina 27/49 (55,10%), sulfonamida 32/49 (65,30%),
neomicina 12/49 (24,48%), doxaciclina 11/49 (22,44%), neomicina 9/49 (18,36%),
oxitetraciclina 11/49 (22,44%), gentamicina 10/49 (20,40%), ceftiofur 12/49 (24,48%),
associagcdo de amoxicilina e acido clavulanico 31/49 (63,26%) de resisténcia. Os
resultados sugerem que essas aves de comportamento sinantropico, sdo potenciais
veiculadores de agentes causadores de perdas na producdo avicola e preocupantes
para a saude publica. Além disso, podem constituir em suporte de transferéncia de
fendtipos de E.coli resistentes.

Palavras-chave: colibacilose, micoplasmose, pombos, salmonelose, urubus,
viruléncia.






CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Dentro do processo de ocupacdo e exploracdo do ambiente pelo
homem, uma série de consequéncias deletérias sdo atribuidas a essas
acOes. Entre os impactos provenientes das atividades urbana, industrial e
agricola, inclui-se a multiplicacdo de animais indesejaveis que sao atraidos
pelos produtos das atividades humanas em busca de abrigo, agua e
alimento, estabelecendo, portanto, uma relacdo de sinantropia.

Aves sinantrépicas podem albergar e veicular agentes infecciosos
gue potencialmente afetam tanto a salude humana, como a saude animal.
Possuem grande mobilidade e podem vir a voar longas distancias em
busca de alimento, contaminando o ambiente em que passam com suas
excretas.

Dentre as aves de vida livre com comportamento sinantropico estao
vastamente distribuidos os pombos domésticos (Columba livia) e os urubus
de cabeca preta (Coragyps atratus). Os pombos sdo da ordem
columbiforme, representada por pombas, rolas, juritis e afins. As aves
desta ordem possuem morfologia homogénea e singular, cabeca pequena
e redonda, com bico fragil. O pombo doméstico é considerado um
problema ambiental por competir por alimento com as espécies nativas e
de importancia sanitaria e por ser um potencial veiculador de doencas para
humanos e animais. Ja os urubus séo aves da ordem dos cathartiformes e
€ uma das aves mais comuns em qualquer regido do pais, exceto em areas
florestadas com pouca presenca humana. Vivem em grupos, alimentam-se
de carcacas de animais e outros materiais em decomposi¢do e, pela
proximidade com humanos e animais, também é uma espécie que gera
preocupacao sanitaria, inclusive para a cadeia produtiva animal.

Na avicultura industrial, o controle sanitario é realizado por meio de
rigorosas medidas de biosseguranca, com o proposito de evitar a entrada
de agentes patogénicos na criagdo. Para tanto, preconiza-se, entre outras

medidas, evitar o contato entre as aves de producgéo e aves de vida livre.



O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu através da Portaria Ministerial n°193 de 19 de setembro de 1994, o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) com o objetivo de garantir
a qualidade dos produtos de origem avicola sanitariamente controlados,
disponiveis nos mercados externo e interno. Este programa prevé normas
de controle e/ou erradicacdo da salmonelose, doenca de Newcastle e
micoplasmose. Além de outras medidas, o Programa preconiza o
monitoramento dos planteis de reproducao para a certificacdo de nacleos e
granjas avicolas como livres de Salmonella enterica sorotipo Gallinarum e
de Salmonella enterica sorotipo Pullorum e livres ou controlados para
Salmonella entérica sorotipo Enteritidis e sorotipo Typhimurium, bem como
controle e certificacdo de nucleos e estabelecimentos avicolas para a
micoplasmose aviaria (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae e M.
melleagridis) em todas as unidades federativas do Brasil. Entretanto,
nenhum controle é realizado na populacdo de aves de vida livre, mesmo
constituindo potencial fonte de infec¢do para aves industriais.

Além dos agentes infecciosos contemplados no PNSA, outro
microrganismo responsavel por grandes perdas econbmicas €é a
Escherichia coli, sendo considerado o agente patogénico de maior
importancia na avicultura em todo mundo. Por muito tempo julgou-se que a
E. coli seria apenas agente comensal, sem nenhum potencial patogénico.
Com o passar do tempo, cepas de E. coli foram relacionadas a varias
patogenias, sendo atualmente alvo de estudos em todo o mundo. A
patogenicidade das cepas de E. coli é atribuida a diferentes conjuntos de
genes que lhes conferiram a capacidade de ocasionar doenca, fato que
determina grande versatilidade patogénica. Por se tratar de uma
enterobactéria, a principal forma de transmissdo desse agente é pela
contaminagdo ambiental por fezes de animais portadores de cepas
possuidoras de genes de patogenicidade, mesmo que comensais em seus
hospedeiros.

Pelo potencial de aves sinantropicas atuarem como portadores de
agentes de importancia para a producdo avicola industrial, objetivou-se
com este estudo investigar a ocorréncia, em pombos e urubus, de

Salmonella sp., M. gallisepticum e M. synoviae, além da deteccéo de E.



coli e pesquisa de seus genes de viruléncia e perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos em aves sinantrOpicas provenientes da regido

metropolitana de Goiania.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aves sinantropicas

As aves sinantropicas buscam o ambiente habitado, proximo ou
modificado por humanos em busca de alimento e abrigo. Dentre as aves
sinantropicas mais populares no Brasil estdo os pombos domeésticos
(Columba livia) e urubus de cabeca preta ou urubu comum (Coragyps
atratus) (SICK, 2001; NUNES, 2003).

As aves do género Columba estdo distribuidas por todo mundo,
possuem muitas variacfes quanto a plumagem, com diferentes tamanhos e
habitos. Sdo aves granivoras e frugivoras, vivendo em bandos. Destas, a
mais conhecida € o pombo doméstico, principalmente pela sua proximidade
com o homem (SICK, 2001).

Os pombos domésticos costumam habitar edificacdes elevadas,
similares aos rochedos que habitam no ambiente natural. Essas aves séo,
de forma geral, monogamicas e podem realizar de duas a trés ovoposi¢coes
a cada ano. Quanto maior é a oferta de alimento, maior a capacidade
reprodutiva, levando a sua multiplicacdo descontrolada (SICK, 2001;
NUNES, 2003; SCHULLER, 2012).

Os pombos estdo amplamente disseminados, sendo comum a
coabitacdo dessas aves com as criagcdes comerciais de aves. Por ser uma
ave de vida livre e possuir grande mobilidade, pode transmitir doencas para
aves comerciais e em alguns casos ainda transmitir agentes patogénicos
provenientes das aves de producdo e contaminar outras populacdes de
vida livre (CARRASCO, 2009). Estudos relacionam que cerca de 60
patdogenos ja foram encontrados, identificados e diagnosticados em
pombos (HAAG-WACKERNAGEL & MOCH, 2004; VAZQUEZ et al., 2010).

Devido a grande quantidade dessas aves nos ambientes

antropizados, foi instituida a Instrucdo Normativa n°141, de 19/12/2006,



pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis (IBAMA) que regulamenta o controle e o manejo da fauna
sinantrépica nociva, com os pombos fazendo parte desta lista.

Tais aves podem atuar como reservatorios de varios agentes
patogénicos de importancia para as criacbes comerciais de aves ou ainda
de risco para a saude publica (BENSKIN et al., 2009; CARRASCO et al.,
2011). Na producgdo avicola, os pombos sao atraidos principalmente pela
farta oferta de alimentos, alimentando se principalmente de grédos e
sementes e por isso, muitas vezes competem por alimentos com aves de
producdo. Contaminam os depositos de armazenamento de gréos, como
silos, entrepostos, armazéns, fabricas de ragBes na busca por alimentos,
podendo contaminar também fontes de agua, assim como reservatorios,
caixa d’agua, bebedores e também o ambiente (FERREIRA, 2012).

Além disso, de acordo com SCHULLER (2003), os pombos se
alimentam no chéo e costumam pousar em locais elevados, precisando se
deslocar frequentemente de um ponto pra outro, e devido ao bater de asas
da revoada, aumenta a suspensdo de particulas secas, contendo po,
detritos e fezes secas, e assim, provocando uma maior dispersdo dos
agentes patogénicos.

Os urubus de cabeca preta (Coragyps atratus) sédo animais que por
muitas vezes sdo discriminados, devido a sua aparéncia e o habito
necréfago (SICK, 2001, DEL HOYO et al, 2003). Os urubus, devido a
grande degradacdo ambiental, muitas vezes encontram seu alimento no
ambiente antropizado. No entanto, a importancia ecolégica destes animais
vem sendo cada vez mais discutida, assim como sua preservagao. Um
declinio generalizado da populacdo de urubus estd ocorrendo em todo
mundo (GANGOSO et al.,, 2009), sendo que dentre as principais causas
destacam se o grande uso de produtos farmacéuticos, as mudancas no
meio ambiente e também o efeito de doencas infecciosas emergentes
(RONDEAU & THIOLLAY, 2004).

A capacidade do urubu nédo se infectar com agentes patogénicos

gue comumente seriam letais a outras espécies animais traz muitos
guestionamentos. Muitas propostas ja foram levantadas sobre

particularidades anatbmicas, imunoldgicas, fisiologicas e microbioldgicas



(OCANDO et al., 1991; CARVALHO et al., 2003; LIMA et al., 2011). No
entanto, pouco se sabe quanto a transmissibilidade de agentes infecciosos
pelos urubus (SILVA et al., 2010).

Portanto, o maior problema relacionado com essas aves
sinantropicas sao 0S microrganismos patogénicos que podem ser
transmitidos por elas, notadamente através das fezes. O deslocamento
territorial de aves de vida livre portadoras de patdégenos se constitui em um
mecanismo de estabelecimento de novos focos endémicos de agentes
infecciosos em grandes distancias dos locais onde foram adquiridos
(ABULREESH et al.,, 2007; IKUNO et al.,, 2008). As excretas das aves
podem contaminar os ambientes por onde passam e 0S agentes podem

persistir desta forma por longos periodos (BARNES et al., 2003).

2.2 Salmonelose

As salmoneloses aviarias sao enfermidades provocadas por
bactérias do género Salmonella. Mais de 2.610 sorovares desta bactéria ja
foram identificados (GUIBOURDENCHE et al.,, 2010), sendo todos
potencialmente patogénicos para diferentes espécies animais. Para as
aves apresentam maior importancia, Salmonellaenterica sorovar
Typhimurium e S. enterica sorovar Enteritidis, que sdo potencialmente
patogénicos para os humanos (GAST, 2003). Aves aparentemente
saudaveis podem portar Salmonella no seu organismo se estabelecendo
um status de portadoras inaparentes, e excretar o patdégeno de forma
intermitente. Aves de vida livre sdo apontadas como potenciais carreadoras
de patogenos para criagcbes comerciais sendo as aves sinantropicas
consideradas importantes nesta cadeia de transmissédo visto sua grande
proximidade com as atividades humanas (GOPEE et al., 2000).

A transmissdo da Salmonela pode ocorrer de diversas maneiras,
sendo a via oro-fecal a de maior importancia. A ave pode adquirir a bactéria
pelo contato indireto com outros animais infectados ou superficies
contaminadas, pela agua ou alimento, ou pela inalacdo de particulas

aerolizadas. Roedores, insetos e alguns helmintos podem servir como



carreadores da Salmonella sp. Animais com infecgdes cronicas sao fontes
de contaminacéo e aves de vida livre, podem ser carreadoras e servirem
como reservatorios para animais mantidos em cativeiro (FRIEND, 1999;
BROWN, 2000).

As aves tém sido alvo de diversas pesquisas sobre salmonelose em
muitos paises do mundo, com o enfoque em aves de producdo com o
objetivo de produzir alimentos seguros para humanos, pois esses agentes
podem determinar quadros de toxinfec¢cdo no homem (LOPES, 2008).

O nao tratamento adequado do esgoto ou esterco, associado a
grandes aglomeracdes favorece o acumulo e dispersdo de salmonelas no
ambiente. Isto por sua vez aumenta a probabilidade de animais de vida
livre da regido serem expostos, tornando-se portadores intestinais e
dispersantes desta bactéria. Existe portanto uma correlacao direta entre a
prevaléncia de Salmonella no trato intestinal de varias espécies silvestres e
a proximidade destas aves com pessoas e animais de producéo, fato
relatado em gaivotas e pombos, que com frequéncia aproveitam da
proximidade com humanos e animais domésticos. Esta forma de exposicéo
de aves silvestres a Salmonella raramente envolve doenca clinica e a
eliminagcdo da bactéria pelas fezes na maioria dos casos é de curta
duracdo (DAOUST & PRESCOTT, 2007).

Pesquisas em aves silvestres mostram que o carreamento de
Salmonella é incomum, apresentando frequéncia de 0 a 1% em aves de
vida livre, migratérias ou ndo migratorias (BRITTINGHAM et al., 1988;
HIDASI et al, 2013). A maioria dos casos de carreamento de Salmonella
intestinal nessas aves ndo € associada com doenca clinica e, se ndo
houver reinfeccéo, dura apenas algumas semanas. Este fato e a pequena
quantidade de bactéria que normalmente é excretado por animais
infectados, provavelmente, limitam a transmissao para outros do mesmo
bando. De forma que aves jovens sdo, geralmente, mais suscetiveis a
infeccdo por Salmonella, sendo ninhegos e aves recém emplumadas as
mais predisponentes (DAOUST & PRESCOTT, 2007).

GUANG-ZHI et al. (2011) inocularam experimentalmente uma cepa
de Salmonella enterica sorovar Enteritidis em pombos e relataram que a

mesma provocou alteragfes clinicas e patologicas, além da excrecdo do



agente pelas fezes, indicando que os pombos podem desenvolver a
salmonelose e dispersar o agente no ambiente em que vivem. Os
diferentes habitos alimentares das espécies aviarias podem influenciar na
ocorréncia da Salmonella. Gaivotas, por exemplo, comumente albergam
Salmonella, pois, aparentemente, contaminam-se devido ao contato com
esgoto de humanos ou com outros ambientes com material fecal de
animais. Possuem hébito gregario de alimentacdo e descanso em grandes
bandos, o que facilita a dispersdo do agente. Além disso, essas aves
podem viajar longas distancias para se alimentarem e assim contaminarem
regides préximas ou distantes (DAOUST & PRESCOTT, 2007).

2.3 Micoplasmose

As micoplasmoses séo enfermidades causadas por micoplasmas, as
menores bactérias conhecidas, com tamanho semelhante ao de grandes
virus. Os microrganismos do género Mycoplasmasédo conhecidos como
causadores de doencas em plantas, no homem e em outros animais. Nos
animais, tém predilecdo pelas membranas mucosas e serosas, onde
provocam problemas respiratorios, articulares e urogenitais (NASCIMENTO
& PEREIRA, 2009).

Nas aves, 0s micoplasmas sao importantes patdgenos, responsaveis
por doencas respiratérias e articulares, acarretando grandes perdas
econdmicas na avicultura brasileira e mundial. A espécie de micoplasma
que causa O maior impacto econdmico € Mycoplasma gallisepticum,
seguido de M. synoviae, M. iowae e M. meleagridis (METTIFOGO & BUIM,
20009).

De acordo com WILLIAMS et al. (2002) esse agente foi detectado
em muitas espécies aviarias e associado a enfermidades nos animais de
producdo, sugerindo-se que aves de vida livre podem ter papel na
manutenc¢ao deste agente.

BOZEMAN et al. (1984) observaram mortalidade de 20% de um
bando de papagaios verdadeiros, aparentemente causada por lesdes de
micoplasmas associadas a outras bactérias. Dos animais acometidos, 0s

pesquisadores isolaram M. gallisepticum e M. iowae. Com as cepas



isoladas dos papagaios, um grupo de periquitos australianos e outro de
frangos da raca Leghorn foram submetidos a infeccdo experimental. No
grupo de periquitos australianos, todos 0s animais apresentaram
aerosaculite e sorologia positiva para micoplasmose. Ja os frangos nao
apresentaram nenhuma lesdo de saco aéreo, entretanto, a sorologia foi
positiva. Com o estudo, 0s autores levantaram a hipotese de que diferentes
cepas de M. gallisepticum poderiam causar lesbes mais graves em
determinadas espécies.

Em pesquisa realizada por YAGIHASHI et al. (1988), a
patogenicidade foi avaliada por inoculagdo em frangos SPF (specific
pathogen free) a de cinco cepas de campo de M. gallisepticum, isoladas de
diferentes hospedeiros aviarios. Apenas duas cepas de campo causaram
alteracdes no trato respiratorio dos frangos.

Nos anos de 1994 e 1995, nos Estados Unidos, foi descrita uma
epizootia de conjuntivite em tentilhdes (Haemorhous mexicanus) associada
a infeccdo por M. gallisepticum que se espalhou pela regido leste e oeste
dos Estados Unidos (DHONDT, et al., 1998; DUCKWORTH et al., 2003;
LEY et al.,, 2006). Acredita-se que no surto documentado, cerca de dez
milhdes de tentilhdes tenham morrido (NOLAN et al., 2004). Existem
evidéncias de que o M. gallisepticum tornou-se endémico na populacéo de
tentilhGes da regido leste, embora a prevaléncia da enfermidade tenha
diminuido, sugerindo que houve uma adaptacdo da bactéria em relacdo ao
hospedeiro (LEY et al., 2006).

Apoés a deteccao de M. gallisepticum nos tentilhes foi sugerido que
as agregacbes de aves em comedouros coletivos sdo uma causa
importante de epidemia de conjuntivite por Mycoplasmaspp., pois as aves
doentes podem depositar goticulas com patégenos nos comedouros, e
entdo, promover a transmissdo do agente de forma indireta, através de
féomites (HARTUP et al., 2004).

Embora seja provavel que aglomeracdes dessas aves em
comedouros artificiais aumentem a transmissao do agente, a transmissao
da forma leve da enfermidade por via de fémites pode servir para imunizar
aves contra a ocorréncia de infeccbes mais graves. Algumas aves

desenvolvem anticorpos para M. gallisepticum, indicando a presenca de



uma resposta imune, no entanto, sem evidéncias diretas de protecao
(DHONDT et al., 2007).

Estudos baseados em polimorfismo de produto de DNA amplificado
(RAPD) tém documentado a presenca de um unico perfil de RAPD, de M.
gallisepticum isolados de tentilhdes, sugerindo um Gnico ponto de origem,
que concorda com as observacdes epidemioldgicas. Quando as
sequéncias do DNA do M. gallisepticum dos tentilhdes foram comparadas
com as sequéncias de isolados de frangos e perus, algumas das amostras
se aproximavam geneticamente com amostras de frangos ou as de perus,
com maior proximidade genética com os isolados de frangos. Os resultados
observados nestes estudos fortalecem a hipétese de que o surto teve uma
Gnica fonte pontual e que a evolucdo molecular resultou na variabilidade
genotipica paralela (PILLAI et al., 2003).

ApoOs a larga expansao da conjuntivite causada por M. gallisepticum
em tentilhdes, outras 31 espécies aviarias foram identificadas nos Estados
Unidos como portadoras deste agente. Pesquisadores apontam o0s
tentilhnbes como possiveis responsaveis pela transmissdo deste
microrganismo a outras espécies (HARTUP et al., 2001) . Acredita-se que
outras aves de canto, além dos tentilhdes, possam ser sensiveis a
infeccbes e desenvolvimento de doenca por M. gallisepticum,
consecutivamente, podem ser potenciais reservatorios  deste
microrganismo (HARTUP et al., 2000; FARMER et al., 2005).

A micoplasmose também pode promover grande impacto no
desenvolvimento corporal e também no sucesso reprodutivo das aves.
NOLAN et al. (2004) documentaram que os animais adultos de ambos os
sexos sado capazes de transmitir a infeccdo para seus filhotes,
provavelmente apdés o nascimento, sendo uma importante forma de
disseminacgdo do agente. Outros pesquisadores ja haviam evidenciado que
0os ninhegos acometidos teriam atraso no desenvolvimento, além de
proporcionar uma dispersdao mais lenta dos filhotes de sua area natal
(BRAWNER et al., 2000).

Além dos relatos de impacto ecoldgico na populacédo de tentilhdes,
foi observada, no estado do Alabama-EUA, uma alta mortalidade de rolas-

da-india (Streptopelia decaocto) devido a infeccdo por micoplasma
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associada a paramyxovirus, levando a um alto impacto ecoldgico também
nesta espécie aviaria (TORO et al., 2005).

No Brasil, em estudos com psitacideos oriundos de um centro de
triagem utilizando a técnica de PCR para a deteccdo de M. gallisepticum,
obteve-se aproximadamente 70% (97/140) de positividade das aves
examinadas. A alta frequéncia demonstrada reforca a importancia do
estudo deste agente em diferentes espécies aviarias, devido a importancia
clinica e econémica da enfermidade (GOMES et al., 2010).

Apesar de a micoplasmose ser frequentemente relacionada com
afeccdes das articulacoes em aves de producdo (KLEVEN, 2003), este
acometimento é pouco relatado em aves silvestres. Existem indicios que tal
manifestacéo clinica seja de importancia em aves de rapina, como descrito
por RUDER et al., (2009), que identificaram a espécie Mycoplasma
corogypsi como agente responsavel por poliartrite em urubus (Coragyps
atratus). Outros Mycoplasmas também foram isolados de rapinantes, como
M. gallisepticum, M. glycophilum, Mycoplasma falconis, Mycoplasma
gateae, Mycoplasma buteonis e M. vulturi (BOLSKE & MORNER,1982;
POVEDA et al., 1990, 1994; ERDELYI, et al., 1999; LIERZ et al., 2000;
OAKS et al., 2004). No entanto, a importancia da micoplasmose para a
saude dos rapinantes ndo estd bem documentada (LORIA et al., 2008).
Dada a auséncia de manifestacdes clinicas na maior parte dos casos, foi
sugerida que micoplasmas em aves de rapina ocorrem na maior parte das
vezes como comensais e em pequena frequéncia, de forma patogénica
(LIERZ et al., 2008).

2.4 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia
Enterobacteriacea. Por muito tempo foi considerada um habitante
comensal da microbiota de varias espécies, sem haver potencial
patogénico na maioria das vezes. No entanto em muitas espécies aviarias
€ considerado um patégeno tdo ou mais importante que a Salmonella
(RITCHIE et al., 1994). Essa bactéria € um dos principais constituintes da
microbiota intestinal (BIER, 1984; HOEFER, 1997; SCHREMMER et al.,
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1999). Acredita-se que a maioria dos sorotipos de E. coli seja desprovida
de qualquer fator de viruléncia, entretanto algumas cepas adquiriram
durante o processo evolutivo diferentes conjuntos de genes que conferiram
a capacidade de ocasionar doenca, fato que determina sua a grande
versatilidade patogénica (SUSSMAN, 1997; HIRSH, 2004).

E. coli é o agente patogénico de maior importancia para a producao
comercial avicola em todo o mundo (GUASTALLI, 2010). A colibacilose
pode ter diversas apresentacdes clinicas com sintomas entéricos e/ou
extraentéricos como pneumonia, peritonite, colisepticemia, celulite,
pleuropneumonia, periepatite, pericardite, salpingite, panoftalmia,
osteomielite, sinovite, onfalite, sindrome da cabeca inchada, doenca
cronica respiratéria, entre outras (BARNES et al., 2003).

A colibacilose aviaria € uma enfermidade mundialmente distribuida e
capaz de causar danos em todas as espécies aviarias. Os animais
adquirem a infeccao através da ingestdo da bactéria presente nas fezes
dos animais que causam a contaminagcdo ambiental. E. coli pode
sobreviver em ambientes secos por longos periodos (LA RAGIONE et al.,
2002). A higiene inadequada é um dos principais fatores predisponentes a
infeccdo, além de fatores estressantes, contaminacdo da alimentacao,
deficiéncia nutricional e doenca prévia (ZWART, 2010). Na avicultura, €
considerado um dos patdégenos que mais causam prejuizos, decorrentes de
menor desenvolvimento corpéreo, baixa conversdo alimentar, mortalidade
embrionaria, aumento da mortalidade e custos com medicacbes e
condenacéo de carcagas (FERREIRA & KNOBL, 2009).

Sorotipos desta bactéria sdo determinados pelos antigenos somético
(O), capsular (K), flagelar (H) e pili (F) (BARNES et al., 2004). Com
avangos da biologia molecular, tornou-se possivel também a classificagéo
em diferentes patotipos pela deteccdo de fatores de viruléncia (FERREIRA
& KNOBL, 2009).

E. coli pode, portanto, ser agrupada de acordo com seus
mecanismos de patogenicidade, em patotipos que estdo frequentemente
associados a doenca em animais e humanos. Os mais importantes
patotipos em humanos e animais sao a E. coli enteropatogénica (EPEC), E.

coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
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enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogénica para coelhos (REDEC), E.
colide meningite neonatal (NMEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli
enteroagregativa (EaggEC), E. coli produtora de shigatoxina (STEC) e E.
coli patogénica para aves (APEC) (FERREIRA & KNOBL, 2009; GYLES &
FAIRBROTHER, 2010).

A patogenia das infeccbes por E. coli estd diretamente
correlacionada aos mecanismos de viruléncia que apresentam (SUSSMAN,
1997). Os fatores de viruléncia que vao atribuir & bactéria a habilidade de
causar doencas sdo elementos genéticos que podem ser combinados de
diferentes formas. A capacidade de causar doenca da cepa vai ser
determinada pela combinacgao de tais fatores, que estéo relacionados com
variedades cromossomais e genes plasmidiais que codificam variedade de
pili, flagelos, antigenos capsulares, fatores de aderéncia intestinal,
enterohemolisinas, produgcdo de colicina, enterotoxinas termolabeis e
termoestaveis, resisténcia sérica, presenca de aerobactina, entre outros
(LA RAGIONE & WOODWARD, 2002; EWERS et al., 2004). Portanto, o
conceito de patogenicidade das amostras esta vinculado com o impacto
acumulativo de um ou varios desses fatores de viruléncia, o que diferencia
as amostras patogénicas de nédo patogénicas (JOHNSON, 1991).

Genes localizados em plasmideos ou em cromossomos Sao
identificados para a determinacdo de tais fatores. No cromossomo estéao
organizados em grandes fragmentos de DNA e sdo denominados ilhas de
patogenicidade (HACKER et al., 1997). A gravidade do quadro clinico ira
depender do potencial de viruléncia do agente causador, que é
determinado pelo conjunto de genes localizado nas ilhas de patogenicidade
(DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999).

Os mecanismos de viruléncia da E.coli patogénica para aves (APEC)
sao considerados multifatoriais. Os mais frequentemente relacionados sao
0S mecanismos de resisténcia seérica (iss), de adesdo (pap e fela),
presenca de aerobactina (iuc), producdo de colicina (cva), flagelos,
antigenos capsulares (kps) e hemaglutinina temperatura-sensivel (tsh) (LA
RAGIONE & WOODWARD, 2002; ROCHA et al.,, 2002; EWERS et al.,
2004).
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O gene tsh codifica a producéo de uma proteina auto-transportadora
que parece ter semelhanca a uma subclasse da familia de proteases do
tipo IgA, estando envolvida em mecanismos de aderéncia ao trato
respiratorio (STATHOPOULOS et al.,, 1999; DOZOIS et al., 2000), e &
frequentemente descrita como importante fator de patogenicidade na
colibacilose (PROVENCE & CURTISS, 1994).

A funcdo do gene iss esta relacionada a resisténcia sérica,
associada com a capacidade de ultrapassar barreiras do sistema imune do
hospedeiro, produzindo infeccbes generalizadas na APEC (NGELEKA et
al., 1996;MELLATA et al., 2003). MCPEAKE et al. (2005) relataram que o
gene iss é encontrado com maior frequéncia em aves clinicamente
acometidas que em aves portadoras assintomaticas. O gene iss é
localizado em plasmideos de grandes dimensdes e podem
simultaneamente carrear os fatores de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos (JOHNSON et al., 2002). Esse gene pode servir como
marcador de viruléncia das cepas patogénicas nas aves, uma vez que a
sua expressao frequentemente mensura seus efeitos patogénicos (NOLAN
et al., 2002; GIBBS et al., 2003).

O gene iuc codifica a aerobactina, um sider6foro de origem
bacteriana, encontrada em grande parte das cepas de E. coli mais
virulentas. Junto com a alfa-hemolisina (gene hlyA), causa lise das
hemécias e agem como mecanismo para a aquisi¢ao de ferro em meios de
baixa concentracdo deste ion (SUSSMAN, 1997). A capacidade do
patdgeno invadir e se multiplicar € influenciada pela disponibilidade de
ferro, elemento essencial para o seu crescimento. Apesar de o ferro ser
encontrado em grande quantidade nos tecidos e fluidos corporais, este
elemento permanece ligado a glicoproteinas. A bactéria, por suavez, possui
sistemas que captam o ferro via sideréforos. Genes que codificam
proteinas envolvidas na aquisicdo de ferro foram encontrados com alta
frequéncia em linhagens de APEC (GOPHNA et al., 2001; JANBEN et al.,
2001). Os cinco genes da biossintese da aerobactina sdo denominados
iucA, iucB, iucC e iucD. Esses genes tém sido encontrados em plasmideos
que também codificam a resisténcia a certos antimicrobianos (VIDOTTO et
al., 1991; GOES et al.,1993).
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As adesinas fimbriais P s&o descritas em E. coli associadas a
infeccbes de trato urinédrio e cepas de isolados de APEC. Em aves de
produgéo, a fimbria P costuma se relacionar com a capacidade de aderir a
orgaos internos e com a protecao contra células de defesa (JANBEN et al.,
2001). No entanto, a funcéo da fimbria P na viruléncia de amostras APEC
ainda nao esta esclarecida. Estudos confirmam que a fimbria P permite que
bactérias patogénicas sejam capazes de se aderir a superficie celular para
a instalacdo de um processo infeccioso (BRITO et al., 2003; DELICATO et
al., 2003, RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005).

O fator citotoxico necrotizante (codificado pelo gene cnfl) é uma
toxina capaz de causar a formacdo de células gigantes, além de ser
encontrado em casos de diarreia, também é descrito em APEC. As
infeccbes por APEC em aves comerciais causam doencas respiratorias,
poliserosite fibrinosa e colisepticemia. Em aves de producéo, a E. coli
raramente descrita como causadora de enterites, no entanto, em aves
granivoras e frugivoras,é frequentemente descrita como causa de enterite
(BARNES et al., 2004).

Com a determinacdo de algumas associacbes desses genes de
viruléncia, os patotipos vém sendo estudados para sua melhor
compreensao clinica e epidemioldgica. (FRANCO & LANDGRAF, 1996). A
disponibilidade de informacdes genéticas, como genoma de APEC
(JOHNSON et al, 2007) e plasmideos sequenciados (JOHNSON et al.,
2005; JOHNSON et al., 2006; MELLATA et al; 2009), ddo suporte para
estudos de E. coli. A partir de dados moleculares, pode-se obter melhor
conhecimento da doenca através da aplicacdo de genética molecular,
visando definir o patotipo e o grau de viruléncia dos isolados (BARBIERI,
2010). Novas ferramentas de sequenciamento, expresséo e identificacao
de fatores de viruléncia de APEC em modelos de infeccdo sdo uma
oportunidade de melhorar conhecimento sobre mecanismos de viruléncia
(DZIVA & STEVENS, 2008).

Cepas de APEC podem estar presentes na microbiota intestinal de
aves sadias, podendo permanecer em um ambiente por um longo periodo,
contaminando alimentos e a 4gua, que servirdo de via de disseminacédo da
bactéria para as aves (EWERS et al., 2009). Ainda, cepas de APEC



15

distintas geneticamente podem produzir a mesma infeccéo, pois podem
apresentam fatores de viruléncia que, apesar de diferentes, possuem a
mesma funcao e atuam no mesmo sitio do hospedeiro (BARBIERI, 2010).

Genes de viruléncia e plasmideos de resisténcia de E. coli
provenientes de animais podem ser transmitidos a humanos e outras
espécies por contato direto, pelo alimento ou ambiente. Bactérias podem
colonizar o intestino do novo hospedeiro quando sdo ingeridas e passam
pelo trato gastrointestinal. Consequentemente, estas cepas podem levar a
infeccbes bacterianas com opcbes medicamentosas cada vez mais
limitadas (AJIBOYE et al., 2009; HAMMERUM & HEUER, 2009).

2.5 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

O surgimento da resisténcia aos antimicrobianos mais comuns tem
se revelado um problema crescente mundial (LOPES, 2009). A importancia
de substancias antimicrobianas no aumento da resisténcia bacteriana esta
no seu papel selecionador de cepas resistentes por meio da pressao
seletiva, resultado do seu emprego na clinica, indudstria ou comércio
(LIVERMORE, 2003).

Bactérias como E. coli podem ser transmitidas dos animais para o
homem na auséncia de selecdo antibacteriana. Com a colonizacéo
gastrointestinal, pode ocorrertransferéncia de determinantes genéticos de
resisténcia por cepas contaminantes (OZGUMUS et al, 2008).

Os conhecimentos atuais ndo sao suficientes para prever ou para
impedir a propagacgéao da resisténcia aos antimicrobianos. Para desenvolver
uma estratégia em longo prazo é essencial conhecer melhor os
mecanismos subjacentes a estes fenbmenos (SILVA, 2007).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos podem ser
intrinsecos e extrinsecos (MARTINEZ, 2008). A resisténcia intrinseca é a
resisténcia natural da bactéria contra um determinado grupo antibiotico.
Entre os mecanismos de resisténcia intrinseca estdo a barreira de
permeabilidade, modificacdo dos locais alvo dos antibidticos ou ainda pela
inducéo de genes reprimidos na presenca de antibiético (TENOVER, 2006).
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Ja os mecanismos de resisténciaextrinsecos sdo mecanismos que
sdo adquiridos pela bactéria, principalmente por mutagcdes cromossomais e
transferéncia de plasmideos (TENOVER, 2006). As mutacdes
cromossomicas sdo alteracbes na sequéncia de DNA dos cromossomos
bacterianos, as quais podem resultar na sintese de proteinas alteradas,
novas proteinas ou ainda alteracfes na quantidade de proteina produzida.
Os plasmideos sdo moléculas de DNA, extracromossomal com a
capacidade de replicacdo autbnoma. Os plasmideos de resisténcia podem
ser encontrados numa grande diversidade de bactérias, uma vez que é
facilmente transmitido a bactérias, seja da mesma espécie ou ndo, através
de métodos de conjugacéo e transformacao (ALEKSHUN & LEVY, 2007).

Estas moléculas podem codificar diversas proteinas importantesna
replicacédo, fatores de fertilidade, resisténcia a metais toxicos, bacteriéfagos
e antibioticos, adesédo celular, viruléncia entre outros (HARBOTTLE et al.,
2006). Além dos plasmideos, ainda podem ser transmitidos 0s transposons
e integrons. Transposons sdo sequéncias de DNA linear que possuem a
capacidade de se transferir de uma molécula de DNA para outra
(MARTINEZ, 2008). Se diferem dos plasmideos por n&o possuirem
capacidade de replicagcdo autbnoma e por ndo necessitarem de grande
homologia de modo a se inserirem numa sequencia de DNA. J4 os
integrons assemelham-se aos transposons, mas nao possuem sequencias
terminais repetidas nem codificam as proteinas necessérias para a sua
transposicdo. Estes podem ser caracterizados pela presenca de
sequencias especificas para o alvo de integragdo. Apresentam a
capacidade de adquirir diversos genes para a resisténcia aos antibiéticos e
expressa-los através de promotores intrinsecos (MINDLIN et al, 2006;
SENKA et al, 2008).

Existem quatro processos de transferéncia de genes de um
microrganismo para outro, s&o eles, conjugacao, transformacao,
transducdo e transposicdo (QUINN et al, 2005). A conjugagdo é um
processo pelo qual o DNA é transferido por contato celular, de um doador
para receptor. Genes que codificam resistencia a antibiéticos encontram-se
largamente distribuidos disseminando facilmente para diferentes espécies
bacterianas. A transformacdo € um processo em que o DNA do doador é
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integrado no cromossoma do receptor. Na transducdo, a transferéncia
genética € mediada por bacteriéfagos e j na transposicao a transferéncia
€ mediada por transposons, envolvendo tanto plasmideos conjugativos
como nao conjugativos e também cromossomas (ALEKSHUN & LEVY,
2007).

Estudos recentes mostraram que a resisténcia bacteriana pode
acontecer também em E. coli comensal de animais de vida livre que néo
passaram diretamente por antibioticoterapia (CIZEK et al. 2007,
DOLEJSKA et al. 2007, 2008, 2009; LITERAK et al. 2007).

De acordo com GILLIVER et al. (1999), a determinacéo do perfil de
resisténcia a antimicrobianos € de interesse tanto para a espécie em
estudo, como para a saude publica. Estudos recentes apontam um
aumento exponencial na propor¢do de microrganismos resistentes,
mostrando que nos Uultimos anos o problema se agrava com maior
velocidade (WANNMACHER, 2004), seja devido a prescricao excessiva de
antibioticos por parte de médicos, o uso indiscriminado pelo publico e o
emprego dessas drogas para uso veterinario (HARAKEH et al., 2006). O
assunto tem sido alvo de muitas pesquisas, tanto com cepas humanas
guanto para as isoladas de animais (LEVY, 2002), no entanto sédo escassas
as informacdes sobre resisténcia bacteriana em isolados de animais
selvagens (GILLIVER et al., 1999).

Para se obter informacfes do perfil sanitario de aves que circundam
regibes de criacdes comerciais avicola, foi realizado pesquisa de agentes
patogénicos importantes para aves de fim comercial, além da pesquisa do
perfil de resisténcia a antimicrobianos, com a finalidade de se analisar o
perfil sanitario destas espécies sinantropicas e se estabelecer estratégias

preventivas.
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CAPiTULQ 2 - DETECS;AO DE Salmonella sp. EM AVES
SINANTROPICAS DA REGIAO METROPOLITANA DE GOIANIA-GO

RESUMO: Aves de vida livre sdo consideradas potenciais carreadores de
agentes patogénicos para animais de producdo. Com a finalidade de se
observar a importancia destas aves nha cadeia epidemioldgica da
salmonelose aviaria, 260 amostras biologicas de duas espécies com
comportamento sinantropico, pombos (Columba livia) e urubus de cabeca
preta (Coragyps atratus) foram pesquisadas para a presenca de
Salmonella sp., com posterior sorotipagem das amostras positivas. Para
tanto, foram adotados os métodos de bacteriologia convencional e PCR em
tempo real (rPCR) para analise do material. Do total de 200 amostras
obtidas dos pombos, 13% (26/200) foram positivas no exame
bacteriologico. Na sorotipagem desses isolados realizada pelo laboratorio
FioCruz (RJ), 73% (19/26) foram identificadas como Salmonella enterica
sorotipo Schwazergrund, 23% (6/26) foram identificados como Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium e 3,84% (1/26) foram identificadas como
Salmonella enterica sorotipo Enteritidis. Na analise das amostras de
pombos pela rPCR 27% (54/200) foram positivas para a deteccdo de
Salmonella sp. Do total de 60 amostras obtidas dos urubus, nenhuma foi
positiva no bacteriolégico convencional, no entanto 8,3% (5/60) foram
positivas no rPCR. Conclui-se que pombos domeésticos e urubus de cabeca
preta da regido metropolitana de Goiania séo portadores de Salmonella sp.

Palavras-chave: bacteriologia, pombos, salmonelose, rPCR, urubus.
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CHAPTER 2 - DETECTION OF Salmonella enterica IN SYNANTHROPIC
BIRDS IN THE METROPOLITAN AREA OF GOIANIA-GO

Abstract: Free-living birds are considered a potential source of pathogens
for livestock. In order to assess their importance in the epidemiological
chain of avian salmonellosis, 260 biological samples were taken from two
species with known syanthropic behaviour: a) Pigeon (Columbia livia) and
b) Black-headed vulture (Coragyps atratus). Both were screened for the
presence of Salmonella enterica, with subsequent serotyping of positive
samples. To facilitate the above mentioned serotyping of the material we
adopted the conventional bacteriological methods and rPCR analysis.
During the bacterialogical examination a total of 13%, 26 of the 200
samples from the pigeons were found positive. Of those isolated the
serotyping 73% (19 of 26) were identified as Salmonella enterica, serotype
Typhimurium; 3, 84% (1 of 26) was identified as Salmonella enterica,
serotype Enteriditis. The results of the rPCR analysis showed 27% (54 of
200) as positive of Salmonella enterica. All 60 samples taken from the
vultures, none showed up as positive during the conventional
bacteriological exams, contrarily to the rPCR analysis, which detected 8.3%
(5 of 60) as positive. In conclusion, pigeons and black-headed vulture from
the metropolitam area of Goiania are carriers of Salmonella sp.

Keywords: bacteriology, pigeons, salmonellosis, rPCR, vultures.
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INTRODUCAO

A produgdo avicola nacional vem sendo responséavel por grande
parte dos ganhos econbmicos do Brasil. O Pais ocupa hoje a terceira
posicdo como produtor de frangos de corte e € 0 maior exportador,
fornecendo-o para 142 paises (BRASIL, 2012). Os cuidados com a
qualidade sao essenciais para a obtencédo de um bom produto final, e por
isso, 0 controle sanitario na avicultura industrial € realizado com rigorosas
medidas de biosseguranca. Uma dessas medidas preconiza evitar o
contato de aves de vida livre com as aves de producgdo, com o fim de
minimizar a transmissdo de agentes, ja que sdo consideradas potenciais
carreadores de agentes infecciosos para a criacdo avicola (LUTTRELL &
FISHER, 2007).

Em busca de alimento, aves sinantrépicas procuram &areas de
produgédo animal e podem com isso contaminar animais de produgdo com
patogenos aléctones (NUNES, 2003). Entre estas aves, estdo vastamente
distribuidos os pombos comuns (Columba livia), e também o urubu de
cabeca preta ou urubu comum (Coragyps atratus) (SICK, 2001; DEL HOYO
et al., 2003; SANTIAGO, 2006), ave que se alimenta de carcacgas e outros
materiais em decomposi¢do, assim como detritos humanos, o que aponta
sua possivel importancia para a disseminagdo de Salmonella e outros
agentes patogénicos para o homem e outros animais (YORIO &
GIACCARDI, 2002).

O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu através da Portaria Ministerial n°193 de 19 de setembro de 1994, o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) com o objetivo de garantir
a qualidade dos produtos de origem avicola sanitariamente controlados,
disponiveis nos mercados externo e interno. Além de outras medidas, o
programa preconiza 0 monitoramento nos planteis de reproducdo para a
certificacdo de nucleos e granjas como livres de Salmonella enterica
sorotipo Gallinarum e de Salmonella enterica sorotipo Pullorum e livres ou
controlados para Salmonella enterica sorotipos Enteritidis e Typhimurium
(BRASIL, 1994).
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A disseminagdo da Salmonella em aves de vida livre parece estar
intimamente relacionada com a contaminacdo ambiental. O tratamento
inadequado de esgotos ou de estercos, associado a grandes
aglomeracoes, favorece o acumulo e dispersdo de salmonelas no
ambiente. Isto, por sua vez, aumenta a probabilidade de animais de vida
livre a serem expostos, 0 que os torna portadores intestinais e dispersantes
desta bactéria (DOUST & PRESCOTT, 2007). Portanto, aves de vida livre
tem sido alvo de diversas pesquisas em muitos paises, com o enfoque na
transmissibilidade de agentes para os animais de produc¢édo, com o objetivo
de produzir alimentos seguros, pois esses agentes podem determinar
quadros de toxinfecgdo no homem (LOPES, 2008).

Além dessa importancia como possiveis veiculadores de Salmonella
para aves de producdo e para humanos, a introducdo deste agente na
populacdo de espécies de vida livre pode vir a ser um grande problema
ecolégico, ja que a enfermidade pode ser fatal para algumas espécies
(CARVALHO, 2006; HERNANDEZ-DIVERS et al., 2006; PENNYCOTT et
al., 2006).

Considerando a escassez de trabalhos desta enfermidade em aves
sinantrépicas e seu potencial papel como portadores inaparentes, o
presente estudo foi conduzido com o intuito de se verificar a presenca de
Salmonella com o uso das técnicas de bacteriologia convencional e rPCR,
além de sorotipagem das amostras isoladas por laboratorio de referéncia,
de amostras biolégicas de pombos comuns e urubus de cabeca preta
capturados em areas proximas a exploragbes comerciais avicolas da

regido metropolitana de Goiania-GO.
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MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas
de Aves, nos Laboratérios de Bacteriologia e de Biologia Molecular do
Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria e
Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG) e no Centro de
Triagem de Animais Silvestres de Goias (CETAS/GO).

Animais e coleta das amostras

Foram avaliados 200 pombos (Columbia livia) e 60 urubus de
cabeca preta (Coragyps atratus).

Os pombos foram capturados ao longo de um ano, de forma
aleatéria, com o apoio da equipe do Centro de Zoonoses da cidade de
Aparecida de Goiania, na regido metropolitana de Goiania, em um raio de
até 50 km de empresas avicolas.

Na captura foram utilizadas cinco armadilhnas de aco galvanizado
modelo Argentina (Hebei Panfa Trade Co, Ltd), de 1,00 m3 (Figura 1).
Estas armadilhas foram instaladas pela manhd permanecendo abertas
durante todo o dia, sendo vistoriadas esporadicamente durante o dia, para
retirada das aves capturadas e reabastecimento dos comedouros e

bebedouros.

Figura 1. Armadilha de aco galvanizado
modelo Argentina (Hebei Panfa Trade Co, Ltd)
pronta para o uso.

Fonte: Arquivo Pessoal, 2011.


http://portuguese.alibaba.com/gs-suppliers_hbpanfa
http://portuguese.alibaba.com/gs-suppliers_hbpanfa
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Os pombos foram retirados manualmente das armadilhas, com a
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual adequados: luvas,
Oculos de acrilico com protecao lateral, mascaras semifaciais com filtro de
protecdo P3 e acondicionados em gaiolas de trasporte, em veiculo de
carroceria aberta até o laboratério, semanalmente.

Apés a captura, as aves eram levadas ao Nucleo Experimental de
Doengas de Aves, onde os pombos eram eutanasiados e foram colhidas
amostras de conteudo intestinal.

Os urubus usados neste experimento eram provenientes do Centro
de Triagem de Animais Selvagens (CETAS-GO), capturados por
autoridades ambientais. Assim que eram recebidos pelo CETAS, os
animais eram contidos manualmente e colhiam-se suabes cloacais. As
amostras eram acondicionadas em caixas isotérmicas de isopor contendo
gelo e transportadas imediatamente para o laboratério onde foram
realizadas as andlises bacterioldgicas.

Esse estudo foi realizado com uma licenca obtida pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
(Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade - ICMBio e
Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO),
protocolo No0.25795-1 e aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Goias, protocolo
080/11.

PESQUISA DE Salmonella

Bacteriologia convencional

Para o isolamento e identificacdo de Salmonella sp., as amostras
foram submetidas a bacteriologia convencional, de acordo com GEORGIA
POULTRY LABORATORY (1997).

Cerca de 2 g das excretas, ou suabes cloacais, foram inoculados em
solucéo de agua peptonada a 0,1% e incubados em estufa a 37 °C por 18
horas. Em seguida, 0,1 mL desta solucéo foi transferido para dois tubos,
cada um contendo solugédo de Rappaport Vassilidis ou 1 mL de caldo de
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selenito, os quais foram incubados a 37 °C por 12-24 horas. Apés o
enriquecimento seletivo, cada caldo foi plagueado em trés diferentes meios
de cultivo: &gar XLT4 (Difco), agar verde brilhante (Difco), e agar
Hecktoen(Difco), e todas as placas foram incubadas a 37 °C por 18h. De
cada placa, trés unidades formadoras de colénia com morfologia sugestiva
de pertencer ao género Salmonellaforam inoculadas em tubos contendo
agar TSI (Triple Sugar Iron) (Difco), os quais foram incubados a 37 °C por
18h. Os tubos de TSI com caracteristicas morfologicas similares e
sugestivas de Salmonella foram selecionados e submetidos a provas de
producdo de urease, prova de indol, de H2S, prova do vermelho de metila,
prova de motilidade, citrato de Simmons, do malonato e prova de lisina
descarboxilase. As amostras consideradas positivas nos testes bioquimicos
foram enviadas ao laboratério FIOCRUZ (RJ), onde foram sorotipadas.

Aliquotas do caldo de selenito de todas as amostras coletadas foram
congeladas a -20 °C e posteriormente processadas pela PCR em tempo
real (rPCR).

Técnica da PCR em tempo real

Extracdo do DNA genbmico das amostras

Antes do procedimento de extracdo, as amostras congeladas em
caldo de selenito foram submetidas a um novo enriquecimento bacteriano,
posteriormente, o DNA das amostras foi extraido pelo método de
tratamento térmico, de acordo com SANTOS et al. (2001).

Utilizaram-se 400 yL da amostra em tubo de polipropileno de 1,5 mL
livre de DNA e RNA (Axygen), o tubo contendo a amostra foi centrifugado a
1956,2g por quatro minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado
e suspenso em 1 mL de TE (100uL Tris/HcL 1M + 20uL EDTA 0,5M +
9,880 uL H.0)a mistura foi levada ao vortex por 10 segundos e novamente
centrifugada a 1956,2g por oito minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet suspenso em 100ul de TE. Prosseguiu-se uma homogeneizagcao em

vortex por 10 segundos, seguida de aquecimento em placa a 95°C por 20
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minutos. O sobrenadante foi entdoresfriado, aliquotado e armazenado a -20
°C em congelador para posterior utilizacao.

As realizacOes dos ensaios de rPCR para a deteccdo deSalmonella
sp. foram realizados de acordo com CALVO et al. (2008).

Os eluatos obtidos a partir das amostras extraidas foram utilizados
para realizagdo de rPCR, empregando-se sistema TagMan®. O volume
adotado foi de 20 L utilizando-se 4,6 pL de agua milli-Q, 10uL de Master
mix (1x), 2 pL de mix de IPC (10x), 0,4 pL de 50x IPC DNA, e 1 uL da
mistura de oligonucleotideos iniciadores e sonda (iniciador na concentracao
de 30mM), acrescentando-se 2 pL de amostra teste de DNA. Como
controle interno da reacdo em um dos pocos da placa de 96 pocos foi
utilizado o IPC DNA com reagente bloqueador de IPC (negative control
blocked IPC, Life®) e outro com o IPC DNA sem bloqueador. A
amplificacdo foi realizada em termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems) nas seguintes condi¢des: pré PCR a 60°C por 30 segundos
seguida de 95°C por 10 minutos,40 ciclos a 95°C por 15 segundos
(desnaturacdo) e 60°C por 1 minuto e 60°C por 30 segundos para
extensao.

Para deteccdo de Salmonella sp. foram utlizados os
oligonucleotideos iniciadores SAL1410f 5'-
GGTCTGCTGTACTCCACCTTCAG-3 e SAL1494r 5-
TTGGAGATCAGTACGCCGTTCT-3' e sonda SAL1441pr FAM-
TTACGACGATATTCGTCCGGGTGAAGTG — TAMRA, desenvolvidos por
CALVO et al. (2008).

Foram consideradas positivas as amostras em que as curvas de
amplificagdo geradas ultrapassaram a linha de corte observadas no
programa StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems). O grau de

confianga estabelecido para a analise da corrida foi de 95%.
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Analise estatistica

Para interpretacdo dos resultados obtidos, foi feita andlise da
frequéncia dos dados. Para o estudo de concordancia entre os testes
utilizou-se o coeficiente de Kappa (K) e a interpretacao convencional dos
valores K adotados foram: 0,00 - 0,20 =concordancia fraca; 0,21 - 0,40 =
regular; 0,41 - 0,60 = moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 0,81- 1,00 = muito boa,

valores negativos sao interpretados como equivalentes a 0,0.
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RESULTADOS

No exame bacteriolégico convencional, das 200 amostras de fezes
colhidas dos pombos domésticos, 13% (26/200) foram consideradas
positivas para Salmonella sp. Os sorotipos foram identificados pelo
laboratério FIOCRUZ (RJ), dos quais foram 73,07% (19/26) foram
tipificados como Salmonellaenterica sorotipo Schwarzengrund, 23,07%
(6/26) identificadas como Salmonella enterica sorotipo Typhimurium e
3,84% (1/26) foi identificada como Salmonella enterica sorotipo Enteritidis

(Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de Sorotipos de Salmonella entérica identificados pelo laboratério
FIOCRUZ (RJ) em 13% (26/200) das amostras de fezes colhidas de pombos domésticos.

As amostras foram analisadas por meio de exame bacteriolégico convencional.

Sorotipo N Porcentagem
Schwarzengrund 19 73,07%
Typhimurium 6 23,07%
Enteritidis 1 3,86%
Total 26 100%

Na analise pela rPCR, 27% (54/200) amostras de pombos foram

consideradas positivas para Salmonella sp.(Figura 2)

175
1.50
1.25 2
1.00
07s 3

0.50 1
p.2s 1.2 —

ARN

|

I:l.l:ll:li

g 2 4 & 8 10 12 14 18 18 2 2@ M ¥/ 2/ I I M 3_F 3] 40 &
Cycle

Figura2. Curvas de amplificacdo de DNA das amostras de pombos 1- Linha de

cortethreshold 2-Curva positiva para a deteccdo de Salmonella sp.no grau de confianca
95% 3 — Amostras negativas para a deteccdo de Salmonella sp. no grau de confianca de
95%.
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Todas as 26 amostras provenientes dos pombos que foram positivas
na bacteriologia convencional também foram positivas no rPCR.

Das 60 amostras colhidas dos urubus, nenhuma foi positiva no
exame bacteriolégico convencional para a pesquisa do agente. J4 na
analise pela rPCR das mesmas amostras colhidas de urubus, 8,3% (5/60)

apresentaram resultados positivos (Figura 3)

= 0 | |
[

ARN

© o oo ooo
- D a4 N W B O

N
a

o
®
a1
]
>

Cycle

Figura 3. Curvas de amplificacdo de DNA das amostras de urubus 1- Linha de corte
threshold 2-Curva positiva para a deteccdo de Salmonella sp.no grau de confianca 95% 3
— Amostras negativas para a deteccdo de Salmonella sp. no grau de confianca de 95%.

Os resultados obtidos nas duas andlises laboratoriais estdo

dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados obtidos nos dois testes diagndsticos aos quais as amostras biolégicas
colhidas de pombos e urubus foram submetidas.

Bacteriolégico convencional rPCR
Positivo Negativo | Positivo Negativo
Pombos 26(13%) 174(87%) 54(27%) 146(73%)
Urubus 0 60(100%) 5(8,3%) 55(91,7%)

Na analise de concordancia entre os dois meétodos diagndsticos,
para a analise das amostras obtidas dos pombos, a concordancia ocorreu
de forma moderada (0,40-0,59) (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores do indice de Kappa, seus intervalos de confianca de 95% e os valores de p
para as categorias de teste 'positivo’, 'negativo’, e para o teste geral de Kappa. Foram

considerados os resultados categoricos de dois testes: cultura bacteriologica e rPCR.

Intervalo de confianga

Kappa de 95% P
L. Superior =0,701
Positivo 0,576 Inferior = 0,433 < 0,001
ior =0,701
Negativo 0,576 Superior = 0,70 <0,001

Inferior = -0,433

Superior =0,701
Geral 0,576 < 0,001
era ’ Inferior: 0,45 !
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DISCUSSAO

Neste estudo, foram observados uma alta frequencia de Salmonella
sp. em pombos domésticos. Nos resultados obtidos na rPCR, 100% das
amostras positivas nesta analise concordaram com os resultados obtidos
nna cultura bacteriana.

A cultura bacteriana € o teste gold standard para a deteccdo de
Salmonella sp. nas fezes dos animais, no entanto, para o0 processamento
das amostras por essa técnica € necessario um prazo aproximado de uma
semana. No rPCR as amostras sdo processadas em um prazo aproximado
de 24h, incluindo-se o periodo de enriquecimento bacteriano. As técnicas
moleculares vém sido usadas com sucesso na deteccdo de Salmonella,
inclusive dos sorotipos especificos (DILMAGHANI et al., 2011). Estudos
com alimentos contaminados com este agente mostraram bons resultados,
com alta concordancia entre os métodos bacteriolégicos e PCR
(MALORNY et al, 2009), No presente estudo a técnica da PCR em tempo
real se mostrou adequada, sendo uma alternativa quando sdo necessarios
rapidos resultados, se mostrando apropriado como método complementar
na deteccdo de Salmonella sp., resultados similares aos relatados por
TEMELLI et al.(2010) e SOMMER et al. (2012).

Nas duas espécies aviarias analisadas no estudo, os resultados
positivos foram mais frequentes na analise pela rPCR em relacdo aos
resultados obtidos pela bacteriologia convencional. Resultados negativos
na cultura bacteriana pode estar correlacionado com um alto nimero de
células de Salmonella ndo cultivhveis ou mortas, ao niumero de células na
amostra, crescimento de outras colonias bacterianas na cultura
(ERIKSSON & ASPAN, 2007) ou ainda meios de enriquecimento
bacteriano usados podem diminuir a sensibilidade da técnica
bacteriologica, o que pode justificar a maior positividade na técnica
molecular (ANDRADE et al., 2010).

Constatou-se que o0s sorotipos identificados, nesta pesquisa sao
pertencentes a espécie Salmonella enterica, 0s quais ndo sao sorotipos

especificos, ou seja, ndo sdo adaptados a uma Unica espécie animal. Eles
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podem afetar diferentes espécies como aves, peixes e mamiferos. As aves
de vida livre que vivem préximas aos humanos, devido ao aumento dos
niveis de contaminagdo do meio ambiente, aparentemente s&o mais
susceptiveis que outras aves a se infectarem e se manterem como
carreadores intestinais desta bactéria (DILMAGHANI et al., 2011).
Dependendo de fatores relacionados com o sorotipo bacteriano, espécie
hospedeira, condicbes ambientais e grau de exposicdo do animal a
Salmonella, podem se desenvolver em um hospedeiro assintomatico ou
animal doente por enterite, septicemia aguda ou infec¢ao crénica multifocal
(DOUST & PRESCOTT, 2007).

Trabalho similar foi conduzido por AKBARMEHR (2010) no Iran,
onde foram pesquisadas amostras de avestruzes, pombos e frangos de
corte. Nas amostras analisadas pelo métodos bacteriolégicos, o
pesquisador observou uma alta ocorréncia desse agente em pombos, em
relacdo as outras espécies pesquisadas, ou seja em 15,5% dos pombos
foram positivos para Salmonellaenterica , resultado proximo ao encontrado
no presente estudo, reforcando a importancia desta espécie aviaria na
epidemiologia da salmonelose.

O sorotipo mais encontrado nas amostras dos pombos capturados
do presente estudo foi Salmonella enterica sorotipo Schwarzengrund,
sorotipo pouco documentado no Brasil. Este agente é responsavel por
toxinfeccdo alimentar humana e aparenta ter grande importancia para a
criacdo de animais de producdo. Em paises asiaticos esse sorotipo se
mostrou como um dos principais contaminantes de produtos alimenticios,
incluindo-se carne de frango, constituindo um sério problema sanitario
nesses paises (KHOO, 2009; CHEN et al, 2010). Além disso,
AARESTRUP et al. (2007) relataram que este sorotipo possui pouca
especificidade quanto a possibilidade de infectar os animais e a possivel
dispersdo de Salmonella enterica sorotipo Schwarzengrund em alimentos
para humanos, refor¢a a sua importancia na saude publica.

Dentre os isolados de Salmonella sp., (23%), seis amostras foram
identificadas como Salmonella enterica do sorotipo Typhimurium. A
deteccdo deste sorotipo em pombos ja foi descrita na literatura por diversos
autores. PEDERSEN et al. (2006) realizaram estudo com pombos
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capturados em locais de criacdo de gado de leite e também em centros
urbanos. Somente as aves capturadas nas areas de producdo foram
detectadas como positivas para Salmonella enterica sorotipo Typhimuriume
S. enterica sorotipo Montevideo, com o total de 1% de 277 aves
consideradas positivas. Segundo DOUST & PRESCOTT (2007), existe
uma correlacdo entre a prevaléncia de Salmonella no trato intestinal de
varias espécies de aves silvestres e a sua proximidade com pessoas e
animais de producdo. Essas aves com frequéncia se aproveitam da
proximidade de humanos e animais domésticos para a obtencdo de
alimento, e com isso se contaminam. Esta forma de exposicao raramente
envolve manifestagdes clinicas da doenca, e a eliminacao da bactéria pelas
fezes na maioria dos casos é de curta duracéo.

De forma semelhante, MARCIANO (2004) detectou Salmonella
enterica sorotipo Typhimuriumem 8% dos 6rgaos e de fezes de pombos.
Também ADESIYIUM et al. (1998) realizaram o isolamento deste sorotipo
em uma amostra obtida de pombos correios, também da espécie Columba
livia, na Espanha.

Pesquisadores da Croacia isolaram S. enterica sorotipo
Typhimurium em 17 de 107 amostras examinadas em pombos, obtendo um
percentual de 15,3% de positividade no isolamento deste agente de
excretas no exame bacteriolégico (VUCEMILO et al. 2003).

Na Bélgica, PASMANS et al. (2004) também realizaram o isolamento
deste sorotipo em pombos, com a frequéncia de 3,3% de aves
consideradas positivas, resultado semelhante ao encontrado aqui, com 3%
(6/200) de amostras positivas para Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium. Os resultados obtidos neste estudo indicam os pombos como
disseminadoresde Salmonella enterica do sorotipo Typhimurium.

Das amostras isoladas de Salmonella sp., uma foi sorotipada como
Salmonella enterica sorotipo Enteritidis, resultado que concorda com os
obtidos em trabalho conduzido por SOUSA et al. (2010), que amostras
biologicas de varias espécies de aves silvestres foram submetidas a
exames soroldgicos e bacteriolégicos para a deteccdo deSalmonella.

Assim como foi detectado no presente trabalho, Salmonella enterica
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sorotipo Enteritidis foi isolada por bacteriologia convencional de uma
amostra de columbiforme.

Pelo grande contato dos pombos domeésticos com residuos, esses
animais se tornam mais sucetiveis a infeccao pela Salmonella, e se tornam
hospedeiros acidentais deste agente (TIZARD, 2004; CiZEK et al., 2007)

Na Noruega foi realizada pesquisa usando a mesma técnica da
bacteriol6gica convencional, em suabes cloacais, as quais apresentaram
resultados negativos (LILLEHAUG et al., 2005). A discordancia entre
resultados obtidos na Noruega e do presente trabalho podem ser
explicados pela caracteristica da excre¢cdo da Salmonella, queocorre de
forma intermitente. Ainda, as condi¢cbes climéaticas do referido pais e
também pelo estilo de vida da populacdo quanto a destinacdo de residuos
também podem ter influido para o resultado negativo, uma vez que sao
bem distintas das condi¢des locais da regido do presente estudo.

Na andlise bacterioldgica das amostras de suabes cloacais obtidos
de urubus, nenhuma amostra foi considerada positiva para Salmonella
enterica. Mesmo tendo sido pesquisado em menor nimero de amostras,
estes resultados concordam com o que € relatado pela literatura, que os
urubus apresentam naturalmente uma menor suscetibilidade aos
patdogenos. Neste sentido, ao longo dos anos muitas hipoteses foram
sugeridas, como a relacdo com as condic¢des fisicoquimicas e fisioloégicas
do sistema gastrintestinal destes animais, o estabelecimento evolutivo de
uma absorcao especifica deste sistema, ou hipétese da presenca de uma
microbiota mais complexa ao longo do sistema digestivo. Com isso,
postula-se que existe uma microbiota no sistema gastrintestinal dessas
aves gque competem com agentes patogénicos, diminuindo, portanto, o
risco de disseminacao destes (OCANDO et al., 1991; CARVALHO et al.,
2003; SILVA et al.,, 2010). Este fato provavelmente se justifica, porque
nenhuma das amostras foi positiva no exame bacterioldgico convencional e
cinco delas foram positivas pela rPCR. A positividade em rPCR se explica
provavelmente pela alta sensibilidade da técnica, ja que esta técnica €
capaz de detectar o microrganismo mesmo que sua presenca seja em
guantidades minimas(MALORNY et al., 2004). Também, é possivel que o

microrganismo nao tenha sido capaz de se reproduzir no intestino destas
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aves, Visto que a microbiota competitiva € capaz de inibir sua multiplicacao
(CARVALHO et al, 2003), portanto ndo foi detectavel no método
bacteriol6gico convencional.

Além disso, no estudo, as amostras obtidas dos pombos domeésticos
consistiam em conteudo intestinal e as amostras colhidas dos urubus eram
suabes cloacais. Em estudo comparativo de amostras bioldgicas relatado
por TEMELLI et al (2010), para a deteccdo de Salmonella sp. por cultura
bacteriana e rPCR o0 uso de conteddo intestinal gera resultados mais
confiaveis em relacdo as amostras de suabe cloacal, como os que foram
usados para o processamento das amostras obtidas dos urubus. O frescor
das fezes no momento da analise e nivel de umidade podem levar a
deteccdo de resultados falso negativos. Além disso, nas fezes estdo
presentes grandes quantidades de enzimas DNazes e proteases, e
polisacarideos que podem ser fatores inibitorios para a PCR (MALORNY et
al, 2005), no entanto, a fase de pré enriquecimento, como a realizada no
presente estudo, inibe a acdo destes agentes, diminuindo estes efeitos
negativos na reacao (SOMMER et al, 2012).

SILVA et al. (2010) ao estudarem a relagdo dos habitos alimentares
de urubus observaram que existe relacdo direta da disseminacdo dos
agentes com a saude ambiental, podendo inclusive esta ave ser um
bioindicador da saude ambiental. No entanto, maiores estudos com essa
espécie aviaria sdo necessarios para se confirmar o seu real papel na
epidemiologia da salmonelose.

A maior densidade de animais sinantrOpicos pode levar a um
aumento das aves comerciais infectadas por Salmonella (LAPUZ et
al.,2012). Animais portadores sdo de grande importéancia como fonte de
infecgdo, ja que podem excretar as bactérias de forma intermitente pelas
fezes por meses ou até anos (HALES & HALES, 2003), levando a
contaminacdo dos ambientes. Devido as dificuldades no controle de
agentes patogénicos na producdo avicola, medidas sanitarias adequadas
nas instalacbes vem sendo alvo de cada vez mais estudos, dada a

importancia destes meios para a manutencado dos patégenos no ambiente.
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CONCLUSOES

Salmonella entérica dos sorotipos Schwarzengrund, Enteritidis e
Typhimurium viaveis estao presentes na microbiota de pombos domésticos
da regido metropolitana de Goiania. Salmonella sp. foi detectada em

urubus de cabeca preta da regidao metropolitana de Goiania.
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CAPITULO 3: Mycoplasma gallisepticum E M. synoviae EM POMBOS
COMUNS (Columba livia) E URUBUS DE CABECA PRETA (Coragyps
atratus) NA REGIAO METROPOLITANA DE GOIANIA

RESUMO: Informac0des relativas a ocorréncia de agentes patogénicos em
animais de vida livre sdo essenciais para o estabelecimento de medidas
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adequadas de biosseguranca para a producdo animal. Para tanto,
amostras biologicas de 260 aves de vida livre de habitos sinantrépicos, 200
pombos (Columba livia) e 60 urubus de cabeca preta (Coragyps atratus)
foram pesquisados para a presenca de anticorpos contra Mycoplasma
gallisepticum e Mycoplasma synoviae pela técnicas de soroaglutinacao
rapida em placa (SAR) e deteccéao direta pela PCR em tempo real (rPCR).
Das amostras colhidas dos pombos, 7,5% (15/200) foram reativas no teste
sorologico, sendo 4,5% (9/200) positivas para a deteccdo de anticorpos
anti-M. gallisepticum e 3% (6/200) para anti-M. synoviae. No método da
rPCR, 2,5% (5/200) das amostras dos pombos foram positivas para
deteccdo de M. gallisepticum e nenhuma amostra positiva para M.
synoviae. Das amostras colhidas dos urubus, todas foram negativas em
ambos os testes em que foram submetidas. Os resultados mostram a
importancia do pombo comum como portador de M. gallisepticum.

Palavras-chave: aves sinantropicas, micoplasmose, rPCR, sorologia.

CHAPTER 3: Mycoplasma gallisepticum AND M. synoviaelN PIGEONS
(Columba livia) AND BLACK HEAD BUZZARDS (Coragyps atratus) IN
THE METROPOLITAN REGION OF GOIANIA

SUMMARY: Information concerning the occurrence of pathogens in free-
living animals are essential for the establishment of appropriate biosecurity
measures for animal production. To this end, biological samples from 260
synanthropic birds, 200 pigeons (Columba livia) and 60 black head
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buzzards (Coragyps atratus) were screened for the presence of antibodies
against Mycoplasma gallisepticum and Mycoplasma Synoviae with
techniques for rapid plate agglutination (SAR ) and direct detection of these
agents by real-time PCR (rPCR). The samples taken from birds, 7.5%
(15/200) were reactive in serological testing, and 4.5% (9/200) were positive
for the detection of anti-M. gallisepticum and 3% (6/200) to anti-M.
Synoviae. In the method of rPCR, 2.5% (5/200) of samples of the pigeons
were positive for detection of M. gallisepticum and none were positive for M.
synoviae. Of the samples taken from the vultures, none were positive in
both tests in which they were submitted. The results show the importance of
the common pigeon as a transmitter of M. gallisepticum.

Keywords: Mycoplasmosis, rPCR, pigeons, vultures, serology.

INTRODUCAO

As micoplasmoses sao enfermidades causadas por Mycoplasma,
agentes bacterianos amplamente distribuidos entre os seres vivos e que
podem causar enfermidades de carater agudo ou cronico (LUTTRELL &
FISCHER, 2007).
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Para a avicultura comercial, Mycoplasma gallisepticum € a espécie
de maior importancia econémica, seguida de M. synoviae, M. iowae e M.
meleagridis. A micoplasmose gera significativas perdas econdmicas
atribuidas a queda na producdo e na qualidade dos ovos, ma
eclodibilidade, queda na eficiéncia alimentar, altas taxas de mortalidade e
condenacéo de carcacas, além de altos custos das medicacfes. No Brasil,
estima-se que anualmente 30 mil toneladas de carne de frango séao
perdidas na fase final de producéo, por problemas respiratorios, o que leva
a um prejuizo de cerca de 30 milhdes de doélares (NASCIMENTO &
PEREIRA, 2009).

Mycoplasma pode ser transmitido horizontalmente de ave para ave
por meio de aerossois, por contato direto com outras aves ou contato
indireto por pessoas, animais, racdo, agua e fémites e ainda verticalmente,
pela via transovariana. As variadas formas de transmissdo do agente
dificultam sua erradicacédo e implicam na ado¢cdo de medidas de controle
constantes, onerosas e nem sempre efetivas (PEREIRA & SILVA, 2005).

O Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
instituiu através da Portaria Ministerial n°193 de 19 de setembro de 1994, o
Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA) com o objetivo de garantir
a qualidade dos produtos de origem avicola sanitariamente controlados.
Este programa prevé normas de controle e/ou erradicacdo da
micoplasmose e outras enfermidades que causam impacto para a
avicultura (BRASIL, 1994).

Entre outras medidas, o Programa preconiza o monitoramento nos
planteis de reproducdo para a certificacdo de nucleos e granjas avicolas
para a micoplasmose aviaria. Seu agente perpetua-se na nhatureza
infectando aves domésticas e de vida livre, notadamente na auséncia de
manifestacédo clinica, e dissemina-se na populacdo de aves (BERCHIERI
JUNIOR, 2009).

De acordo com WILLIAMS et al. (2002), a detecgéo de Mycoplasma
nos animais silvestres & crescente e muitas dos relatos séo associados a
enfermidades clinicas. A deteccao de micoplasmas em aves silvestres ja €
relatada desde a década de 1950, quando foi reportado o isolamento de

Mycoplasma spp. do saco aéreo de um periquito acometido por doenca
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respiratoria (ADLER, 1957). Desde entdo, devido ao grande impacto da
enfermidade para a avicultura comercial, aves de vida livre foram
apontadas como possiveis transmissoras da enfermidade em planteis
comerciais avicolas. Os estudos relativos a essa doenca para aves
comerciais tem sido amplamente desenvolvidos, no entanto, aves de vida
livre, que s&o possiveis elos da cadeia epidemiolégica, sdo pouco
estudadas (MACWHIRTER, 2010), sendo que a preocupagdo com a
importancia clinica deste agente nessas populacdes é recente e esta
relacionada principalmente aos impactos ecoldgicos causados pelo
patégeno nessas populacdes aviarias (DORRESTEIN, 2010).

Desde a descoberta dos microrganismos da classe dos Mollicutes,
varias foram as técnicas de diagnostico propostas (PAKPYNIO et al,
2006).Visto suas particularidades, estes microrganismos sao dificiimente
cultivados por bacteriologia convencional, portanto, s8o necessarios outros
métodos para a deteccdo do agente. Os métodos de deteccéo indireta, tais
como a Sorologia Rapida em Placa (SAR) é usada com sucesso como
método de triagem, no entanto, existem alguns inconvenientes, tais como
reacdes cruzadas, que limitam o seu uso (NASCIMENTO & PEREIRA,
2009). Para a confirmacdo da presenca de Mycoplasma, técnicas
molculares vem sendo propostas e usadas com sucesso. As analises pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) desenvolvidas para ampliar DNA
de varios micoplasmas, tém tido grande impacto no diagnostico das
micoplasmoses (NASCIMENTO et al., 1991; LAUERMAN et al., 1994).
Estes métodos permitem detectar micoplasmas com grande sensibilidade e
também alta especificidade sem a necessidade de cultivo do organismo
(NASCIMENTO et al., 1993).

Seja pela importancia destas aves como possiveis reservatorios dos
agentes ou também pelo possivel acometimento destes animais por este
microrganismo que pode levar a um impacto ecolégico nas populagbes de
vida livre, se propOs este estudo visando analisar a presenca de M.
gallisepticum e M. synoviae em pombos e urubus provenientes de areas
proximas a exploracdes comerciais avicolas da regido metropolitana de
Goiania, uma vez que tais agentes sdo de dificil controle na cadeia
produtiva avicola. Também, o estudo objetivou a anédlise do método de
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diagnoéstico pela rPCR para a deteccdo destes agentes na populacdo

destas duas espécies avidrias.

MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas
de Aves e no laboratério de Biologia Molecular do Departamento de
Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da
Universidade Federal de Goias (UFG) e no Centro de Triagem de Animais
Silvestres de Goias (CETAS/GO).
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Animais e coleta das amostras

Foram utilizados 200 pombos (Columbia livia) e 60 urubus de
cabeca preta (Coragyps atratus). Os pombos foram capturados com o
apoio da equipe do Centro de Zoonoses da cidade de Aparecida de
Goiania. As aves foram capturadas de forma aleatéria de regides em um
raio de até 50 km de empresas avicolas.

Na captura foram utilizadas cinco armadilhas de aco galvanizado
modelo Argentina (Hebei Panfa Trade Co, Ltd), de 1,00 m3. Estas
armadilhas foram instaladas pela manhd permanecendo abertas durante
todo o dia, sendo vistoriadas esporadicamente durante o dia, para retirada
das aves capturadas e reabastecimento dos comedouros e bebedouros.

Os pombos foram retirados manualmente das armadilhas, com a
utilizacdo de equipamentos de protecdo individual adequados: luvas,
oculos de acrilico com protecao lateral, mascaras semi-faciais com filtro de
protecdo P3 e acondicionados em gaiolas de trasporte, em veiculo de
carroceria aberta até o laboratério, semanalmente.

ApOs a captura, as aves eram levadas ao Nucleo Experimental de
Doencas de Aves, onde eram colhidas amostras de sangue para a
obtencdo do soro, posteriormente 0os pombos eram eutanasiados e era
colhida uma porgcédo de aproximadamente trés cm da traqueia, que era
congelada para posterior processamento.

Os urubus usados no experimento eram provenientes do Centro de
Triagem de animais selvagens (CETAS-GO). As aves eram levadas por
autoridades ambientais, que realizavam sua captura quando necessaria.
Dos animais recebidos pelo CETAS, eram coletadas amostras de sangue
por puncdo da veia ulnar ou metatarsica e suabes traqueais através da
friccdo da parede da mucosa traqueal. As amostras eram acondicionadas
em caixas isotérmicas e transportadas imediatamente para o laboratério.

Este estudo foi realizado apOs licenca obtida junto ao Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
(Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio e

Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO),


http://portuguese.alibaba.com/gs-suppliers_hbpanfa
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protocolo N° 25795-1 e aprovado pela Comissdo de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Goias, protocolo
080/11.

Metodologia da sorologia para Mycoplasma spp.

A deteccdo dos anticorpos anti-Mycoplasma synoviae e anti-
Mycoplasma gallisepticum ,realizada nas amostras do soro recém colhidas,
foi feita pelo método de Soroaglutinacdo Ré&pida em Placa (SAR)
empregando-se kit comercial (Synovitest® e Myco-Galli Teste®, Biovet,
Sédo Paulo). Para a andlise das amostras foi utilizada uma placa de vidro
subdividida em 30 quadrados de 2,5 x 2,5cm. Em cada quadrado foram
colocados aproximadamente 50 pyL de soro e 50 yL de antigeno. Em
seguida, o conteudo foi homogenizado em movimentos circulares por
aproximadamente cinco segundos. Apos dois minutos, foi feita a leitura, se
observando a formacdo ou ndo de grumos. A amostra foi considerada
positiva quando houve a formacdo de grumos caracteristicos de forma

uniforme.

Metodologia PCR em Tempo Real

Antes de se iniciar o procedimento de extracdodo DNA, os
fragmentos de traqueia e o0s suabes traqueais colhidos dos animais
capturados foram colocados individualmente em tubos de polipropileno em
gue foi adicionado 1ml de agua milli-Q e posteriormente agitado em vortex
por 30 segundos.

A extracdo do DNA das amostras foi realizada de acordo com o
proposto por LAUERMAN (1998). Foram adicionados 400 pyL de agua milli-
Qem 600 yL da amostra contida em tubo de polipropileno de 1,5mL livre de
DNA e RNA (Axygen), o material foi agitado em vortex por 60 segundos.
Posteriormente, o tubo foi levado em placa aquecedora a 100 °C por 20
segundos e apos este periodo foi incubado em gelo e mantido no
refrigerador por 20 minutos. Apés o descanso da amostra em ambiente

refrigerado procedeu-se centrifugacdo a 15.000 RPM por cinco minutos. O
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material foi entdo aliquotado e armazenado a - 20°C em refrigerador para
posterior utilizagao.

Os eluatos obtidos a partir das amostras extraidas foram utilizados
para realizacdo de rPCR utilizando-se sistema TagMan®. O volume
adotado foi de 20 pL utilizando-se 4,6 puL de agua milli-Q, 10uL de Master
mix (1x), 2 pL de mix de IPC (10x), 0,4 pL de 50x IPC DNA, e 1 yL da
mistura de oligonucleotideos iniciadores e sonda alvo (0,3uLde cada
oligonucleotideo iniciador na concentracdo de 30mM e 0,4 pL na
concentracdo de 10mM da sonda alvo), acrescentando-se 2 uL de DNA.
Como controle negativo em um dos pocos da placa de 96 pocos foi
utilizado o reagente bloqueador de IPC (negative control blocked IPC,
Life®). A amplificacdo foi realizada em termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems, Roche Molecular Systems, Foster City, EUA) com as
seguintes condi¢bes: pré PCR a 60°C por 30 segundos seguida de 95°C
por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos (desnaturagéo) e 60°C
por um minuto e 60°C por 30 segundos para extensdo (SPRYNGIN et al,
2010).

Para deteccdo de Mycoplasma spp. foi utilizada uma reacéo duplex
comos oligonucleotideos iniciadores mgc2-F 5'-
GCTGGGTTGATTGTTGTTTCTT-3 e mgc2-R 5'-
TCTTCACGTTCTTGGATCATCAT-3’ e sonda mgc2-probe 5'-
aCTCTT(G/IC)GGTTTAGGGATTGGGATTCCG-3’, para obtencdo de um
fragmento de 94 pb, para deteccdo de M. gallisepticum (SPRYNG et
al.,2010). Os oligonucleotideos iniciadores vIhA-F 5'-
CCAGGAGGTGGTACAGTTGAC-3 e VvIhA-R 5-TTAATGCTTCTTTAA
CT(G/A)AATCTGA-3' e sonda vihA-probe FAM- 5-CTGCTAAAACAG
AAGCTAAAAC(CIT)GCTAT-3' ,foram empregados para a detecgcao de M.
synoviaepara a obtencdo de um fragemto de 102 pb (SPRYNGIN et al.,
2010).

Foram consideradas positivas as amostras em que as curvas de
amplificacdo geradas ultrapassaram a linha de corte observadas no
programa StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems) e apresentaram

uma curva de dissociagdo semelhante ao controle positivo de cada teste
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avaliado. O grau de confianca estabelecido para a analise da corrida foi de
95%.

Analise estatistica

Para interpretacdo dos resultados obtidos, foi feito analise da

frequéncia dos dados.

RESULTADOS

Das amostras de sangue colhidas dos pombos, 7,5% (15/200) foram
reagentes no teste de Soroaglutinagdo Rapida em placa (SAR), sendo
4,5% (9/200) das amostras reagentes para anticorpos anti- M.
galliisepticum e 3% (6/200) para anticorpos anti-M. synoviae (Tabela 1),

1%(2/200) foram positivas em ambos os testes de SAR.
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Pelo método de rPCR, 2,5% (5/200) das amostras de traqueia foram
positivas para de M. gallisepticum (Tabelal).

Das amostras colhidas dos urubus, nenhuma foi positiva para a
deteccao pela rPCR e pela SAR.

Tabela 1: Resultados obtidos nos dois testes diagnésticos aos quais as amostras biolégicas

colhidas de pombos e urubus foram submetidas.

Sorologia (SAR) rPCR
M. gallisepticum M. synoviae M. gallisepticumM. synoviae
Pombos 4,5% (9/200) | 3% (6/200) | 2,5% (5/200) 0
Urubus 0 0 0 0

DISCUSSAO

Das 200 amostras de soro obtidas de pombos, 4,5% (9/200) foram
positivas para a deteccéo de anticorpos anti- M. gallisepticum e 3% (6/200)
para anticorpos anti-M. synoviae quando foram analisadas pela técnica de
SAR. Deve se ressaltar que a técnica de SAR é amplamente utilizada para
a pesquisa de anticorpos anti-Mycoplasma em avicultura, podendo ser
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usado também em aves silvestres (FERREIRA, 2012). No entanto o uso
nestas populacées é pouco documentado uma vez que O interesse por
pesquisas destes agentes nas populagbes aviarias ndo comerciais €
recente.

No presente estudo, as amostras reagentes de pombos
representaram 4,5% para M. galliisepticum utilizando a técnica SAR e 2,5%
das amostras positivas pela técnica confimatoéria rPCR. Vérios elementos
podem ter influenciado no resultado na técnica soroldgica, entre eles o fato
de que a sorologia pesquisa apenas a presenca do anticorpo contra o
determinado agente, j& no método de rPCR a pesquisa € do agente de
forma direta. Além disso, outros elementos podem influenciar nos
resultados obtidos nestes métodos, tais como tipo de amostra coletada, os
primers escolhidos ou mesmo interferéncias no momento da coleta.

A analise laboratorial sorolégica para a deteccao de anticorpos anti-
Mycoplasma sdo, de modo geral, testes que podem ser realizados em um
curto periodo de tempo, seja o teste de SAR, como o usado no presente
estudo, ou mesmo outros testes, como inibicdo de hemaglutinacdo ou teste
de imunoensaio (ELISA) (KLEVEN, 1998). No entanto, foi constatado que
testes sorolégicos possuem alguns inconvenientes, entre eles, o fato de
gue a seroconversao ocorre ap0s a infeccdo, sendo que um minimo de
uma semana apés a infeccdo € necessaria antes que anticorpos sejam
detectados pela técnica de SAR. Para a deteccdo por inibicdo de
hemaglutinacéo, trés semanas sdo necessarias (GEORGIADES et al.,
2001). Além disso, foi relatado por alguns autores rea¢fes ndo especificas
causadas por reacgBes cruzadas com outros patégenos e ainda,
sensibilidade relativamente baixa de alguns testes sorologicos (KLEVEN et
al., 1996; KEMPF et al., 1997).

A baixa especificidade da SAR é responsavel pela falta de
seguranca no diagnéstico final das micoplasmoses, principalmente quando
€ empregada isoladamente (MENDONCA et al., 2003). Falsos positivos
podem ser atribuidos a presenca de globulinas ou algum outro componente
do soro no meio de crescimento usado na cultura de micoplasma para
producdo de antigeno para o teste SAR em placas. Deve ser considerado
ainda que ha variabilidade entre as partidas dos antigenos e entre o0s
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procedimentos dos testes, além de haver possibilidade de reacédo positiva
em soros contaminados, como destacado por BUCHALA, (2003) e
MENDONCA et al. (2003). Por isso, o teste de SAR é recomendado como
teste de triagem, e deve ser sempre associado a outro meétodo laboratorial.

N&o deve também ser excluida a possibilidade de ter ocorrido uma
reacdo cruzada com anticorpos que foram produzidos por contato com
outras espécies de Mycoplasmaque possam contaminar essa espeécie
aviaria (LORIA et al.,, 2005; HARLIN & WADE, 2009). De acordo com
KLEVEN (2003), trés espécies de Mycoplasma foram isoladas de pombos
domésticos, que aparentemente sdo especificas para esse grupo aviario:
M. columborale, M. columbinum e M. columbinasale, que foram isolados de
suabe de traqueia de pombos clinicamente normais e também de animais
gue apresentavam doenca respiratéria. Portanto, a possivel presenca
destes agentes pode levar a reagdes cruzadas no teste de SAR.

FERREIRA (2012) realizou pesquisa soroldgica pelo método de SAR
em amostras de pombos no estado de Sédo Paulo, obtendo 3,3% das aves
positivas para M. synoviae e 2,5% positivas para M. gallisepticum. Como
prova confirmatdria neste estudo utilizou-se a técnica de inibicdo da
hemaglutinacéo, obtendo-se resultados negativos para todas as amostras.
Os resultados obtidos foram similares aos de FERREIRA (2012), no
entanto, houve maior proporcdo de M. gallisepticum (4,5%) em relagcédo a
M. synoviae (3%), assim como as amostras positivas para M. synoviae a
sorologia foram negativas no teste confirmatério de rPCR, o que pode
levantar a hipétese de ter ocorrido alguma reagdo cruzada na SAR, que
levou ao resultado falso positivo.

TSAlI & LEE (2006) realizaram estudo sorolégico para M.
synoviaeem pombos-correios em Taiwan, e obtiveram 1,8% de soros
reagentes, e para M. gallisepticum 1,3% de soros positivos. Os pombos-
correio sdo aves da espécie Columba livia, assim como os pombos comuns
agui analisados, no entanto, sdo aves mantidas como pet em ambientes
com disponibilidade de &agua, abrigo e comida na maioria dos casos.
Mesmo assim, os resultados obtidos no presente se assemelham com os

resultados das sorologias destes autores.
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Fragmentos de traqueia de pombos e suabes traqueais dos urubus
foram analisados para M. gallisepticum e M. synoviae através da técnica da
rPCR. Neste método laboratorial, 2,5% (5/200) das amostras dos pombos
foram positivas para M. gallisepticum. O material biolégico para a analise
pela rPCR das duas espécies aviarias foram coletados de diferentes
formas. O material coletado dos pombos foi o fragmento de traqueia e nos
urubus a coleta foi realizada por suabe traqueal. Em trabalho comparativo
entre os tipos de amostras coletadas para a deteccdo de Mycoplasma
realizado por BARROS (2011) ndo se constatou diferenca estatistica
significativa entre os resultados obtidos na analise dos diferentes materiais
biolégicos, portanto, o diferente tipo de material biolégico nao justificaria a
menor ocorrencia deste agente nas amostras colhidas dos urubus.

Outros trabalhos brasileiros ja buscaram informacdes acerca de
informacdes sanitarias em aves de vida livre e sua importancia como
transmissoras de agentes infecciosos para aves de producédo (SOUSA et
al, 2010; HURTADO et al. 2011;FERREIRA, 2012). Em pesquisa em que
se utilizaram também técnicas moleculares para a deteccdo de
Mycoplasma, HURTADO et al (2011) ndo detectaram o agente em
nenhuma amostra pesquisada, resultado diferente ao encontrado no
presente estudo e denota a importancia de maiores estudos acerca da
importancia epidemiolégica destas aves para a manutencdo da
Micoplasmose no ambiente de producéao.

A deteccdo de M. gallisepticum e M. synoviae usando técnicas
moleculares vem sendo relatado com sucesso (TAYFUN & AYIGOR, 2003;
GARCIA et al, 2005;MEKKES & FEBERWEE, 2005; CALLISON et al, 2006;
GRODIO et al, 2008 ; HURTADO et al, 2011). Caracteristicas bioldgicas
deste agente trazem muitas dificuldades no seu diagnosticos direto,
principalmente relativas a fragilidade deste microrganismo fora do
hospedeiro. Com o uso de métodos moleculares, ndo existe a necessidade
de um microrganismo viavel para que ocorra a deteccdo do mesmo, fato
gue possibilita um melhor uso destas técnicas em relacdo aos métodos de
cultivo bacteriano. No presente estudo, apesardo método estatistico
empregado indicar que ndo houve concordancia entre as duas técnicas

usadas, os resultados positivos detectados pela rPCR para a deteccéo de
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M. gallisepticum foram, entre as cinco detectadas nas amostras obtidas dos
pombos, quatro também foram positivas também no método de SAR, o que
mostrou um bom uso na combinacdo das duas técnicas, devendo as
mesmas serem usadas em conjunto, de forma a auxiliar ao diagndéstico
desta enfermidade.

Estudos indicam que o0s pombos s&8o0 suscetiveis a esse
microrganismo, e podem manter o estado de portador, como ocorre com 0S
frango. Assim, postulam-se que tenham importancia na transmissédo do
agente mecanicamente, pois mesmo apoOs serem infectados, eles soO
excretam o agente por um pequeno periodo (GHARAIBEH & HAILAT,
2011). Em experimento conduzido por FIORENTIN & JAENISH (1994),
pombas-rola foram isoladas junto com frangos SPF que foram infectados
com M. synoviae. Como resultado, os frangos apresentaram sorologia
positiva pelos métodos de SAR e HI, e no método direto de isolamento, o
patébgeno sé foi detectado das amostras obtidas dos frangos. J& em
experimento usando cepa de M. gallisepticum, uma amostra desta foi
inoculada em pombos, pardais e também em frangos livre do agente. As
aves foram analisadas sobre o desenvolvimento de sintomatologia clinica.
Sinais respiratorios brandos e soroconversao foram detectados em frangos
de corte, e o isolamento do agente foi realizado de amostras da traqueia e
de sacos aéreos. No entanto, 0s pombos e 0s pardais, ndo apresentaram
sintomatologia clinica e nem sorologia positiva para detec¢cdo anticorpos
contra este agente. O isolamento foi possivel até o sétimo dia apds a
inoculacdo, nas duas espécies.

LORIA et al. (2005) descreveram caso clinico em que pombos
(Columba livia) de uma criagdo que apresentavam sintomatologia
respiratoria com leséo ocular, e tiveram suspeita clinica de micoplasmose.
No diagnostico laboratorial, M. columborale, foi o agente encontrado. Além
disso, foi confirmado anegatividade da ocorréncia de M. gallisepticum.
Estes resultados apontam para a importancia do desenvolvimento de
pesquisas com relacdo a patogenicidade de amostras comumente
encontradas em pombos para aves de producdo, pois cepas de M.
gallisepticum foram documentadas como causadoras de doenca clinica em

varias espécies aviarias, inclusive com hipéteses de mutacdo genética
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adaptativa (PILLAI et al., 2003; CHERRY et al., 2006). Contudo, nédo €
improvavel que cepas diferentes provenientes de aves de vida livre possam
vir a causar doengas em aves comerciais.

Nas amostras obtidas dos urubus, os resultados, na SAR e no rPCR
foram negativos para a deteccdo de anticorpos e dos agentes M.
galisepticum e M. synoviae. Entretanto, outras espécies de Mycoplasma ja
foram detectadas em urubus. Em trabalho conduzido por RUDER et al.,
(2009) foi identificada a espécie M. corogypsi como agente responsavel por
poliartrite em urubus (Coragyps atratus). Outros micoplasmas também
foram isolados de rapinantes, como M. glycophilum, M. falconis, M. gateae,
M. buteonis e M. vulturi (BOLSKE & MORNER, 1982; POVEDA et al., 1990,
1994;ERDELYI, et al., 1999;LIERZ et al., 2000; OAKS et al., 2004). Mesmo
assim, a importancia da micoplasmose para a saude de urubus ndo esta
bem documentada. Dada a auséncia de sinais clinicos na maior parte dos
casos, foi sugerido que micoplasmas em aves necrofagas ocorrem na
maior parte das vezes como comensais e em pequena frequéncia de forma
patogénica (LIERZ et al., 2008).

Deve-se ressaltar que nao existem trabalhos suficientes sobre a
importancia de urubus na cadeia epidemiolégica de micoplasmoses de
importancia para a producao aviaria. Diante deste fato, mesmo a condi¢éo
negativa observada neste estudo justifica a pesquisa realizada para estes
agentes, cujos resultados obtidos reforcam a hip6tese do urubu de cabeca
preta ndo se constituir em um possivel carreador destes agentes.

Além da importdncia econdbmica da micoplasmose em aves
domésticas, a micoplasmose também vem mostrando grande importancia
ecologica na populacéo de aves de vida livre. No ano de 1994 e 1995, nos
Estados Unidos, foi descrita uma epizootia de conjuntivite em tentilhdes
que foi associada a infeccdo por M. gallisepticum que se disseminou no
leste e oeste do Pais (DHONDT, et al, 1998; DUCKWORTH et al., 2003;
LEY et al, 2006). Estima-se que no surto documentado, cerca de dez
milhdes de tentilhdes tenham morrido (NOLAN et al, 1998). Existem
evidéncias de que o M. gallisepticum se tornou endémico na populagéo de

tentilhbes da regido leste, embora a prevaléncia da enfermidade tenha
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diminuido, sugerindo que houve uma adaptacéo da bactéria em relacdo ao
hospedeiro (LEY et al, 2006).

Apos a deteccao de M. gallissepticum nos tentilhdes foi sugerido que
as agregacbes de aves em comedouros coletivos seja uma causa
importante da epidemia de conjuntivite por Mycoplasmaspp, pois as aves
doentes podem depositar goticulas com patégenos nos comedouros e,
entdo, promover a transmissdo do agente de forma indireta (HARTUP et
al., 2004). Pombos domésticos habitam ambientes abertos, juntamente
com outras espécies aviarias de vida livre. O intimo contato entre estes
animais pode determinar em risco sanitario para as outras aves silvestres.

Portanto, a constante vigilancia deste agente quanto a sua
distribuicAo no meio ambiente € uma necessidade para que se evite a
dispersdo de micoplasmas entre os ecossistemas. Além disso, o estudo
dos métodos de diagndstico ja usados em aves de producdo para uso em
aves silvestre viabiliza pesquisas da dispersdo deste agente, podendo ser

um importante instrumento no controle da micoplasmose.

CONCLUSOES

Os pombos domésticos sdo portadores e possiveis disseminadores

de Mycoplasma gallisepticumna regido metropolitana de Goiania.
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Os urubus nao representaram risco evidente para a veiculacdo de
Mycoplasma gallisepticum ou M. synoviae na regido metropolitana de

Goiania.
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CAPITULO 4 - DETECCAO DE GENES DE VIRULENCIA DE
ESCHERICHIA COLI E PERFIL DE RESISTENCIA DOS ISOLADOS DE
AVES SINANTROPICAS

RESUMO: O presente trabalho objetivou a deteccao de Escherichia coli em
fezes de aves sinantripicas e determinar o estado de carreador de E. coli
patogénica para aves (APEC) e fenoétipos de resisténcia a antimicrobianos.
Por isso, foi realizado estudo com 200 pombos (Columba livia) e 60 urubus
(Coragyps atratus) em que foi isolado por bacteriologia convencional a E.
coli das excretas e detectado pela PCR os genes de viruléncia papC, tsh,
iss e iuc. Como resultado, para amostras de pombos se obteve 11,23%
(20/178) para iuc, 2,24% (4/178) papC, 11,79% (21/179) tsh e 6, 17%
(11/178) para iss . Para urubus 8,16% (4/49) iuc , 14,28% (7, 49) tsh ,
6,12%(3/49) iss, e nenhuma positiva para papC. Além disso, os isolados de
E. coli foram submetidos a teste de perfil de resisténcia a antibiéticos em
que se obteve: sulfametazina 68,53% (122/178), ampicilina 73,03%
(130/178), ciprofloxacina 22,47% (40/178), apramicina 32,02% (57/178),
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sulfametropin  61,79% (110/178), enrofloxacina 39,88% (71/178),
tetraciclina 66,85% (119/178), sulfonamida 69,1% (123/172), neomicina
33,14% (59/178), doxaciclina 37,64% (67/178), oxitetraciclina 28,65%
(51/178), gentamicina 23,59% (42/178), ceftiofur 44,38% (79/178),
amoxicilina + acido clavulanico 51,68% (92/178) de resisténcia nas
amostras isoladas de pombos, e em amostras isoladas de urubus:
sulfametazina 73,46 (36/49), ampicilina 79,59% (39/49), ciprofloxacina
24,48% 12/49, apramicina 18,36% (9/49), Sulfametropin 61,22% (30/49),
enrofloxacina 14,28% (7/49), tetraciclina 55,10% (27/49), sulfonamida
65,30% (32/49), neomicina 24,48% (12/49), doxaciclina 22,44% (11/49),
neomicina 18,36% (9/49), oxitetraciclina 22,44% (11/49), gentamicina 20,
40% (10/49), ceftiofur 24,48% (12/49), amoxicilina + acido clavulanico
63,26% (63,26%) de resisténcia. Os resultados sugerem que pombos e
urubus séo reservatérios de cepas patogénicas de E. coli e apontam ainda
a possibilidade destas aves constituirem em suporte de transferéncia de
fendtipos de E.coli resistentes aos antimicrobianos.

Palavras chave: APEC, antibidticos, colibacilose, pombos, urubus

CHAPTER 4 - DETECTION OF VIRULENCE GENES OF Escherichia coli
AND RESISTENT PROFILE FROM SYNANTHROPIC BIRDS

SUMMARY: Due to the proximity of synanthropic birds to areas of animal
production, we conducted a study with 200 pigeons (Columba livia) and 60
vultures (Coragyps atratus) which was isolated by conventional bacteriology
E. coli from feces detected by PCR and virulence genes papC, tsh, issand
iuc. As a result, samples for pigeons was obtained 11.23% (20/178) for iuc,
2.24% (4/178) papC, 11.79% (21/179)tsh and 6, 17% (11 / 178) for iss. For
vultures 8.16% (4/49) iuc, 14.28% (7, 49) tsh, 6.12% (3/49) iss, and no
positive papC. Moreover, isolates of E. coli were tested for their resistance
to antibiotics that are obtained: sulfamethazine 68.53% (122/178), ampicillin
73.03% (130/178), ciprofloxacin 22.47% (40/178), apramycin 32.02%
(57/178), Sulfametropin 61.79% (110/178), enrofloxacin (mg) 39.88%
(71/178), tetracycline 66.85% (119/178), sulfonamide 69.1 % (123/172),
neomycin 33.14% (59/178), doxycycline 37.64% (67/178), oxytetracycline
28.65% (51/178), gentamicin 23.59% (42/178) , ceftiofur 44.38% (79/178),
amoxicillin + ac. clavulanic 51.68% (92/178) of resistance in strains isolated
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from pigeons, and in isolated samples of vultures: sulfamethazine 73.46
(36/49), ampicillin 79.59% (39/49), ciprofloxacin 24.48 % 12/49, apramycin
18.36% (9/49), Sulfametropin 61.22% (30/49), enrofloxacin 14.28% (7/49)
55.10% tetracycline (27/49), sulfonamide 65.30% (32/49), neomycin
24.48% (12/49), doxycycline 22.44% (11/49), neomycin 18.36% (9/49),
oxytetracycline 22.44% (11 / 49), gentamicin 20, 40% (10/49), ceftiofur
24.48% (12/49), amoxicillin + ac. clavulanic 63.26% (63.26%) of resistance.
The results suggest that pigeons and vultures are potential backers of
pathogenic strains of E. coli for commercial production of animals and also
indicate the possibility of these birds constitute support for transfer of
resistant phenotypes of E. coli microbiota to other animals and to humans.

Keywords: APEC, antibiotics, pigeons, colibacillosis, vultures

INTRODUCAO

A producao avicola nacional vem sendo responsavel por grande
parte dos ganhos econémicos do Brasil. O Pais ocupa hoje a terceira
posicdo como produtor de frangos de corte e € o maior exportador deste
produto, fornecendo-o para 142 paises (BRASIL, 2011). Os cuidados com
a qualidade devem ser essenciais para a obtencdo de um bom produto
final. O controle sanitario na avicultura industrial € realizado através de
rigorosas medidas de biosseguranca (GONCALVES, 2005).

A intensa multiplicagdo de animais sinantropicos em areas
urbanizadas, assim também como em areas de producdo animal, vem

trazendo grande preocupacéao sanitaria (NUNES, 2003). Dentre as aves de
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comportamento sinantrépico, as mais comumente encontradas sdo 0s
pombos domeésticos (Columba livia) e urubus de cabeca preta (Coragyps
atratus). Estas aves sdo consideradas um grave problema ambiental de
grande importancia sanitaria, por serem potenciais veiculadores de
doencas para humanos e animais (SICK, 2001; YORIO & GIACCARDI,
2002; DEL HOYO et al., 2003; SANTIAGO, 2006).

Dentre o0s agentes possivelmente transmitidos por aves
sinantrépicas de importancia para avicultura esta Escherichia coli
patogénica para aves. E. coli € uma bactéria Gram negativa, encontrada na
microbiota comensal do trato intestinal das aves e de outros animais, sendo
amplamente distribuida na natureza (HOLT et al., 1994). Por muito tempo,
nao foi considerada importante na patogenia das infeccbes aviarias, no
entanto, ao longo dos anos, este microrganismo se mostrou importante na
sanidade desses animais, fazendo-se necessaria a diferenciacdo entre as
amostras patogénicas e nao patogénicas (SCHREMMER et al., 1999;
HIRSH, 2004).

Atualmente, E. coli é considerado o agente patogénico de maior
importancia para a producdo comercial avicola em todo o mundo
(GUASTALLI, 2010) sendo estabelecida como um grande problema da
avicultura industrial moderna, devido aos prejuizos econémicos causados
(FERREIRA & KNOBL, 2000).

As linhagens patogénicas de E. coli sdo divididas de acordo com o
quadroclinico apresentado pelos individuos afetados e com 0s mecanismos
de patogenicidade. Para estas aves, a linhagem de importancia econémica
€ E. coli patogénica para aves (APEC) (BRITO, 2000). Apresentam
mecanismos de viruléncia considerados multifatoriais. Os mais
frequentemente relacionados sdo os mecanismos de resisténcia sérica
(iss), de adesao (pap e fela), presenca de aerobactina (iuc), producéo de
colicina (cva), flagelos antigenos capsulares (kps) e hemaglutinina
temperatura-sensivel (tsh) (LA RAGIONE & WOODWARD, 2002; ROCHA
et al., 2002; EWERS et al., 2004).

A microbiota de aves de vida livre ndo é bem documentada, no
entanto a descricdo dos genes de viruléncia em E. coli ndo patogénica,

assim como do meio ambiente pode ser usada para indicar o potencial
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risco que linhagens patogénicas sejam carreadas por essas aves (IKUNO
et al, 2008).

Além da problematica descrita, cepas de E. colipodem apresentar
resisténcia bacteriana e serem introduzidos na cadeia produtiva. Tal
condicao constitui em um grave problema do mundo moderno, ja que limita
a utilizacdo de drogas antimicrobianas em casos de surtos (GUASTALLI,
2010). Plasmideos de resisténcia podem ser transmitidos de cepas de
diferentes espécies animais, o que pode agravar ainda mais esse problema
ambiental (IKUNO et al., 2008). No entanto, sdo escassas as informacdes
sobre resisténcia bacteriana em isolados de animais de vida livre
(GILLIVER et al., 1999).

Com a proximidade das aves de vida livre que possuem habitos
sinantropicos com as areas de producdo animal, além da grande
mobilidade destes animais, é importante buscar informacdes sanitarias,
assim como seu possivel papel na epidemiologia das enfermidades.
Também, o uso indiscriminado de antimicrobianos na avicultura comercial
tem levado ao desenvolvimento de resisténcia nesse ramo. O
reconhecimento da patogenicidade de isolados, bem como o perfil de
sensibilidade as drogas antimicrobianas pode diminuir o uso de drogas de
largo espectro para o tratamento dos animais, 0 que auxilia na diminuicao
de E. coli resistentes nas aves e no seu ambiente.

Portanto, objetivou-se com o presente trabalho averiguar a
presenca de linhagens patogénicas de Escherichia coli de importancia para
a producéo aviaria (APEC) em pombos e urubus, bem como determinar o

perfil de resisténcia dos isolados encontrados nestes animais.
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MATERIAL E METODOS

Local

O experimento foi desenvolvido no Nucleo Experimental de Doencas
de Aves e nos Laboratérios de Bacteriologia e Biologia Molecular do
Departamento de Medicina Veterindria da Escola de Veterinaria e
Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG) e no Centro de
Triagem de Animais Silvestres de Goias (CETAS/GO).

Animais e coleta das amostras

Foram utilizados 200 pombos (Columbia livia) e 60 urubus de

cabeca preta (Coragyps atratus).
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Os pombos foram capturados, de forma aleatéria, com o apoio da
equipe do centro de zoonoses da cidade de Aparecida de Goiania, na
regido metropolitana de Goiania, em um raio de até 50 km de empresas
avicolas.

Na captura foram utilizadas cinco armadilhas de aco galvanizado
modelo argentina, de 1,00 m®. Estas armadilhas foram instaladas pela
manha permanecendo abertas durante todo o dia, sendo vistoriadas varias
vezes ao dia para retirada das aves capturadas e reabastecimento dos
comedouros e bebedouros.

Os pombos foram retirados manualmente das armadilhas, com a
utilizacéo de equipamento de protecado individual adequados: luvas, 6culos
de acrilico com protecdo lateral, mascaras semi-faciais com filtro de
protecdo P3, e acondicionados em gaiolas de transporte.

Apés a captura, as aves eram levadas ao Nucleo Experimental de
doencas de aves, onde eram eutanasiadas e colhidas amostras de
conteudo intestinal.

Os urubus usados no experimento eram provenientes do Centro de
Triagem de Animais Selvagens (CETAS-GO). As aves eram levadas por
autoridades ambientais, que realizavam captura destes quando necesséaria.
Para a coleta das excretas, as aves eram transferidas para uma gaiola
forrada, com papel aluminio, onde permaneceram por aproximadamente
uma hora. Apos esse tempo, cerca de um grama de excretas era colhido e
imediatamente acondicionadas em recipiente esterilizado contendo 2 mL
de 4gua peptonada a 0,1% e imediatamente transportadas ao laboratério
em embalagem isotérmica, tipo isopor com gelo reciclavel, onde foram
processadas.

Esse estudo foi realizado com uma licenca obtida pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
(Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - ICMBio e
Sistema de Autorizagcdo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO),
protocolo N°.25795-1 e aprovado pela Comissdo de FEtica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Goias, protocolo
080/11.
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Pesquisa de Escherichia coli

No laboratério, o conteudo dos recipientes foi fracionado em duas
aliquotas aproximadamente iguais. Uma das fracfes foi inoculada em caldo
selenito cistina e outra caldo cérebro coracdo (BHI) os quais foram
incubados a 37 °C por 18 - 24h.

Em sequéncia, aliquotas dos caldos foram estriadas para os &gares
MacConkey e verde brilhante de acordo com o proposto por KONEMAN et
al. (2001) e incubados a 37°C por 18h. De cada meio seletivo foram
transferidas trés unidades formadoras de coldnias com caracteristicas
morfolégicas similares para tubos contendo o agar triplice agucar ferro
(TSI) e incubados a 37 °C por 24h.

ApOs esse periodo, de acordo com as caracteristicas de crescimento
bacteriano no TSI, procedeu-se a selecdo de trés tubos com caracteristicas
similares e determinou-se o perfil fenotipico por meio dos seguintes testes:
producdo de urease, de indol, de H2S, prova do vermelho de metila, prova
de motilidade, utilizacdo de glicose, lactose, citrato de Simmons, do
malonato. As amostras positivas foram submetidas a teste de sensibilidade
aos antibidticos e quimioterapicos (NATIONAL COMITTEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARDS - NCCL, 2002).

Os isolados foram estocados em caldo BHI com glicerol a 15% e
mantidos a -20°C para posterior extracdo do DNA bacteriano e realizacéo

da PCR para detectar os genes de viruléncia iss,iuc ,tsh e papC.

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Apoés o isolamento das E. coli, as amostras foram submetidas ao
teste de sensibilidade frente aos seguintes antibidticos: sulfametazina,
enrofloxacina (5ug), tetraciclina (30ug), sulfonamida (300ug), ciprofloxacino
(10mcg), amoxicilina + acido clavulanico (3mcg), ampicilina (10ug), ceftiofur
(30upg), gentamicina(10ug), oxitetraciclina(30pug), neomicina  (30ugQ),
doxaciclina(30mcg), apramicina (15ug).

Com uma agulha de niquel-cromo, transferiram-se cinco unidades

formadoras de colonia com caracteristicas morfolégicas semelhantes para 5
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mL de caldo Casoy. Incubou-se o caldo inoculado até atingir a turvacdo de
0,5 na escala MacFarland. Entdo um suabe foi umedecido no caldo,
pressionando contra as paredes do tubo para remover O excesso e
esfregado em varias direcGes sobre a superficie da placa de petri contendo o
agar Mueller-Hinton, até obter uma camada uniforme e homogenea do
in6culo. Aguardava-se em torno de 15 minutos para ocorrer a difusdo do
caldo com o inéculo no 4gar e entdo depositavam-se os discos de
antimicrobianos sobre a superficie inoculada com o auxilio de uma pinca. Os
discos eram pressionados para uma melhor aderencia ao meio e mantidos a
uma distancia de aproximadamente 3 cm um do outro. Depois de serem
colocados os discos, as placas eram incubadas na posigao invertida por 18
horas a temperatura de 35-37°C. ApOs esse periodo, procedia-se a leitura
dos halos de inibicdo com o auxilio de uma régua e os resultados eram
interpretados de acordo com uma tabela (tabela padréo interpretativo zona-
halos de inibicdo recomendados pelo Cefar-diagnésticos) considerando a

concentracao do disco.

Extracdo do DNA para PCR

Para extracdo do DNA, 1mL da suspenséo da cultura bacteriana em
caldo BHI por 24h a 37°C foi coletado e centrifugado por cinco minutos
al3634,4g. O sobrenadante foi descartado, e 800uL de agua miliQ foram
adicionados. Ap0s homogeneizagcédo, as amostras foram submetidas a uma
nova centrifugacdo nas mesmas condigbes mencionadas anteriormente. O
sobrenadante foi descartado, e 80uL de agua miliQ foi adicionada. Apds
essa etapa, as amostras foram submetidas a temperatura de 96°C por 10
minutos. O sobrenadante foi removido e mantido congelado em tubos de
polipropileno a -20°C até o momento da analise (SILVA et al., 2011).

Para realizacdo da PCR foi estabelecido o volume de 50uL para o
mix de reacéo, composto por 35,75 pL de agua milli-Q (DNase/RNase-Free
Distilled Water — Invitrogen), 5 uL de Tampéao para PCR 10X (PCR buffer
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10x Invitrogen), 2,0 uL de Cloreto de Magnésio (MgCl,) 50 mM (Invitrogen);
1uL de dNTP 10 mM (Amersham Biosciences); 0,5 pl (10 pM) do iniciador
sense, 0, 5 pL (10 pM) do iniciador anti-sense, 0,25 pl de Tag 5 U/uL
(Invitrogen) e 5 puL do eluato de DNA genbmico da amostra em todas as
reacoes realizadas(SILVA et al., 2011).

Para as reacbes dos diferentes genes de viruléncia foram
empregados pares de oligonucleotideos para “iuc” segundo YAMAMOTO et
al., (1995), “iss” segundo HORNE et al., (2000), “pap C” segundo JANSEN
et al. (2001) e “tsh” segundo MAURER et al. (1998). As sequéncias estéao

disponibilizadas no Quadro 1.

Quadrol. Iniciadores selecionados para a amplificacdo de genes de viruléncia de E. coli

. Tamanho
So0¢ Sequéncias Autor do
amplicon

luc 5"-TAC CGG ATT GTC ATATGC AGACCG T-3° |YAMAMOTO et 602pb
5-AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G-3" | al., 1995

Iss 5-GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC-3’ HORNE et al., 750pb
5-CGC CTC GGG GTG GAT AA-3 2000

papC |5 -TGA TAT CAC GCA GTC AGT AGC-3’ JANSEN et al., 501pb
5-CCG GCC ATATTC ACATAAC-3 2001

Tsh 5-GGG AAA TGA CCT GAA TGC TGG-3 MAURER et al., 400pb
5-CCG CTC ATC AGT CAG TAC CAC-3’ 1998

O processo de amplificacdo foi realizado em termociclador
(Mastercycler Personal, Eppdendorf) programado para um ciclo inicial (hot
sart) de 94 °C por dois min., seguido de 35 ciclos repetidos de 94 °C por 30
seg., temperatura de anelamento (Ta) por 30 seg. e 72 °C por 1 min. A
programacao era finalizada com 2 min. a 72 °C para maximizar o processo
de extenséo.

Como controles positivos para as reacdes da PCR, foram utilizados
amostras de DNA gendmico de referéncia para E. coli cedida pela
professora Dr2 Terezinha Knobl do Laboratério de Ornitopatologia da

Universidade de Sao Paulo.

As amostras foram:




84

- EC T27 - Sorogrupo O78, positiva para os genes papEF, crl,tsh, neusS, iss
e iucD

- EC T33 - Sorogrupo O8, positiva para os genes fim BH, papEF, crl, neusS,
iss e iucD

- EC T14 - Sorogrupo O2, positiva para os genes crl, csgA, tsh, neusS, iss e
iucD

- EC T36 - Sorogrupo 0143, positiva para os genes fimBH, crl, csgA, tsh,
iss e iucD

- EC.T48 - Sorogrupo O78, positiva para os genes fim BH,crl,tsh, neuS, iss
e iucD

Analise estatistica

Para interpretacdo dos resultados obtidos, foi feito andlise da

frequéncia dos dados.
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RESULTADOS

Detectou-se E. coli em 89% (178/200) das 200 amostras de
contetdo intestinal de pombos e em 81,6% (49/60) detectadas das 60

amostras de excretas colhidas de urubus.

Na PCR para a deteccdo dos genes de viruléncia papC, tsh , iss e
iuc foram obtidos como resultados para amostras de pombos: 11,23%
(20/178) para iuc , 2,24% (4/178) papC, 11,79% (21/178) tsh(Figura 1) e 6,
17% (11/178) para iss(Figura 2). Para urubus: 8,16% (4/49) iuc, 14,28%
(7/49) tsh, 6,12% (3/49) iss, e nenhuma positiva para papC. A distribuicdo
dos resultados estéo dispostos no Quadro 2.

[ 1[2 [sfefsfe]r]efofufafe]w ulshe

Figura 1:Eletroforese referente ao ensaio de PCR com o par de primers:
CPF/CPR. Para deteccdo do gene tsh.1 - marcador de 100 pb; 2 —Controle
negativo; 3-Produto de PCR com 400 pb,4-Amostra Negativa; 5-Produto de
PCR com 400 pb, 6- Amostra negativa; 7- Produto de PCR com 400 pb; 8-
amostra negativa; 9 - Amostra negativa; 10-Amostra negativa;11- Produto de
PCR com 400 pb; 12-Produto de PCR com 400 pb, 13-Amostra negativa; 14-
Produto de PCR com 400 pb; 15-Produto de PCR com 400 pb; 16 — Controle

positivo.
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Figura 2:Eletroforese referente ao ensaio de PCR com o par de primers:

CPF/CPR. Para detec¢do do gene iss. 1 - marcador de 100 pb; 2 —Controle
negativo; 3- Amostra negativa,4- Produto de PCR com 750 pb; 5- Amostra
Negativa, 6- Amostra negativa; 7- Produto de PCR com 750 pb; 8- Produto de
PCR com 750 pb; 9 - Amostra negativa; 10- Amostra negativa, 11- Amostra
negativa; 12- Amostra negativa; 13- Amostra negativa; 14- Amostra negativa,;

15 — Controle positivo.

Quadro2. Iniciadores selecionados para a amplificacdo de genes de viruléncia

de E. coli
luc, tsh, iss, iss e iuc tsh e iss Negativos
PapC
Pombos 1 5 7 21
(11,79%)
Urubus 0 1 0 4(8,16%)

Um dos isolados dos pombos foi positivo para os quatro genes de
viruléncia pesquisados. Cinco amostras de pombos e uma de urubu foram
positivas tanto para os genes iss como iuc . Duas amostras dos isolados de
pombos foram positivas para tsh e iss. Sete amostras de isolados dos
pombos foram positivas para associacao de genes tsh e iuc. Em uma das
amostras isoladas dos pombos e em uma das amostras isoladas dos
urubus foi detectada a associacao dos genes tsh, iuc e iss. Ainda, 11,79%
(21/178) amostras de pombos e 8,16% (4/49) de urubus foram negativas
para todos 0s genes pesquisados.

Na determinacdo do perfil de sensibilidade (Figura 2) das 178

amostras isoladas de fezes de pombos, se obteve: sulfametazina 68,53%
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(122/178), ampicilina 73,03% (130/178), ciprofloxacina 22,47% (40/178),
apramicina  32,02% (57/178), sulfametropin  61,79%  (110/178),
enrofloxacina (ug) 39,88% (71/178), tetraciclina 66,85% (119/178),
sulfonamida 69,1% (123/172), neomicina 33,14% (59/178), doxaciclina
37,64% (67/178), oxitetraciclina 28,65% (51/178), gentamicina 23,59%
(42/178), ceftiofur 44,38% (79/178), amoxicilina + acido clavulanico 51,68%
(92/178) de resisténcia.

M resistente

sensivel

Figura 2. Percentual de sensibilidade e resisténcia de amostras de Escherichia.
coli isoladas de pombos frente aos diversos antimicrobianos

Nos isolados das excretas dos urubus, na determinacéo do perfil de
sensibilidade (Figura 3), se obteve: sulfametazina 73,46 (36/49), ampicilina
79,59% (39/49), ciprofloxacina 24,48% 12/49, apramicina 18,36% (9/49),
sulfametropin 61,22% (30/49), enrofloxacina 14,28% (7/49), tetraciclina
55,10% (27/49), sulfonamida 65,30% (32/49), neomicina 24,48% (12/49),
doxaciclina 22,44% (11/49), neomicina 18,36% (9/49), oxitetraciclina
22,44% (11/49), gentamicina 20, 40% (10/49), ceftiofur 24,48% (12/49),

amoxicilina + acido clavulanico 63,26% (63,26%) de resisténcia.
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Figura 3. Percentual de sensibilidade e resisténcia de amostras de
Escherichia. coli isoladas de urubus frente aos diversos
antimicrobianos
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DISCUSSAO

A identificacdo de genes de viruléncia de E. coli em animais
préximos a producdo animal € de grande importancia para se verificar o
risco que este contato representa para os animais de producéo.

Deve se considerar que novas combinagbes emergentes Sao
possiveis e a identificacdo de genes de viruléncia de E. coli ndo patogénica
pode ser usada como indicador do risco potencial que tais reservatorios de
linhagens patogénicas representam e para identificar surtos de E. coli
patogénicas em aves de interesse comercial (IKUNO et al.,2006).

Os genes de viruléncia pesquisados no presente estudo foram
encontrados nos isolados de E. coli de pombos, e de urubus, sendo que
nos isolados provenientes dos urubus, apenas o gene papC né&o foi
detectado. Além disso, cinco tipos de associacfes entre estes genes foram
detectadas. Mesmo com esse resultado, a deteccdo dos genes de
viruléncia ndo necessariamente determinam que essas amostras Ssao
patogénicas. Muitas vezes, a associacdo destes genes é o que determina a
maior ou menor patogenicidade das amostras. Por outro lado, alguns
genes de viruléncia parecem ser detectados apenas em animais
clinicamente acometidos, o que sugere que estdo relacionados com a
maior patogenicidade da cepa. Exemplo disso foi relatado por SKYBERG et
al. (2003) em que pesquisaram a letalidade de cepas de E. coli para
embrides. No estudo os autores relataram que as cepas que apresentavam
mais de dois fatores de viruléncia causavam maiores danos ao embrido,
até mesmo quando eram isoladas de aves sadias.

A maioria das cepas de APEC € responsavel por doencas
extraintestinais, muitas vezes acometendo o sistema respiratério, com o
foco inicial da infeccdo no epitélio traqueal (VIDOTTO et al. 1997). No
entanto, as amostras deE. colino presente estudo foram isoladas do
conteudo intestinal dos pombos e excretas de urubus, o que pode ter
diminuido a frequéncia de amostras patogénicas entre os isolados.

Na deteccdo do gene iuc, 11,23% (20/178) das amostras
provenientes de pombos foram positivas e 8,16% (4/49) de urubus. Este
gene codifica a aerobactina, um sideréforo de origem bacteriana que é
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encontrada em grande parte das cepas de E. coli mais virulentas e
juntamente com a alfa-hemolisina (gene hlya causando lise das hemaceas)
agem como um mecanismo para a aquisicao de ferro em meios com baixa
concentracdo deste ion (SUSSMAN, 1997). A capacidade do patdgeno
invadir e se multiplicar € influenciada pela disponibilidade de ferro,
elemento essencial para o seu crescimento. Apesar de o ferro ser
encontrado em grande quantidade nos tecidos e fluidos corporais, esse
elemento permanece ligado a glicoproteinas. A bactéria, por suavez, possui
sistemas especiais que capta o ferro via sideroforos. Genes que codificam
proteinas envolvidas na aquisicdo de ferro foram encontrados com alta
frequéncia em linhagens de APEC (GOPHNA et al., 2001; JANBEN et al.,
2001), e em plasmideos que também codificam a resisténcia a certos
antimicrobianos (VIDOTTO et al., 1991; GOES et al.,1993).

DHO-MOULIM & FAIRBROTHER (1999) relataram uma maior
possibilidade de cepas patogénicas possuirem e expressarem 0 sistema
aerobactina-aquisicdo de ferro, apesar de cepas ndo patogénicas também
poderem ter esse gene codificador de aerobactina, porém com menor
frequéncia. Em psitacideos clinicamente acometidos, SAIDENBERG (2008)
observou uma ocorréncia de 12% do gene nos isolados de aves
clinicamente acometidas, embora se tratarem de espécies aviarias
diferentes, afrequéncia foi semelhante ao encontrado nos pombos
aparentemente saudaveis.

Para a deteccdo do gene de viruléncia tsh, 11,79%(21/178)
amostras de pombos foram positivas e 14,28% (7/49) foram positivas em
amostras de urubus. O gene tsh codifica a producéo de uma proteina auto-
transportadora que parece ter similaridade a uma subclasse da familia de
proteases do tipo IgA, estando envolvida em mecanismos de aderéncia ao
trato respiratério de aves de producdo (DOZOIST et al.,, 2000). Estudos
mostraram que o gene tsh se encontra com maior frequéncia em casos de
maior letalidade (DOZOIST et al., 2000; JANSSEN et al., 2001). Estudo em
aves de producdo com sintomatologia respiratéria detectou um percentual
de 55,7% do gene tsh nas amostras isoladas, 0 que denota a importancia
deste gene para a patogenicidade das amostras. Em pesquisa em
psitacideos, SAIDENBERG (2008) relatou a presenca do gene em 8,6%
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em aves clinicamente acometidas, no entanto em aves assintomaticas o
gene foi detectado em apenas 1% das amostras, 0 que denota sua
importancia na patogenicidade da amostra.

O gene iss, foi detectado em 6,17% (11/178) amostras de pombos e
6,12% (3/49) amostras de urubus. A funcdo do gene iss esta relacionada a
resisténcia sérica em casos de APEC (MELLATA et al., 2003). A presenca
do gene iss por si ndo é o suficiente para se identificar o patotipo APEC, ja
que esses genes podem ser encontrados em aves assintomaticas
(SILVEIRA et al. 1994; FANTINATTI et al. 1994), no entanto, este gene
pode ser considerado um marcador de viruléncia, jA que comparado a
outros fatores, o gene iss é citado como o0 mais frequente em cepas de
aves clinicamente acometidas (GIBBS et al. 2003, SAIDENBERG, 2008;
ROCHA et al. 2008). Em trabalhos comparativos entre aves sintomaticas e
assintomaticas, a presenca do gene iss nas aves com manifestacoes
relacionadas a colibacilose o gene iss € mais prevalente (NOLAN et al.
2002; MCPEAKE et al. 2005). Esse gene aumenta a resisténcia das cepas
aos efeitos liticos do soro, e além disso, pode aumentar a resisténcia
destas cepas a diversos antibioticos (JOHNSON et al.,2002; YANG et al.,
2004). Em frangos de corte clinicamente acometidos, DELICATO et al.
(2003) detectaram 38,5% de positivos para gene iss em isolados traqueais
e de figado.

Em trabalho conduzido por ROCHA et al (2008) também em aves de
producdo com acometimento respiratério, o gene iss foi detectado em
73,8% das amostras, 0 que mostra a importancia deste gene para a
patogenicidade da cepa. Em psitacideos clinicamente acometidos,
SAIDENBERG (2008) relatou o gene iss como o0 mais detectado entre os
genes de APEC pesquisados em aves clinicamente acometidas, cerca de
51,7% em aves sintomaticas e 23,2% foi detectado em aves
assintomaticas. Em trabalhos com aves assintométicas, ABREU et al.
(2010) relataram a presenca do gene isoladas de traqueia de codornas em
55% das amostras estudadas. CORREA (2012) encontrou 93,3% de
amostras positivas para esse gene de isolados de orgaos e 92,3% de

positividade em amostras de suabes de traqueia de frangos. IKUNO et al.
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(2008) avaliaram 57 isolados de E .coliprovenientes de aves silvestres
submetidas a quarentena e encontraram 26,6% de positivos para gene iss.

Para o gene iss, foi detectado 6,17% (11/178) amostras positivas em
pombos e 6,12% (3/49) amostras positivas em urubus. As aves
pesquisadas estavam aparentemente saudaveis no momento da captura, o
que pode justificar a baixa porcentagem relativa com os resultados dos
outros autores.

Uma menor frequéncia entre os genes de viruléncia pesquisados foi
percebido na deteccédo para papC, em que foi encontrado 2,24% (4/178)
em pombos e nenhuma amostra foi positiva para esse gene nas amostras
de urubus. Esse gene de viruléncia se relaciona com a fimbria P, que
proporciona a capacidade de aderir a 6rgdos internos (JANSSEN et al.,
2001). Alguns trabalhos correlacionam a presenca do gene papC e doenca
clinica nas aves (RODRIGUEZ-SIEK et al, 2005, SAIDENBERG, 2008).
KNOBL et al. (2004) observaram em amostras isoladas de frangos com
sintomatologia positiva para colibacilose um percentual de 16% para a
deteccdo de papC. Em trabalho com psitacideos com colibacilose, este
gene estava em 30% das amostras isoladas (KNOBL et al., 2008). Ainda
em psitacideos, SAIDENBERG (2008) identificou o gene papC em 3,4%,
sendo detectada apenas em aves sintomaticas. Em aves de producao
foram detectados por ROCHA et al. (2008) 24,3% deste gene em aves com
sintomatologia clinica respiratoria. Os estudos citados sugerem que o0 gene
papC € um importante marcador da patogenicidade da amostras, as
amostras do presente estudo foram isoladas de conteudo intestinal e as
amostras de APEC acometem na maioria dos casos de forma
extraintestinal, o que pode justificar a baixa deteccdo desse gene.

Poucos sdo os estudos que relacionam os genes de viruléncia
expressos na APEC em pombos domésticos, no entanto, estudos destas
aves para a deteccdo dos genes de viruléncia de E.coli de interesse
zooonoticos sdo mais frequentemente encontrados. Pesquisas apontaram
gue pombos sédo importantes para a veiculacdo de genes de viruléncia dos
patotipos E. coli produtora de Shiga (STEC) (SCHMIDT et al., 2000; CIZEK
et al., 2000; MORABITO et al.,2001; PEDERSEN et al., 2006; SILVA et al.,
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2009) e E. Coli enteropatogenica (EPEC) (KOBAYASHI et al., 2002; SILVA
et al.,2009; SANCHES & KNOBL, 2012).

Além da determinacdo dos genes de viruléncia citados, foi realizada
a determinacdo do perfil de resisténcia dos isolados.Estudos recentes
mostraram que a resisténcia bacteriana pode acontecer também em E. coli
comensal de animais de vida livre que nao foram submetidos a
antibioticoterapia (CIZEK et al. 2007; DOLEJSKA et al. 2007, 2008, 2009;
LITERAK et al. 2007).Muitas vezes a resisténcia de capas bacterianas
contra antimicrobianos podem estar associadas a alguns genes de
viruléncia (JOHNSON et al.,2002; YANG et al., 2004).

Foi observado elevada frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos
nas duas espécies estudadas. Todas as amostras isoladas de pombos e
urubus apresentaram resisténcia a ao menos um dos antibiéticos testados,
com resisténcia mdultipla aos antibiéticos na maioria dos isolados. De
acordo com GILLIVER et al. (1999), a determinacédo do perfil de resisténcia
a antimicrobianos é de interesse tanto para a espécie em estudo, como
para a saude publica. Estudos recentes apontam um aumento exponencial
na propor¢cdo de microrganismos resistentes, mostrando que nos ultimos
anos o problema se agrava com maior velocidade, seja devido a prescricdo
excessiva de antibiéticos por parte de médicos, o uso indiscriminado pelo
publico e 0 emprego dessas drogas para uso veterinario (HARAKEH et al.,
2006). O assunto tem sido alvo de muitas pesquisas, tanto com cepas
humanas quanto para as isoladas de animais (LEVY, 2002).

DE HERDT et al (1993) observaram em isolados de pombos um total
de 60% das amostras testadas resistentes a tetraciclinas, resultado que se
assemelha ao encontrado no presente estudo. KIMPE et al. (2002)
observaram 42% das amostras resistentes a ampicilina. No presente
estudo, a resisténcia a ampicilina foi um pouco mais alta, mas também
marcante como no estudo anterior. Ainda, 0s mesmos autores observaram
resisténcia de 65% a oxitetraciclina, 33% trimetropim e 13% a
enrofloxacina, resultados com algumas diferencas do presente estudo, no
entanto, foi constatado pelos mesmos autores, altos niveis de resisténcia

bacteriana nas amostras dos animais.



94

SILVA et al. (2009) realizaram estudo com 100 amostras de fezes de
pombos domésticos e testaram quanto a sensibilidade a antimicrobianos.
Das amostras testadas 62,1% foram sensiveis a todos os antimicrobianos,
resultado que diverge com Os resultados aqui obtidos, no qual se obteve
resisténcia a pelo menos dois antimicrobianos.

RADIMERSKY et al. (2010) detectaram em pombos plasmideos de
resisténcia  para  estreptomicina, tetraciclina, sulfonamidas e
ciprofloxacina.e concluiram que o pombo pode ser considerado uma
espécie de risco quanto a dispersdao do desenvolvimento de resisténcia
bacteriana.

Na Espanha, foi realizado estudo com urubus do Velho Mundo das
espécies Gyps fulvus, Aegypius monachus e Neophron percnopterus. Foi
encontrada uma alta concentracdo de residuos antibidticos no plasma
destes animais, notadamente nos ninhegos. Enrofloxacina e ciprofloxacina
foram encontrados em amostras de figado nos animais que estavam
mortos. O estudo evidenciou uma associacdo direta residuos de
antibioticos e doenca severa nessas espécies (LEMUS et al., 2008). A
ingestdo de antibidticos junto a carne de animais de producdo entédo
consumida por esses predadores pode levar a uma faléncia renal e
hepatica e, além disso, promover um grande aumento da resisténcia
bacteriana nessas espécies.

Isolados de E. coli de animais e humanos possuem muitos genes em
comum. Visto isso, autores sugerem que quando cepas diferentes entram
em contato, existe a possibilidade de trocas genéticas entre as mesmas, e
consequentemente, a probabilidade de surgimento de um patdgeno
emergente (KUHNERT et al.,, 2000). Alteragbes na resisténcia ou a
aquisicdo de fatores de viruléncia associados na E. coli comensal podem
servir como um alerta para aparecimento de resisténcia em bactérias com

potencial patogénico.
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CONCLUSOES

Pombos domésticos e urubus de cabeca preta sdo reservatorios de
genes de viruléncia caracteristicosde Escherichia coli patogénicas para
aves (APEC).

As cepas de E. coli isoladas de pombos e urubus mostraram alto
perfil de resisténcia aos antimicrobianos, podendo constituir em suporte de
transferéncia de fenotipos de E.coli resistentes.
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CAPITULO 5 -CONSIDERACOES FINAIS

Dados epidemiologicos indicam que os animais de vida livre séao
potenciais transmissores, diretos ou indiretos, de agentes infecciosos ao
homem e aos animais domésticos e de cativeiro. A aproximacdo dos
animais de vida livre a hospedeiros incomuns ao seu habitat contribui para
0 aumento de microrganismos capazes de causar doengas novas ou pouco
frequentes em humanos e outros animais. O estudo dos animais
sinantropicos € de grande interesse na medicina veterinaria principalmente
quando sao considerados reservatorios de patdégenos. Infeccdes
transmitidas por animais sinantropicos ao homem e animais domésticos
sdo de grande importancia a saude publica e também na agropecuaria.

Neste estudo foi observado que pombos domeésticos e urubus de
cabeca preta podem excretar cepas de Escherichia coli potencialmente
patogénicas para aves, assim como possivelmente transferir genes de
resisténcia a antimicrobianos para humanos e outros animais. Constatou-
se que pombos atuam como reservatérios de Salmonella enterica do
sorotipo  Typhimurium, Swazergrund e Enteritidis, de Mycoplasma
gallisepticum , o que pode representar um importante problema para a
avicultura comercial. A eliminacdo continua destes microrganismos pelas
citadas aves pode representar um importante problema para pessoas e
outros animais que tenham contato com as excretas ou ambiente
contaminado pelas mesmas, podendo causar sérias consequéncias
sanitarias.

Muitas s&o as suposicoes e preconceitos quando tratamos de aves
sinantropicas. Urubus sé@o animais por muito tempo estigmatizados, no
entanto, possuem um papel ecolégico muito importante e hoje com o
declinio de algumas populacdes orientais, se levantou a preocupagado
quanto a preservacao destes animais. O presente estudo revelou que estes
animais podem nao ser importantes na cadeia epidemiolégica de muitas
das enfermidades em que supostamente participariam.

Os pombos domésticos sdo animais que sdo considerados, inclusive
pela legislagdo brasileira, como uma praga urbana. E uma ave que se

reproduziu e se adaptou muito bem ao ambiente humano, sendo hoje uma
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figura representativa do ambiente antropizado. Existem grandes
populac6es de pombos domésticos em parques, escolas, asilos, granjas,
empresas de ensacamento de grdos entre outros ambientes, em busca
desse alimento, além de agua e abrigo. Trata-se de um animal de dificil
controle e que estudos vem confirmando cada vez mais sua participacao
na cadeia epidemiologica de vérias enfermidades, se estabelecendo em
uma preocupacao sanitaria por potencial de transmissibilidade de agentes
para o homem, para outras aves e animais. No presente estudo, percebeu-
se a importancia desta espécie aviaria na cadeia epidemioldgica de todos
0s agentes analisados, condicdo de potencial impacto para a avicultura
comercial.

Outro ponto importante na prevencdo destes agentes se trata da
prevencdo da contaminacdo ambiental. Cada vez mais se comprova a
relacdo entre a contaminacdo ambiental com a veiculacdo de agentes
patogénicos por aves de vida livre. A contaminacdo das &aguas e
destinacdo inadequada de lixo leva a uma situacdo cada vez mais
preocupante, visto que populacdes animais se contaminam com estes
agentes, veiculando agentes infecciosos mesmo sem doenca clinica. Com
isso, sem o0 controle da contaminacdo do meio ambiente, dificiimente
havera um controle efetivo do agente na regido. Medidas de destinacéo
adequada de dejetos e residuos devem fazer parte dos planos de manejo
das criacdes avicolas.

O uso de telas e outras barreiras fisicas, correta estocagem do
alimento, destinacdo adequada de residuos devem fazer parte da rotina do
produtor avicola, com o fim de manter as aves comerciais 0 mais distante
possivel das aves e outros animais sinantropicos. A vigilancia
epidemioldgica e medidas debiossegurancaque envolvem aves de vida
livre que tém contato com aviarios comerciais e domésticos devem ser uma
preocupacao sanitaria constante, pela possibilidade da transmissdo destas
enfermidades nas granjas.

Por final, pouco se sabe sobre o real papel de aves sinantrépicas
para a saude humana, animal e ambiental ainda nao foi bem estabelecido.
Pela sua presenca constante nos ambientes, sdo necessarios mais estudos

sobre esses animais.
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