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RESUMO 
 

Aves sinantrópicas aproximam-se de atividades humanas em busca de abrigo, água e 
alimento, podendo percorrer grandes distâncias para tanto. Em busca de informações 
acerca da importância dessas aves na transmissão de agentes patogênicos de 
importância na avicultura comercial, foi realizado estudo com 260 aves de 
comportamento sinantrópico, sendo 200 pombos comuns (Columba livia) e 60 urubus 
de cabeça preta (Coragyps atratus), na região metropolitana de Goiânia - Goiás. 
Foram colhidas amostras de fezes, soro e suabes traqueais que foram submetidos a 
testes para detecção de Salmonella sp. por bacteriologia convencional e Reação em 
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (rPCR), Mycoplasma galisepticum e M. 
synoviae pela Soroaglutinação Rápida em Placa (SAR) e rPCR, além de isolamento 
de Escherichia coli pela bacteriologia convencional com detecção de genes de 
virulência de E. coli patogênica 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 
bacteriológico e 27% (54/200) das amostras positivas no rPCR. Do total de 60 
amostras obtidas dos urubus, nenhuma amostra foi positiva no bacteriológico 
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 sorológico, sendo 4,5% (9/200) positivas para M. galliisepticum e 3% 
(6/200) para M. synoviae. Já 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 virulência 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 resistência à antibióticos em que se obteve: sulfametazina122/178 
(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. clavulânico 92/178 
(51,68%) de resistência 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%), 
associação de amoxicilina e ácido clavulânico 31/49 (63,26%) de resistência. Os 
resultados sugerem que essas aves de comportamento sinantrópico, são potenciais 
veiculadores de agentes causadores de perdas na produção avícola e preocupantes 
para a saúde pública. Além disso, podem constituir em suporte de transferência de 
fenótipos de E.coli resistentes. 
 
Palavras-chave: colibacilose, micoplasmose, pombos, salmonelose, urubus, 
virulência. 
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CAPÍTULO 1 - CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Dentro do processo de ocupação e exploração do ambiente pelo 

homem, uma série de consequências deletérias são atribuídas a essas 

ações. Entre os impactos provenientes das atividades urbana, industrial e 

agrícola, inclui-se a multiplicação de animais indesejáveis que são atraídos 

pelos produtos das atividades humanas em busca de abrigo, água e 

alimento, estabelecendo, portanto, uma relação de sinantropia. 

Aves sinantrópicas podem albergar e veicular agentes infecciosos 

que potencialmente afetam tanto a saúde humana, como a saúde animal. 

Possuem grande mobilidade e podem vir a voar longas distâncias em 

busca de alimento, contaminando o ambiente em que passam com suas 

excretas.  

Dentre as aves de vida livre com comportamento sinantrópico estão 

vastamente distribuídos os pombos domésticos (Columba livia) e os urubus 

de cabeça preta (Coragyps atratus). Os pombos são da ordem 

columbiforme, representada por pombas, rolas, juritis e afins. As aves 

desta ordem possuem morfologia homogênea e singular, cabeça pequena 

e redonda, com bico frágil. O pombo doméstico é considerado um 

problema ambiental por competir por alimento com as espécies nativas e 

de importância sanitária e por ser um potencial veiculador de doenças para 

humanos e animais. Já os urubus são aves da ordem dos cathartiformes e 

é uma das aves mais comuns em qualquer região do país, exceto em áreas 

florestadas com pouca presença humana. Vivem em grupos, alimentam-se 

de carcaças de animais e outros materiais em decomposição e, pela 

proximidade com humanos e animais, também é uma espécie que gera 

preocupação sanitária, inclusive para a cadeia produtiva animal. 

Na avicultura industrial, o controle sanitário é realizado por meio de 

rigorosas medidas de biossegurança, com o propósito de evitar a entrada 

de agentes patogênicos na criação. Para tanto, preconiza-se, entre outras 

medidas, evitar o contato entre as aves de produção e aves de vida livre. 
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O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

instituiu através da Portaria Ministerial n°193 de 19 de setembro de 1994, o 

Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA) com o objetivo de garantir 

a qualidade dos produtos de origem avícola sanitariamente controlados, 

disponíveis nos mercados externo e interno. Este programa prevê normas 

de controle e/ou erradicação da salmonelose, doença de Newcastle e 

micoplasmose. Além de outras medidas, o Programa preconiza o 

monitoramento dos planteis de reprodução para a certificação de núcleos e 

granjas avícolas 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 certificação de núcleos e estabelecimentos avícolas para a 

micoplasmose aviária (Mycoplasma gallisepticum, M. synoviae e M. 

melleagridis) em todas as unidades federativas do Brasil. Entretanto, 

nenhum controle é realizado na população de aves de vida livre, mesmo 

constituindo potencial fonte de infecção para aves industriais.  

Além dos agentes infecciosos contemplados no PNSA, outro 

microrganismo responsável por grandes perdas econômicas é a 

Escherichia coli, sendo considerado o agente patogênico de maior 

importância na avicultura em todo mundo. Por muito tempo julgou-se que a 

E. coli seria apenas agente comensal, sem nenhum potencial patogênico. 

Com o passar do tempo, cepas de E. coli foram relacionadas à várias 

patogenias, sendo atualmente alvo de estudos em todo o mundo. A 

patogenicidade das cepas de E. coli é atribuída à diferentes conjuntos de 

genes que lhes conferiram a capacidade de ocasionar doença, fato que 

determina grande versatilidade patogênica. Por se tratar de uma 

enterobactéria, a principal forma de transmissão desse agente é pela 

contaminação ambiental por fezes de animais portadores de cepas 

possuidoras de genes de patogenicidade, mesmo que comensais em seus 

hospedeiros. 

Pelo potencial de aves sinantrópicas atuarem como portadores de 

agentes de importância para a produção avícola industrial, objetivou-se 

com este estudo investigar a ocorrência, em pombos e urubus, de 

Salmonella sp., M. gallisepticum e M. synoviae, além da detecção de E. 
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coli e pesquisa de seus genes de virulência e perfil de suscetibilidade a 

antimicrobianos em aves sinantrópicas provenientes da região 

metropolitana de Goiânia. 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Aves sinantrópicas 

 

As aves sinantrópicas buscam o ambiente habitado, próximo ou 

modificado por humanos em busca de alimento e abrigo. Dentre as aves 

sinantrópicas mais populares no Brasil estão os pombos domésticos 

(Columba livia) e urubus de cabeça preta ou urubu comum (Coragyps 

atratus) (SICK, 2001; NUNES, 2003).  

 As aves do gênero Columba estão distribuídas por todo mundo, 

possuem muitas variações quanto à plumagem, com diferentes tamanhos e 

hábitos. São aves granívoras e frugívoras, vivendo em bandos. Destas, a 

mais conhecida é o pombo doméstico, principalmente pela sua proximidade 

com o homem (SICK, 2001). 

Os pombos domésticos costumam habitar edificações elevadas, 

similares aos rochedos que habitam no ambiente natural. Essas aves são, 

de forma geral, monogâmicas e podem realizar de duas a três ovoposições 

a cada ano. Quanto maior é a oferta de alimento, maior a capacidade 

reprodutiva, levando à sua multiplicação descontrolada (SICK, 2001; 

NUNES, 2003; SCHULLER, 2012).  

Os pombos estão amplamente disseminados, sendo comum a 

coabitação dessas aves com as criações comerciais de aves. Por ser uma 

ave de vida livre e possuir grande mobilidade, pode transmitir doenças para 

aves comerciais e em alguns casos ainda transmitir agentes patogênicos 

provenientes das aves de produção e contaminar outras populações de 

vida livre (CARRASCO, 2009). Estudos relacionam que cerca de 60 

patógenos já foram encontrados, identificados e diagnosticados em 

pombos (HAAG-WACKERNAGEL & MOCH, 2004; VAZQUEZ et al., 2010). 

Devido à grande quantidade dessas aves nos ambientes 

antropizados, foi instituída a Instrução Normativa nº141, de 19/12/2006, 
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pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

Renováveis (IBAMA) que regulamenta o controle e o manejo da fauna 

sinantrópica nociva, com os pombos fazendo parte desta lista.  

Tais aves podem atuar como reservatórios de vários agentes 

patogênicos de importância para as criações comerciais de aves ou ainda 

de risco para a saúde pública (BENSKIN et al., 2009; CARRASCO et al., 

2011). Na produção avícola, os pombos são atraídos principalmente pela 

farta oferta de alimentos, alimentando se principalmente de grãos e 

sementes e por isso, muitas vezes competem por alimentos com aves de 

produção. Contaminam os depósitos de armazenamento de grãos, como 

silos, entrepostos, armazéns, fábricas de rações na busca por alimentos, 

podendo contaminar também fontes de água, assim como reservatórios, 

caixa d’água, bebedores e também o ambiente (FERREIRA, 2012). 

Além disso, de acordo com SCHULLER (2003), os pombos se 

alimentam no chão 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 suspensão de partículas secas, contendo pó, 

detritos e fezes secas, e assim, provocando uma maior dispersão dos 

agentes patogênicos. 

 Os urubus de cabeça preta (Coragyps atratus) são animais que por 

muitas vezes são discriminados, devido à sua aparência e o hábito 

necrófago (SICK, 2001, DEL HOYO et al, 2003). Os urubus, devido à 

grande degradação ambiental, muitas vezes encontram seu alimento no 

ambiente antropizado. No entanto, a importância ecológica destes animais 

vem sendo cada vez mais discutida, assim como sua preservação. Um 

declínio generalizado da população de urubus está ocorrendo em todo 

mundo (GANGOSO et al., 2009), sendo que dentre as principais causas 

destacam se o grande uso de produtos farmacêuticos, as mudanças no 

meio ambiente e também o efeito de doenças infecciosas emergentes 

(RONDEAU & THIOLLAY, 2004).  

 A capacidade do urubu não se infectar com agentes patogênicos 

que comumente seriam letais a outras espécies animais traz muitos 

questionamentos. Muitas propostas já foram levantadas sobre 

particularidades anatômicas, imunológicas, fisiológicas e microbiológicas 
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(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 

sinantrópicas são os microrganismos patogênicos que podem ser 

transmitidos por elas, notadamente através das fezes. O deslocamento 

territorial de aves de vida livre portadoras de patógenos se constitui em um 

mecanismo de estabelecimento de novos focos endêmicos de agentes 

infecciosos em grandes distâncias 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 os agentes podem 

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

 

 

2.2 Salmonelose 

 

As salmoneloses aviárias são enfermidades provocadas por 

bactérias do gênero Salmonella. Mais de 2.610 sorovares desta bactéria já 

foram identificados (GUIBOURDENCHE et al., 2010), sendo todos 

potencialmente patogênicos para diferentes espécies animais. Para as 

aves apresentam maior importância, Salmonellaenterica sorovar 

Typhimurium e S. enterica sorovar Enteritidis, que são potencialmente 

patogênicos para os humanos (GAST, 2003). Aves aparentemente 

saudáveis podem portar Salmonella no seu organismo se estabelecendo 

um status de portadoras inaparentes, e excretar o patógeno de forma 

intermitente. Aves de vida livre são apontadas como potenciais carreadoras 

de patogenos para criações comerciais sendo as aves sinantrópicas 

consideradas importantes nesta cadeia de transmissão visto sua grande 

proximidade com as atividades humanas (GOPEE et al., 2000). 

A transmissão da Salmonela pode ocorrer de diversas maneiras, 

sendo a via oro-fecal a de maior importância. A ave pode adquirir a bactéria 

pelo contato indireto com outros animais infectados ou superfícies 

contaminadas, pela água ou alimento, ou pela inalação de partículas 

aerolizadas. Roedores, insetos e alguns helmintos podem servir como 
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carreadores da Salmonella sp. Animais com infecções crônicas são fontes 

de contaminação e aves de vida livre, podem ser carreadoras e servirem 

como reservatórios para animais mantidos em cativeiro (FRIEND, 1999; 

BROWN, 2000). 

As aves têm sido alvo de diversas pesquisas sobre salmonelose em 

muitos países do mundo, com o enfoque em aves de produção com o 

objetivo de produzir alimentos seguros para humanos, pois esses agentes 

podem determinar quadros de toxinfecção no homem (LOPES, 2008). 

O não tratamento adequado do esgoto ou esterco, associado a 

grandes aglomerações favorece o acúmulo e dispersão de salmonelas no 

ambiente. Isto por sua vez aumenta a probabilidade de animais de vida 

livre da região serem expostos, tornando-se portadores intestinais e 

dispersantes desta bactéria.  Existe portanto uma correlação direta entre a 

prevalência de Salmonella no trato intestinal de várias espécies silvestres e 

a proximidade destas aves com pessoas e animais de produção, fato 

relatado em gaivotas e pombos, que com frequência aproveitam da 

proximidade com humanos e animais domésticos. Esta forma de exposição 

de aves silvestres à Salmonella raramente envolve doença clínica e a 

eliminação da bactéria pelas fezes na maioria dos casos é de curta 

duração (DAOUST & PRESCOTT, 2007).  

Pesquisas em aves silvestres mostram que o carreamento de 

Salmonella é incomum, apresentando frequência de 0 a 1% em aves de 

vida livre, migratórias ou não migratórias (BRITTINGHAM et al., 1988; 

HIDASI et al, 2013).  A maioria dos casos de carreamento de Salmonella 

intestinal nessas aves não é associada com doença clínica e, se não 

houver reinfecção, dura apenas algumas semanas. Este fato e a pequena 

quantidade de bactéria que normalmente é excretado por animais 

infectados, provavelmente, limitam a transmissão para outros do mesmo 

bando. De forma que aves jovens são, geralmente, mais suscetíveis à 

infecção 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 alterações clínicas e patológicas, além da excreção do 
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agente pelas fezes, indicando que os pombos podem desenvolver a 

salmonelose e dispersar o agente no ambiente em que vivem. Os 

diferentes hábitos alimentares das espécies aviárias podem influenciar na 

ocorrência 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 hábito gregário de alimentação e descanso em grandes 

bandos, o que facilita a dispersão do agente. Além disso, essas aves 

podem viajar longas distâncias para se alimentarem e assim contaminarem 

regiões próximas ou distantes (DAOUST & PRESCOTT, 2007).  

 

2.3 Micoplasmose 

 

As micoplasmoses são enfermidades causadas por micoplasmas, as 

menores bactérias conhecidas, com tamanho semelhante ao de grandes 

vírus. Os microrganismos do gênero Mycoplasmasão conhecidos como 

causadores de doenças em plantas, no homem e em outros animais. Nos 

animais, têm predileção pelas membranas mucosas e serosas, onde 

provocam problemas respiratórios, articulares e urogenitais (NASCIMENTO 

& PEREIRA, 2009).  

Nas aves, os micoplasmas são importantes patógenos, responsáveis 

por doenças respiratórias e articulares, acarretando grandes perdas 

econômicas na avicultura brasileira e mundial. A espécie de micoplasma 

que causa o maior impacto econômico é Mycoplasma gallisepticum, 

seguido de M. synoviae, M. iowae e M. meleagridis (METTIFOGO & BUIM, 

2009).  

De acordo com WILLIAMS et al. (2002) esse agente foi detectado 

em muitas espécies aviárias e associado a enfermidades nos animais de 

produção, sugerindo-se que aves de vida livre podem ter papel na 

manutenção deste agente. 

BOZEMAN et al. (1984) observaram mortalidade de 20% de um 

bando de papagaios verdadeiros, aparentemente causada por lesões de 

micoplasmas associadas a outras bactérias. Dos animais acometidos, os 

pesquisadores isolaram M. gallisepticum e M. iowae. Com as cepas 
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isoladas dos papagaios, um grupo de periquitos australianos e outro de 

frangos da raça Leghorn foram submetidos à infecção experimental. No 

grupo de periquitos australianos, todos os animais apresentaram 

aerosaculite e sorologia positiva para micoplasmose. Já os frangos não 

apresentaram nenhuma lesão de saco aéreo, entretanto, a sorologia foi 

positiva. Com o estudo, os autores levantaram a hipótese de que diferentes 

cepas de M. gallisepticum poderiam causar lesões mais graves em 

determinadas espécies. 

 Em pesquisa realizada por YAGIHASHI et al. (1988), a 

patogenicidade foi avaliada por inoculação em frangos SPF (specific 

pathogen free) a de cinco cepas de campo de M. gallisepticum, isoladas de 

diferentes hospedeiros aviários. Apenas duas cepas de campo causaram 

alterações no trato respiratório dos frangos. 

Nos anos de 1994 e 1995, nos Estados Unidos, foi descrita uma 

epizootia de conjuntivite em tentilhões (Haemorhous mexicanus) associada 

à infecção por M. gallisepticum que se espalhou pela região 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 

milhões de tentilhões tenham morrido (NOLAN et al., 2004). Existem 

evidências de que o M. gallisepticum tornou-se endêmico na população de 

tentilhões da região leste, embora a prevalência da enfermidade tenha 

diminuído, sugerindo que houve uma adaptação da bactéria em relação ao 

hospedeiro (LEY et al., 2006).  

Após a detecção de M. gallisepticum nos tentilhões foi sugerido que 

as agregações de aves em comedouros coletivos são uma causa 

importante de epidemia de conjuntivite por Mycoplasmaspp., pois as aves 

doentes podem depositar gotículas com patógenos nos comedouros, e 

então, promover a transmissão do agente de forma indireta, através de 

fômites (HARTUP et al., 2004). 

 Embora seja provável que aglomerações dessas aves em 

comedouros artificiais aumentem a transmissão do agente, a transmissão 

da forma leve da enfermidade por via de fômites pode servir para imunizar 

aves contra a ocorrência de infecções mais graves. Algumas aves 

desenvolvem anticorpos para M. gallisepticum, indicando a presença de 
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uma resposta imune, no entanto, sem evidências diretas de proteção 

(DHONDT et al., 2007).  

Estudos baseados em polimorfismo de produto de DNA amplificado 

(RAPD) têm documentado a presença de um único perfil de RAPD, de M. 

gallisepticum isolados de tentilhões, sugerindo um único ponto de origem, 

que concorda com as observações epidemiológicas. Quando as 

sequências do DNA do M. gallisepticum dos tentilhões foram comparadas 

com as sequências de isolados de frangos e perus, algumas das amostras 

se aproximavam geneticamente com amostras de frangos ou às de perus, 

com maior proximidade genética com os isolados de frangos. Os resultados 

observados nestes estudos fortalecem a hipótese de que o surto teve uma 

única fonte pontual e que a evolução molecular resultou na variabilidade 

genotípica paralela (PILLAI et al., 2003). 

Após a larga expansão da conjuntivite causada por M. gallisepticum 

em tentilhões, outras 31 espécies aviárias foram identificadas nos Estados 

Unidos como portadoras deste agente. Pesquisadores apontam os 

tentilhões como possíveis responsáveis pela transmissão deste 

microrganismo à outras espécies (HARTUP et al., 2001) . Acredita-se que 

outras aves de canto, além dos tentilhões, possam ser sensíveis a 

infecções e desenvolvimento de doença por M. gallisepticum, 

consecutivamente, podem ser potenciais reservatórios 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 são capazes de transmitir a infecção para seus filhotes, 

provavelmente após o nascimento, sendo uma importante forma de 

disseminação do agente. Outros pesquisadores já haviam evidenciado que 

os ninhegos acometidos teriam atraso no desenvolvimento, além de 

proporcionar uma dispersão mais lenta dos filhotes de sua área natal 

(BRAWNER et al., 2000). 

 Além dos relatos de impacto ecológico na população de tentilhões, 

foi observada, no estado do Alabama-EUA, uma alta mortalidade de rolas-

da-índia (Streptopelia decaocto) devido à infecção por micoplasma 
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associada a paramyxovírus, levando a um alto impacto ecológico também 

nesta espécie aviária (TORO et al., 2005). 

 No Brasil, em estudos com psitacídeos oriundos de um centro de 

triagem utilizando a técnica de PCR para a detecção de M. gallisepticum, 

obteve-se aproximadamente 70% (97/140) de positividade das aves 

examinadas. A alta frequência demonstrada reforça a importância do 

estudo deste agente em diferentes espécies aviárias, devido à importância 

clínica e econômica da enfermidade (GOMES et al., 2010). 

 Apesar de a micoplasmose ser frequentemente relacionada com 

afecções das articulações em aves de produção (KLEVEN, 2003), este 

acometimento é pouco relatado em aves silvestres. Existem indícios que tal 

manifestação clínica seja de importância em aves de rapina, como descrito 

por RUDER et al., (2009), que identificaram a espécie Mycoplasma 

corogypsi como agente responsável 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; ERDÈLYI, et al., 1999; LIERZ et al., 2000; 

OAKS et al., 2004). No entanto, a importância da micoplasmose para a 

saúde dos rapinantes não está bem documentada (LORIA et al., 2008). 

Dada a ausência de manifestações clínicas na maior parte dos casos, foi 

sugerida que micoplasmas em aves de rapina ocorrem na maior parte das 

vezes como comensais e em pequena frequência, de forma patogênica 

(LIERZ et al., 2008).  

 

2.4 Escherichia coli 

 

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa pertencente à família 

Enterobacteriacea. Por muito tempo foi considerada um habitante 

comensal da microbiota de várias espécies, sem haver potencial 

patogênico na maioria das vezes. No entanto em muitas espécies aviárias 

é considerado um patógeno tão ou mais importante que a Salmonella 

(RITCHIE et al., 1994). Essa bactéria é 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 virulência, entretanto algumas cepas adquiriram 

durante o processo evolutivo diferentes conjuntos de genes que conferiram 

a capacidade de ocasionar doença, fato que determina sua a grande 

versatilidade patogênica (SUSSMAN, 1997; HIRSH, 2004).  

 E. coli é o agente patogênico de maior importância para a produção 

comercial avícola em todo o mundo (GUASTALLI, 2010). A colibacilose 

pode ter diversas apresentações clínicas com sintomas entéricos e/ou 

extraentéricos como pneumonia, peritonite, colisepticemia, celulite, 

pleuropneumonia, periepatite, pericardite, salpingite, panoftalmia, 

osteomielite, sinovite, onfalite, síndrome da cabeça inchada, doença 

crônica respiratória, entre outras (BARNES et al., 2003).  

A colibacilose aviária é uma enfermidade mundialmente distribuída e 

capaz de causar danos em todas as espécies aviárias. Os animais 

adquirem a infecção através da ingestão da bactéria presente nas fezes 

dos animais que causam a contaminação ambiental. E. coli pode 

sobreviver em ambientes secos por longos períodos (LA RAGIONE et al., 

2002).  A higiene inadequada é um dos principais fatores predisponentes à 

infecção, além de fatores estressantes, contaminação da alimentação, 

deficiência nutricional e doença prévia (ZWART, 2010). Na avicultura, é 

considerado um dos patógenos que mais causam prejuízos, decorrentes de 

menor desenvolvimento corpóreo, baixa conversão alimentar, mortalidade 

embrionária, aumento da mortalidade e custos com medicações e 

condenação de carcaças (FERREIRA & KNOBL, 2009). 

Sorotipos desta bactéria são determinados pelos antígenos somático 

(O), capsular (K), flagelar (H) e pili (F) (BARNES et al., 2004). Com 

avanços da biologia molecular, tornou-se possível também a classificação 

em diferentes patotipos pela detecção de fatores de virulência (FERREIRA 

& KNOBL, 2009).  

E. coli pode, portanto, ser agrupada de acordo com seus 

mecanismos de patogenicidade, em patotipos que estão frequentemente 

associados a doença em animais e humanos. Os mais importantes 

patotipos em humanos e animais são a E. coli enteropatogênica (EPEC), E. 

coli enterotoxigênica (ETEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 
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enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogênica para coelhos (REDEC), E. 

colide meningite neonatal (NMEC), E. coli uropatogênica (UPEC), E. coli 

enteroagregativa (EaggEC), E. coli produtora de shigatoxina (STEC) e E. 

coli patogênica para aves (APEC) (FERREIRA & KNÖBL, 2009; GYLES & 

FAIRBROTHER, 2010).  

A patogenia das infecções por E. coli está diretamente 

correlacionada aos mecanismos de virulência que apresentam (SUSSMAN, 

1997). Os fatores de virulência que vão atribuir à bactéria a habilidade de 

causar doenças são elementos genéticos que podem ser combinados de 

diferentes formas. A capacidade de causar doença da cepa vai ser 

determinada pela combinação de tais fatores, que estão relacionados com 

variedades cromossomais e genes plasmidiais que codificam variedade de 

pili, flagelos, antígenos capsulares, fatores de aderência intestinal, 

enterohemolisinas, produção de colicina, enterotoxinas termolábeis e 

termoestáveis, resistência sérica, presença de aerobactina, entre outros 

(LA RAGIONE & WOODWARD, 2002; EWERS et al., 2004). Portanto, o 

conceito de patogenicidade das amostras está vinculado com o impacto 

acumulativo de um ou vários desses fatores de virulência, o que diferencia 

as amostras patogênicas de não patogênicas (JOHNSON, 1991). 

Genes localizados em plasmídeos ou em cromossomos são 

identificados para a determinação de tais fatores. No cromossomo estão 

organizados em grandes fragmentos de DNA e são denominados ilhas de 

patogenicidade (HACKER et al., 1997). A gravidade do quadro clínico irá 

depender do potencial de virulência do agente causador, que é 

determinado pelo conjunto de genes localizado nas ilhas de patogenicidade 

(DHO-MOULIN & FAIRBROTHER, 1999). 

Os mecanismos de virulência da E.coli patogênica para aves (APEC) 

são considerados multifatoriais. Os mais frequentemente relacionados são 

os mecanismos de resistência sérica (iss), de adesão (pap e fela), 

presença de aerobactina (iuc), produção de colicina (cva), flagelos, 

antígenos capsulares (kps) e hemaglutinina temperatura-sensível (tsh) (LA 

RAGIONE & WOODWARD, 2002; ROCHA et al., 2002; EWERS et al., 

2004). 
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O gene tsh codifica a produção de uma proteína auto-transportadora 

que parece ter semelhança a uma subclasse da família de proteases do 

tipo IgA, estando envolvida em mecanismos de aderência ao trato 

respiratório (STATHOPOULOS et al., 1999; DOZOIS et al., 2000), e é 

frequentemente descrita como importante fator de patogenicidade na 

colibacilose (PROVENCE & CURTISS, 1994). 

 A função do gene iss está relacionada à resistência sérica, 

associada com a capacidade de ultrapassar barreiras do sistema imune do 

hospedeiro, produzindo infecções generalizadas na APEC (NGELEKA et 

al., 1996;MELLATA et al., 2003). MCPEAKE et al. (2005) relataram que o 

gene iss é encontrado com maior frequência em aves clinicamente 

acometidas que em aves portadoras assintomáticas. O gene iss é  

localizado em plasmídeos de grandes dimensões e  podem 

simultaneamente carrear os fatores de virulência e resistência a 

antimicrobianos (JOHNSON et al., 2002). Esse gene pode servir como 

marcador de virulência das cepas patogênicas nas aves, uma vez que a 

sua expressão frequentemente mensura seus efeitos patogênicos (NOLAN 

et al., 2002; GIBBS et al., 2003). 

O gene iuc codifica a aerobactina, um sideróforo de origem 

bacteriana, encontrada em grande parte das cepas de E. coli mais 

virulentas. Junto com a alfa-hemolisina (gene hlyA), causa lise das 

hemácias e agem como mecanismo para a aquisição de ferro em meios de 

baixa concentração deste ion (SUSSMAN, 1997). A capacidade do 

patógeno invadir e se multiplicar é 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 glicoproteínas. A bactéria, por suavez, possui 

sistemas que captam o ferro via sideróforos. Genes que codificam 

proteínas envolvidas na aquisição de ferro foram encontrados com alta 

frequência em linhagens de APEC (GOPHNA et al., 2001; JANBEN et al., 

2001). Os cinco genes da biossíntese da aerobactina são denominados 

iucA, iucB, iucC e iucD. Esses genes têm sido encontrados em plasmídeos 

que também codificam a resistência a certos antimicrobianos (VIDOTTO et 

al., 1991; GOES et al.,1993). 
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As adesinas fimbriais P são descritas em E. coli associadas a 

infecções de trato urinário e cepas de isolados de APEC. Em aves de 

produção, a fimbria P costuma se relacionar com a capacidade de aderir a 

órgãos internos e com a proteção contra células de defesa (JANBEN et al., 

2001). No entanto, a função da fímbria P na virulência de amostras APEC 

ainda não está esclarecida. Estudos confirmam que a fímbria P permite que 

bactérias patogênicas sejam capazes de se aderir a superfície celular para 

a instalação de um processo infeccioso (BRITO et al., 2003; DELICATO et 

al., 2003, RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). 

O fator citotóxico necrotizante (codificado pelo gene cnf1) é uma 

toxina capaz de causar a formação de células gigantes, além de ser 

encontrado em casos de diarreia, também é descrito em APEC.  As 

infecções por APEC em aves comerciais causam doenças respiratórias, 

poliserosite fibrinosa e colisepticemia. Em aves de produção, a E. coli é 

raramente descrita como causadora de enterites, no entanto, em aves 

granívoras e frugivoras,é frequentemente descrita como causa de enterite 

(BARNES et al., 2004). 

Com a determinação de algumas associações desses genes de 

virulência, os patotipos vêm sendo estudados para sua melhor 

compreensão clinica e epidemiológica. (FRANCO & LANDGRAF, 1996). A 

disponibilidade de informações genéticas, como genoma de APEC 

(JOHNSON et al, 2007) e plasmídeos sequenciados (JOHNSON et al., 

2005; JOHNSON et al., 2006; MELLATA et al; 2009), dão suporte para 

estudos de E. coli. A partir de dados moleculares, pode-se obter melhor 

conhecimento da doença através da aplicação de genética molecular, 

visando definir o patótipo e o grau de virulência dos isolados (BARBIERI, 

2010). Novas ferramentas de sequenciamento, expressão e identificação 

de fatores de virulência de APEC em modelos de infecção são uma 

oportunidade de melhorar conhecimento sobre mecanismos de virulência 

(DZIVA & STEVENS, 2008). 

Cepas de APEC podem estar presentes na microbiota intestinal de 

aves sadias, podendo permanecer em um ambiente por um longo período, 

contaminando alimentos e a água, que servirão de via de disseminação da 

bactéria para as aves (EWERS et al., 2009). Ainda, cepas de APEC 
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distintas geneticamente podem produzir a mesma infecção, pois podem 

apresentam fatores de virulência que, apesar de diferentes, possuem a 

mesma função e atuam no mesmo sítio do hospedeiro (BARBIERI, 2010). 

Genes de virulência e plasmídeos de resistência 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 são ingeridas e passam 

pelo trato gastrointestinal. Consequentemente, estas cepas podem levar a 

infecções bacterianas com opções medicamentosas cada vez mais 

limitadas (AJIBOYE et al., 2009; HAMMERUM & HEUER, 2009). 

 
2.5 Resistência bacteriana a antimicrobianos 

 

 O surgimento da resistência aos antimicrobianos mais comuns tem 

se revelado um problema crescente mundial (LOPES, 2009). A importância 

de substâncias antimicrobianas no aumento da resistência bacteriana está 

no seu papel selecionador de cepas resistentes por meio da pressão 

seletiva, resultado do seu emprego na clínica, indústria ou comércio 

(LIVERMORE, 2003). 

 Bactérias como E. coli podem ser transmitidas dos animais para o 

homem na ausência de seleção antibacteriana. Com a colonização 

gastrointestinal, pode ocorrertransferência de determinantes genéticos de 

resistência por cepas contaminantes (OZGUMUS et al, 2008). 

 Os conhecimentos atuais não são suficientes para prever ou para 

impedir a propagação da resistência aos antimicrobianos. Para desenvolver 

uma estratégia em longo prazo é essencial conhecer melhor os 

mecanismos subjacentes a estes fenômenos (SILVA, 2007).  

 Os mecanismos de resistência aos antimicrobianos podem ser 

intrínsecos e extrínsecos (MARTINEZ, 2008). A resistência intrínseca é a 

resistência natural da bactéria contra um determinado grupo antibiótico. 

Entre os mecanismos de resistência intrínseca estão a barreira de 

permeabilidade, modificação dos locais alvo dos antibióticos ou ainda pela 

indução de genes reprimidos na presença de antibiótico (TENOVER, 2006). 
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 Já os mecanismos de resistênciaextrínsecos são mecanismos que 

são adquiridos pela bactéria, principalmente por mutações cromossomais e 

transferência de plasmídeos (TENOVER, 2006). As mutações 

cromossomicas são alterações na sequência de DNA dos cromossomos 

bacterianos, as quais podem resultar na síntese de proteínas alteradas, 

novas proteínas ou ainda alterações na quantidade de proteína produzida. 

Os plasmídeos são moléculas de DNA, extracromossomal com a 

capacidade de replicação autônoma. Os plasmídeos de resistência podem 

ser encontrados numa grande diversidade de bactérias, uma vez que é 

facilmente transmitido a bactérias, seja da mesma espécie ou não, através 

de métodos de conjugação e transformação (ALEKSHUN & LEVY, 2007).  

 Estas moléculas podem codificar diversas proteínas importantesna 

replicação, fatores de fertilidade, resistência a metais tóxicos, bacteriófagos 

e antibióticos, adesão celular, virulência entre outros (HARBOTTLE et al., 

2006). Além dos plasmídeos, ainda podem ser transmitidos os transposons 

e integrons. Transposons são sequências de DNA linear que possuem a 

capacidade de se transferir de uma molécula de DNA para outra 

(MARTINEZ, 2008). Se diferem dos plasmídeos por não possuírem 

capacidade de replicação autônoma e por não necessitarem de grande 

homologia de modo a se inserirem numa sequencia de DNA. Já os 

integrons assemelham-se aos transposons, mas não possuem sequencias 

terminais repetidas nem codificam as proteínas necessárias para a sua 

transposição. Estes podem ser caracterizados pela presença de 

sequencias especificas para o alvo de integração. Apresentam a 

capacidade de adquirir diversos genes para a resistência aos antibióticos e 

expressa-los através de promotores intrínsecos (MINDLIN et al, 2006; 

SENKA et al, 2008). 

 Existem quatro processos de transferência de genes de um 

microrganismo para outro, são eles, conjugação, transformação, 

transdução e transposição (QUINN et al, 2005). A conjugação é um 

processo pelo qual o DNA é transferido por contato celular, de um doador 

para receptor. Genes que codificam resistencia a antibióticos encontram-se 

largamente distribuídos disseminando facilmente para diferentes espécies 

bacterianas. A transformação é um processo em que o DNA do doador é 



17 

 

integrado no cromossoma do receptor. Na transdução, a transferência 

genética é mediada por bacteriófagos e já na transposição a transferência 

é mediada por transposons, envolvendo tanto plasmídeos conjugativos 

como não conjugativos e também cromossomas (ALEKSHUN & LEVY, 

2007). 

Estudos recentes mostraram que a resistência bacteriana pode 

acontecer também em E. coli comensal de animais de vida livre que não 

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 determinação do perfil de 

resistência a antimicrobianos é de interesse tanto para a espécie em 

estudo, como para a saúde pública. Estudos recentes apontam um 

aumento exponencial na proporção de microrganismos resistentes, 

mostrando que nos últimos anos o problema se agrava com maior 

velocidade (WANNMACHER, 2004), seja devido à prescrição excessiva de 

antibióticos por parte de médicos, o uso indiscriminado pelo público e o 

emprego dessas drogas para uso veterinário (HARAKEH et al., 2006). O 

assunto tem sido alvo de muitas pesquisas, tanto com cepas humanas 

quanto para as isoladas de animais (LEVY, 2002), no entanto são escassas 

as informações sobre resistência bacteriana em isolados de animais 

selvagens (GILLIVER et al., 1999). 

Para se obter informações do perfil sanitário de aves que circundam 

regiões de criações comerciais avícola, foi realizado pesquisa de agentes 

patogênicos importantes para aves de fim comercial, além da pesquisa do 

perfil de resistência a antimicrobianos, com a finalidade de se analisar o 

perfil sanitário destas espécies sinantrópicas e se estabelecer estratégias 

preventivas.  
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CAPÍTULO 2 - DETECÇÃO DE Salmonella sp. EM AVES 
SINANTRÓPICAS DA REGIÃO METROPOLITANA DE GOIANIA-GO 
 
RESUMO: Aves de vida livre são consideradas potenciais carreadores de 
agentes patogênicos para animais de produção. Com a finalidade de se 
observar a importância destas aves na cadeia epidemiológica da 
salmonelose aviária, 260 amostras biológicas de duas espécies com 
comportamento sinantrópico, pombos (Columba livia) e urubus de cabeça 
preta (Coragyps atratus) foram pesquisadas para a presença 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 análise do material. Do total de 200 amostras 
obtidas dos pombos, 13% (26/200) foram positivas no exame 
bacteriológico. Na sorotipagem desses isolados realizada pelo laboratório 
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 análise das amostras de 
pombos pela rPCR 27% (54/200) foram positivas para a detecção de 
Salmonella sp. Do total de 60 amostras obtidas dos urubus, nenhuma foi 
positiva no bacteriológico convencional, no entanto 8,3% (5/60) foram 
positivas no rPCR. Conclui-se que pombos domésticos e urubus de cabeça 
preta da região metropolitana de Goiânia são 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 Goiânia are carriers of Salmonella sp. 
 
Keywords: bacteriology, pigeons, salmonellosis, rPCR, vultures. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
 A produção avícola nacional vem sendo responsável por grande 

parte dos ganhos econômicos do Brasil. O País ocupa hoje a terceira 

posição como produtor de frangos de corte e é o maior exportador, 

fornecendo-o para 142 países (BRASIL, 2012). Os cuidados com a 

qualidade são essenciais para a obtenção de um bom produto final, e por 

isso, o controle sanitário na avicultura industrial é realizado com rigorosas 

medidas de biossegurança. Uma dessas medidas preconiza evitar o 

contato de aves de vida livre com as aves de produção, com o fim de 

minimizar a transmissão de agentes, já que são consideradas potenciais 

carreadores de agentes infecciosos para a criação avícola (LUTTRELL & 

FISHER, 2007). 

Em busca de alimento, aves sinantrópicas procuram áreas de 

produção animal e podem com isso contaminar animais de produção com 

patógenos alóctones (NUNES, 2003). Entre estas aves, estão vastamente 

distribuídos os pombos comuns (Columba livia), e também o urubu de 

cabeça preta ou urubu comum (Coragyps atratus) (SICK, 2001; DEL HOYO 

et al., 2003; SANTIAGO, 2006), ave que se alimenta de carcaças e outros 

materiais em decomposição, assim como detritos humanos, o que aponta 

sua possível importância para a disseminação de Salmonella e outros 

agentes patogênicos para o homem e outros animais (YORIO & 

GIACCARDI, 2002). 

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

instituiu através da Portaria Ministerial n°193 de 19 de setembro de 1994, o 

Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA) com o objetivo de garantir 

a qualidade dos produtos de origem avícola sanitariamente controlados, 

disponíveis nos mercados externo e interno. Além de outras medidas, o 

programa preconiza o monitoramento nos planteis de reprodução para a 

certificação de núcleos 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 disseminação da Salmonella em aves de vida livre parece estar 

intimamente relacionada com a contaminação ambiental. O tratamento 

inadequado de esgotos ou de estercos, associado a grandes 

aglomerações, favorece o acúmulo e dispersão de salmonelas no 

ambiente. Isto, por sua vez, aumenta a probabilidade de animais de vida 

livre a serem expostos, o 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 países, com o enfoque na 

transmissibilidade de agentes para os animais de produção, com o objetivo 

de produzir alimentos seguros, pois esses agentes podem determinar 

quadros de toxinfecção no homem (LOPES, 2008).  

Além dessa importância como possíveis veiculadores de Salmonella 

para aves de produção e para humanos, a introdução deste agente na 

população de espécies de vida livre pode vir a ser um grande problema 

ecológico, já 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 

sinantrópicas e seu potencial papel como portadores inaparentes, o 

presente estudo foi conduzido com o intuito de se verificar a presença de 

Salmonella com o uso das técnicas de bacteriologia convencional e rPCR, 

além de sorotipagem das amostras isoladas por laboratório de referência, 

de amostras biológicas de pombos comuns e urubus de cabeça preta 

capturados em áreas próximas a explorações comerciais avícolas da 

região metropolitana de Goiânia-GO. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local 

 

O experimento foi desenvolvido no Núcleo Experimental de Doenças 

de Aves, nos Laboratórios de Bacteriologia e de Biologia Molecular do 

Departamento de Medicina Veterinária da Escola de Veterinária e 

Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goiás (UFG) e no Centro de 

Triagem de Animais Silvestres de Goiás (CETAS/GO).  

 

Animais e coleta das amostras 

 

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

cabeça preta (Coragyps atratus).   

Os pombos foram capturados ao longo de um ano, de forma 

aleatória, com o apoio da equipe do Centro de Zoonoses da cidade de 

Aparecida de Goiânia, na região metropolitana de Goiânia, em um raio de 

até 50 km de empresas avícolas. 

Na captura foram utilizadas cinco armadilhas de aço galvanizado 

modelo Argentina ( ebei  an a  rade  o ,  td ), de 1,00 m3 (Figura 1). 

Estas armadilhas foram instaladas pela manhã 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 aço galvanizado 
modelo Argentina ( ebei  an a  rade  o ,  td ) 
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 

utilização de equipamentos de proteção individual adequados: luvas, 

óculos de acrílico com proteção lateral, máscaras semifaciais com filtro de 

proteção P3 e acondicionados em gaiolas de trasporte, em veículo de 

carroceria aberta até o laboratório, semanalmente. 

Após a captura, as aves eram levadas ao Núcleo Experimental de 

Doenças de Aves, onde os pombos eram eutanasiados e foram colhidas 

amostras de conteúdo 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 laboratório onde foram 

realizadas as análises bacteriológicas.  

Esse estudo foi realizado com uma licença obtida pelo Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis - IBAMA 

(Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade - ICMBio e 

Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade - SISBIO), 

protocolo No.25795-1 e aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Goiás, protocolo 

080/11. 

 

PESQUISA DE Salmonella 

 

Bacteriologia convencional 

 

Para o isolamento e identificação de Salmonella sp., as amostras 

foram submetidas à bacteriologia convencional, de acordo com GEORGIA 

POULTRY LABORATORY (1997). 

Cerca de 2 g das excretas, ou suabes cloacais, foram inoculados em 

solução de água peptonada a 0,1% e incubados em estufa a 37 °C por 18 

horas. Em seguida, 0,1 mL desta solução foi transferido para dois tubos, 

cada um contendo solução 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. Após o 

enriquecimento seletivo, cada caldo foi plaqueado em três diferentes meios 

de cultivo: ágar XLT4 (Difco), ágar verde brilhante (Difco), e ágar 

Hecktoen(Difco), e todas as placas foram incubadas a 37 °C por 18h. De 

cada placa, três unidades formadoras de colônia com morfologia sugestiva 

de pertencer ao gênero Salmonellaforam inoculadas em tubos contendo 

ágar TSI (Triple Sugar Iron) (Difco), os quais foram incubados a 37 °C por 

18h. Os tubos de TSI com características morfológicas similares e 

sugestivas de Salmonella foram selecionados e submetidos a provas de 

produção 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 bioquímicos 

foram enviadas ao laboratório FIOCRUZ (RJ), onde foram sorotipadas. 

Alíquotas do caldo de selenito de todas as amostras coletadas foram 

congeladas a -20 ºC e posteriormente processadas pela PCR em tempo 

real (rPCR).  

 

Técnica da PCR em tempo real 

 

Extração do DNA genômico das amostras 

 

Antes do procedimento de extração, as amostras congeladas em 

caldo de selenito foram submetidas a um novo enriquecimento bacteriano, 

posteriormente, o DNA das amostras foi extraído pelo método de 

tratamento térmico, de acordo com SANTOS et al. (2001). 

Utilizaram-se 400 μ  da amostra em tubo de polipropileno de 1,5 m  

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 (100μ  Tris/HcL 1M + 20μ  EDTA 0,5M + 

9,880 μ  H20)a mistura foi levada ao vórtex por 10 segundos e novamente 

centrifugada a 1956,2g por oito minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet suspenso em 100μl de  E.  rosseguiu-se uma homogeneização em 

vórtex por 10 segundos, seguida de aquecimento em placa a 95ºC por 20 
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minutos. O sobrenadante foi entãoresfriado, aliquotado e armazenado a -20 

ºC em congelador para posterior utilização. 

As realizações dos ensaios de rPCR para a detecção deSalmonella 

sp. foram realizados de acordo com CALVÓ et al. (2008).  

Os eluatos obtidos a partir das amostras extraídas foram utilizados 

para realização de rPCR, empregando-se sistema TaqMan®. O volume 

adotado foi de 20 µL utilizando-se 4,6 µL de água milli-Q, 10µL de Master 

mix (1x), 2 µL de mix de IPC (10x), 0,4 µL de 50x IPC DNA, e 1 µL  da 

mistura de oligonucleotídeos iniciadores e sonda (iniciador na concentração 

de 30mM), acrescentando-se 2 µL de amostra teste de DNA. Como 

controle interno da reação em um dos poços da placa de 96 poços foi 

utilizado o IPC DNA com reagente bloqueador de IPC (negative control 

blocked IPC, Life®) e outro com o IPC DNA sem bloqueador.  A 

amplificação foi realizada em termociclador StepOne Plus (Applied 

Biosystems)  nas seguintes condições: pré PCR a 60ºC por 30 segundos 

seguida de 95ºC por 10 minutos,40 ciclos a 95ºC por 15 segundos 

(desnaturação) e 60ºC por 1 minuto e 60ºC por 30 segundos para 

extensão.  

Para detecção de Salmonella sp. foram utilizados os 

oligonucleotídeos iniciadores SA 1410   5’-

GGTCTGCTGTACTCCACCTTCAG-3’ e SA 1494r 5’-

TTGGAGATCAGTACGCCGTTCT-3’ e sonda  SA 1441pr FAM– 

TTACGACGATATTCGTCCGGGTGAAGTG – TAMRA, desenvolvidos por 

CALVÓ et al. (2008). 

Foram consideradas positivas as amostras em que as curvas de 

amplificação geradas ultrapassaram a linha de corte observadas no 

programa StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems). O grau de 

confiança estabelecido para a analise da corrida foi de 95%. 
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Análise estatística 

 

Para interpretação dos resultados obtidos, foi feita análise da 

frequência 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 bacteriológico convencional, das 200 amostras de fezes 

colhidas dos pombos domésticos, 13% (26/200) foram consideradas 

positivas para Salmonella sp. Os sorotipos foram identificados pelo 

laboratório 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. Frequência de Sorotipos de Salmonella entérica identificados pelo laboratório 

FIOCRUZ (RJ) em 13% (26/200) das amostras de fezes colhidas de pombos domésticos. 

As amostras foram analisadas por meio de exame bacteriológico convencional. 

 

Sorotipo N Porcentagem 

Schwarzengrund 19 73,07% 

Typhimurium 6 23,07% 

Enteritidis 1 3,86% 

Total 26 100% 

 

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

consideradas positivas para Salmonella sp.(Figura 2) 

 

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

cortethreshold 2-Curva positiva para a detecção de Salmonella sp.no grau de confiança 

95% 3 – Amostras negativas para a detecção de Salmonella sp. no grau de confiança de 

95%. 

 

1 

2 

3 
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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 bacteriológico convencional para a pesquisa do agente. Já na 

análise pela rPCR das mesmas amostras colhidas de urubus, 8,3% (5/60) 

apresentaram resultados positivos (Figura 3) 

 

Figura 3. Curvas de amplificação de DNA das amostras de urubus 1- Linha de corte 

threshold 2-Curva positiva para a detecção de Salmonella sp.no grau de confiança 95% 3 

– Amostras negativas para a detecção de Salmonella sp. no grau de confiança de 95%. 

 

Os resultados obtidos nas duas análises laboratoriais estão 
dispostos na Tabela 2. 

 
Tabela 2. Resultados obtidos nos dois testes diagnósticos aos quais as amostras biológicas 

colhidas de pombos e urubus foram submetidas.  

 

 Bacteriológico convencional 

     Positivo              Negativo     

rPCR 

Positivo                 Negativo 

Pombos 26(13%) 174(87%) 54(27%) 146(73%) 

Urubus 0 60(100%) 5(8,3%) 55(91,7%) 

 

 Na análise de concordancia entre os dois métodos diagnósticos, 

para a análise das amostras obtidas dos pombos, a concordância ocorreu 

de forma moderada (0,40-0,59) (Tabela 3). 

 

 

 

 

 

1 

2 

3 
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Tabela 3. Valores do índice de Kappa, seus intervalos de confiança 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 categóricos de dois testes: cultura bacteriológica e rPCR. 

  Kappa 
Intervalo de confiança 

de 95% 
p 

Positivo 0,576 
Superior = 0,701 

< 0,001 
Inferior = 0,433 

Negativo 0,576 
Superior = 0,701 

< 0,001 
Inferior = -0,433 

Geral 0,576 
Superior = 0,701 

< 0,001 
Inferior: 0,45 
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DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, foram observados uma alta frequencia de Salmonella 

sp. em pombos domésticos. Nos resultados obtidos na rPCR, 100% das 

amostras positivas nesta análise concordaram com os resultados obtidos 

nna cultura bacteriana. 

A cultura bacteriana é o teste gold standard para a detecção de 

Salmonella sp. nas fezes dos animais, no entanto, para o processamento 

das amostras por essa técnica é necessário um prazo aproximado de uma 

semana. No rPCR as amostras são processadas em um prazo aproximado 

de 24h, incluindo-se o período de enriquecimento bacteriano.  As técnicas 

moleculares vêm sido usadas com sucesso na detecção de Salmonella, 

inclusive dos sorotipos específicos (DILMAGHANI et al., 2011). Estudos 

com alimentos contaminados com este agente mostraram bons resultados, 

com alta concordância entre os métodos bacteriológicos e PCR 

(MALORNY et al, 2009), No presente estudo a técnica da PCR em tempo 

real se mostrou adequada, sendo uma alternativa quando são necessários 

rápidos resultados, se mostrando apropriado como método complementar 

na detecção de Salmonella sp., resultados similares aos relatados por 

TEMELLI et al.(2010) e SOMMER et al. (2012). 

Nas duas espécies aviárias analisadas no estudo, os resultados 

positivos foram mais frequentes na analise pela rPCR em relação aos 

resultados obtidos pela bacteriologia convencional. Resultados negativos 

na cultura bacteriana pode estar correlacionado com um alto número de 

células de Salmonella não cultiváveis ou mortas, ao número de células na 

amostra, crescimento de outras colônias bacterianas na cultura 

(ERIKSSON & ASPAN, 2007) ou ainda meios de enriquecimento 

bacteriano usados podem diminuir a sensibilidade da técnica 

bacteriológica, o que pode justificar a maior positividade na técnica 

molecular (ANDRADE et al., 2010).  

Constatou-se que os sorotipos identificados, nesta pesquisa são 

pertencentes à espécie Salmonella enterica, os quais não são sorotipos 

específicos, ou seja, não são adaptados à uma única espécie animal. Eles 



43 

 

podem afetar diferentes espécies como aves, peixes e mamíferos. As aves 

de vida livre que vivem próximas aos humanos, devido ao aumento dos 

níveis de contaminação do meio ambiente, aparentemente são mais 

susceptíveis 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, condições ambientais e grau de exposição do animal à 

Salmonella, podem se desenvolver em um hospedeiro assintomático ou 

animal doente por enterite, septicemia aguda ou infecção crônica 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 bacteriológicos, o 

pesquisador observou uma alta ocorrência desse agente em pombos, em 

relação às outras espécies pesquisadas, ou seja em 15,5% dos pombos 

foram positivos para Salmonellaenterica , resultado próximo ao encontrado 

no presente estudo, reforçando a importância desta espécie aviária 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 responsável por 

toxinfecção alimentar humana e aparenta ter grande importância para a 

criação de animais de produção. Em países asiáticos esse sorotipo se 

mostrou como um dos principais contaminantes de produtos alimentícios, 

incluindo-se carne de frango, constituindo um sério problema sanitário 

nesses países (KHOO, 2009; CHEN et al., 2010). Além disso, 

AARESTRUP et al. (2007) relataram que este sorotipo possui pouca 

especificidade quanto à possibilidade de infectar os animais e a possível 

dispersão de Salmonella enterica sorotipo Schwarzengrund em alimentos 

para humanos, reforça a sua importância na saúde publica.  

Dentre os isolados de Salmonella sp., (23%), seis amostras foram 

identificadas como Salmonella enterica do sorotipo Typhimurium. A 

detecção deste sorotipo em pombos já foi descrita na literatura por diversos 

autores.  PEDERSEN et al. (2006) realizaram estudo com pombos 
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capturados em locais de criação de gado de leite e também em centros 

urbanos. Somente as aves capturadas nas áreas de produção 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 correlação entre a prevalência de Salmonella no trato intestinal de 

varias espécies de aves silvestres e a sua proximidade com pessoas e 

animais de produção. Essas aves com frequência se aproveitam da 

proximidade de humanos e animais domésticos para a obtenção de 

alimento, e com isso se contaminam. Esta forma de exposição raramente 

envolve manifestações clínicas da doença, e a eliminação da bactéria pelas 

fezes na maioria dos casos é de curta duração.  

De forma semelhante, MARCIANO (2004) detectou Salmonella 

enterica sorotipo Typhimuriumem 8% dos órgãos 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 Croácia 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 bacteriológico (VUCEMILO et al. 2003).  

Na Bélgica, PASMANS et al. (2004) também realizaram o isolamento 

deste sorotipo em pombos, com a frequência 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 

biológicas de várias espécies de aves silvestres foram submetidas a 

exames sorológicos e bacteriológicos para a detecção 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 domésticos com resíduos, esses 

animais se tornam mais sucetíveis à infecção pela Salmonella, e se tornam 

hospedeiros acidentais deste agente (TIZARD, 2004; ČÍŽEK et al., 2007) 

Na Noruega foi realizada pesquisa usando a mesma técnica da 

bacteriológica convencional, em suabes cloacais, as quais apresentaram 

resultados negativos (LILLEHAUG et al., 2005). A discordância entre 

resultados obtidos na Noruega e do presente trabalho podem ser 

explicados pela característica da excreção da Salmonella, queocorre de 

forma intermitente. Ainda, as condições climáticas do referido país e 

também pelo estilo de vida da população quanto à destinação de resíduos 

também podem ter influído para o resultado negativo, uma vez que são 

bem distintas das condições locais da região do presente estudo. 

 Na análise bacteriológica das amostras de suabes cloacais obtidos 

de urubus, nenhuma amostra foi considerada positiva para Salmonella 

enterica. Mesmo tendo sido pesquisado em menor número de amostras, 

estes resultados concordam com o que é relatado pela literatura, que os 

urubus apresentam naturalmente uma menor suscetibilidade aos 

patógenos. Neste sentido, ao longo dos anos muitas hipóteses foram 

sugeridas, como a relação com as condições fisicoquimicas e fisiológicas 

do sistema gastrintestinal destes animais, o estabelecimento evolutivo de 

uma absorção específica deste sistema, ou hipótese da presença de uma 

microbiota mais complexa ao longo do sistema digestivo. Com isso, 

postula-se que existe uma microbiota no sistema gastrintestinal dessas 

aves que competem com agentes patogênicos, diminuindo, portanto, o 

risco de disseminação 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 bacteriológico convencional e 

cinco delas foram positivas pela rPCR. A positividade em rPCR se explica 

provavelmente pela alta sensibilidade da técnica, já que esta técnica é 

capaz de detectar o microrganismo mesmo que sua presença seja em 

quantidades minimas(MALORNY et al., 2004). Também, é possível que o 

microrganismo não tenha sido capaz de se reproduzir no intestino destas 



46 

 

aves, visto que a microbiota competitiva é capaz de inibir sua multiplicação 

(CARVALHO et al., 2003), portanto não foi detectável no método 

bacteriológico convencional. 

Além disso, no estudo, as amostras obtidas dos pombos domésticos 

consistiam em conteúdo intestinal e as amostras colhidas dos urubus eram 

suabes cloacais. Em estudo comparativo de amostras biológicas relatado 

por TEMELLI et al (2010), para a detecção de Salmonella sp. por cultura 

bacteriana e  rPCR o uso de conteúdo intestinal gera resultados mais 

confiáveis em relação às amostras de suabe cloacal, como os que foram 

usados para o processamento das amostras obtidas dos urubus. O frescor 

das fezes no momento da análise e nível de umidade podem levar a 

detecção de resultados falso negativos. Além disso, nas fezes estão 

presentes grandes quantidades de enzimas DNazes e proteases, e 

polisacarídeos que podem ser fatores inibitórios para a PCR (MALORNY et 

al, 2005), no entanto, a fase de pré enriquecimento, como a realizada no 

presente estudo, inibe a ação destes agentes, diminuindo estes efeitos 

negativos na reação (SOMMER et al, 2012).  

 SILVA et al. (2010) ao estudarem  a relação dos hábitos alimentares 

de urubus observaram que existe relação direta da disseminação dos 

agentes com a saúde ambiental, podendo inclusive esta ave ser um 

bioindicador da saúde ambiental. No entanto, maiores estudos com essa 

espécie aviária são necessários para se confirmar o seu real papel na 

epidemiologia da salmonelose. 

A maior densidade de animais sinantrópicos pode levar a um 

aumento das aves comerciais infectadas por Salmonella (LAPUZ et 

al.,2012). Animais portadores são de grande importância como fonte de 

infecção, já que podem excretar as bactérias de forma intermitente pelas 

fezes por meses ou até anos (HALES & HALES, 2003), levando a 

contaminação dos ambientes. Devido às dificuldades no controle de 

agentes patogênicos na produção avícola, medidas sanitárias adequadas 

nas instalações vem sendo alvo de cada vez mais estudos, dada a 

importância destes meios para a manutenção dos patógenos no ambiente. 
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CONCLUSÕES 
 
 
 Salmonella entérica dos sorotipos Schwarzengrund, Enteritidis e 

Typhimurium viáveis estão presentes na microbiota de pombos domésticos 

da região metropolitana de Goiânia. Salmonella sp. foi detectada em 

urubus de cabeça preta  da região metropolitana de Goiânia. 
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CAPÍTULO 3: Mycoplasma gallisepticum E M. synoviae EM POMBOS 
COMUNS (Columba livia) E URUBUS DE CABEÇA PRETA (Coragyps 
atratus) NA REGIÃO METROPOLITANA DE GOIÂNIA  
 
RESUMO: Informações relativas à ocorrência de agentes patogênicos em 
animais de vida livre são essenciais para o estabelecimento de medidas 
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adequadas de biossegurança para a produção animal. Para tanto, 
amostras biológicas de 260 aves de vida livre de hábitos sinantrópicos, 200 
pombos (Columba livia) e 60 urubus de cabeça preta (Coragyps atratus) 
foram pesquisados para a presença de anticorpos contra Mycoplasma 
gallisepticum e Mycoplasma synoviae pela técnicas de soroaglutinação 
rápida em placa (SAR) e detecção direta pela PCR em tempo real (rPCR). 
Das amostras colhidas dos pombos, 7,5% (15/200) foram reativas no teste 
sorológico, sendo 4,5% (9/200) positivas para a detecção 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 
detecção 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 
importância do pombo comum como portador de M. gallisepticum.  
 
Palavras-chave: aves sinantrópicas, micoplasmose, rPCR, sorologia.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CHAPTER 3: Mycoplasma gallisepticum AND M. synoviaeIN 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. galliisepticum 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. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
 

As micoplasmoses são enfermidades causadas por Mycoplasma, 

agentes bacterianos amplamente distribuídos entre os seres vivos e que 

podem causar enfermidades de caráter agudo ou crônico (LUTTRELL & 

FISCHER, 2007).  
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Para a avicultura comercial, Mycoplasma gallisepticum é a espécie 

de maior importância econômica, seguida de M. synoviae, M. iowae e M. 

meleagridis. A micoplasmose gera significativas perdas econômicas 

atribuídas à queda na produção e na qualidade dos ovos, má 

eclodibilidade, queda na eficiência alimentar, altas taxas de mortalidade e 

condenação de carcaças, além de altos custos das medicações. No Brasil, 

estima-se que anualmente 30 mil toneladas de carne de frango são 

perdidas na fase final de produção, por problemas respiratórios, o que leva 

a um prejuízo de cerca de 30 milhões de dólares (NASCIMENTO & 

PEREIRA, 2009).  

Mycoplasma pode ser transmitido horizontalmente de ave para ave 

por meio de aerossóis, por contato direto com outras aves ou contato 

indireto por pessoas, animais, ração, água e fômites e ainda verticalmente, 

pela via transovariana. As variadas formas de transmissão do agente 

dificultam sua erradicação e implicam na adoção de medidas de controle 

constantes, onerosas e nem sempre efetivas (PEREIRA & SILVA, 2005).  

O Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

instituiu através da Portaria Ministerial n°193 de 19 de setembro de 1994, o 

Programa Nacional de Sanidade Avícola (PNSA) com o objetivo de garantir 

a qualidade dos produtos de origem avícola sanitariamente controlados. 

Este programa prevê normas de controle e/ou erradicação da 

micoplasmose e outras enfermidades que causam impacto para a 

avicultura (BRASIL, 1994). 

 Entre outras medidas, o Programa preconiza o monitoramento nos 

planteis de reprodução para a certificação de núcleos e granjas avícolas 

para a micoplasmose aviária. Seu agente perpetua-se na natureza 

infectando aves domésticas e de vida livre, notadamente na ausência de 

manifestação clínica, e dissemina-se na população de aves (BERCHIERI 

JÚNIOR, 2009). 

De acordo com WILLIAMS et al. (2002), a detecção de Mycoplasma 

nos animais silvestres é crescente e muitas dos relatos são associados  à 

enfermidades clínicas. A detecção de micoplasmas em aves silvestres já é 

relatada desde a década de 1950, quando foi reportado o isolamento de 

Mycoplasma spp. do saco aéreo de um periquito acometido por doença 
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respiratória (ADLER, 1957). Desde então, devido ao grande impacto da 

enfermidade para a avicultura comercial, aves de vida livre foram 

apontadas como possíveis transmissoras da enfermidade em planteis 

comerciais avícolas. Os estudos relativos a essa doença para aves 

comerciais tem sido amplamente desenvolvidos, no entanto, aves de vida 

livre, que são possíveis elos da cadeia epidemiológica, são pouco 

estudadas (MACWHIRTER, 2010), sendo que a preocupação com a 

importância clínica deste agente nessas populações é recente e está 

relacionada principalmente aos impactos ecológicos causados pelo 

patógeno nessas populações aviárias (DORRESTEIN, 2010).  

Desde a descoberta dos microrganismos da classe dos Mollicutes, 

várias foram as técnicas de diagnóstico propostas (PAKPYNIO et al, 

2006).Visto suas particularidades, estes microrganismos são dificilmente 

cultivados por bacteriologia convencional, portanto, são necessários outros 

métodos para a detecção do agente. Os métodos de detecção indireta, tais 

como a Sorologia Rapida em Placa (SAR) é usada com sucesso como 

método de triagem, no entanto, existem alguns inconvenientes, tais como 

reações cruzadas, que limitam o seu uso (NASCIMENTO & PEREIRA, 

2009). Para a confirmação da presença de Mycoplasma, técnicas 

molculares vem sendo propostas e usadas com sucesso. As análises pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR) desenvolvidas para ampliar DNA 

de vários micoplasmas, têm tido grande impacto no diagnóstico 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 importância destas aves como possíveis reservatórios dos 

agentes ou também pelo possível acometimento destes animais por este 

microrganismo que pode levar a um impacto ecológico nas populações de 

vida livre, se propôs este estudo visando analisar a presença de M. 

gallisepticum e M. synoviae em pombos e urubus provenientes de áreas 

próximas a explorações comerciais avícolas da região metropolitana de 

Goiânia, uma vez que tais agentes são de difícil controle na cadeia 

produtiva avícola. Também, o estudo objetivou a análise do método de 
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diagnóstico pela rPCR para a detecção destes agentes na população 

destas duas espécies aviárias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Local 

O experimento foi desenvolvido no Núcleo Experimental de Doenças 

de Aves e no laboratório de Biologia Molecular do Departamento de 

Medicina Veterinária da Escola de Veterinária e Zootecnia (EVZ) da 

Universidade Federal de Goiás (UFG) e no Centro de Triagem de Animais 

Silvestres de Goiás (CETAS/GO).  
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Animais e coleta das amostras 

 

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

cabeça preta (Coragyps atratus).  Os pombos foram capturados com o 

apoio da equipe do Centro de Zoonoses da cidade de Aparecida de 

Goiânia. As aves foram capturadas de forma aleatória de regiões em um 

raio de até 50 km de empresas avícolas. 

Na captura foram utilizadas cinco armadilhas de aço galvanizado 

modelo Argentina ( ebei  an a  rade  o ,  td ), de 1,00 m3. Estas 

armadilhas foram instaladas pela manhã 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 

utilização de equipamentos de proteção individual adequados: luvas, 

óculos de acrílico com proteção lateral, máscaras semi-faciais com filtro de 

proteção P3 e acondicionados em gaiolas de trasporte, em veículo de 

carroceria aberta até o laboratório, semanalmente. 

 Após a captura, as aves eram levadas ao Núcleo Experimental de 

Doenças de Aves, onde eram colhidas amostras de sangue para a 

obtenção do soro, posteriormente os pombos eram eutanasiados e era 

colhida uma porção de aproximadamente três 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 necessária. 

Dos animais recebidos pelo CETAS, eram coletadas amostras de sangue 

por punção da veia ulnar ou metatársica e suabes traqueais através da 

fricção da parede da mucosa traqueal. As amostras eram acondicionadas 

em caixas isotérmicas e transportadas imediatamente para o laboratório. 

Este estudo foi realizado após licença obtida junto ao Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis - IBAMA 

(Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade - ICMBio e 

Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade - SISBIO), 

http://portuguese.alibaba.com/gs-suppliers_hbpanfa
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protocolo Nº 25795-1 e aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Goiás, protocolo 

080/11. 

 

Metodologia da sorologia para Mycoplasma spp. 
 

A detecção dos anticorpos anti-Mycoplasma synoviae e anti-

Mycoplasma gallisepticum ,realizada nas amostras do soro recém colhidas, 

foi feita pelo método de Soroaglutinação Rápida em Placa (SAR) 

empregando-se kit comercial (Synovitest® e Myco-Galli Teste®, Biovet, 

São Paulo).  Para a análise 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 μ  de soro e 50 μ  de antígeno. Em 

seguida, o conteúdo foi homogenizado em movimentos circulares por 

aproximadamente cinco segundos. Após dois minutos, foi feita a leitura, se 

observando a formação ou não de grumos. A amostra foi considerada 

positiva quando houve a formação de grumos característicos de forma 

uniforme. 

 
Metodologia PCR em Tempo Real 
 
 

Antes de se iniciar o procedimento de extraçãodo DNA, os 

fragmentos de traqueia e os suabes traqueais colhidos dos animais 

capturados foram colocados individualmente em tubos de polipropileno em 

que foi adicionado 1ml de água milli-Q e posteriormente agitado em vórtex 

por 30 segundos. 

A extração do DNA das amostras foi realizada de acordo com o 

proposto por LAUERMAN (1998). Foram adicionados 400 μ  de água milli-

Qem 600 μ  da amostra contida em tubo de polipropileno de 1,5mL livre de 

DNA e RNA (Axygen), o material foi agitado em vórtex por 60 segundos. 

Posteriormente, o tubo foi levado em placa aquecedora a 100 ºC por 20 

segundos e após este período foi incubado em gelo e mantido no 

refrigerador por 20 minutos. Após o descanso da amostra em ambiente 

refrigerado procedeu-se centrifugação a 15.000 RPM por cinco minutos. O 
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material foi então aliquotado e armazenado a - 20ºC em refrigerador para 

posterior utilização. 

Os eluatos obtidos a partir das amostras extraídas foram utilizados 

para realização de rPCR utilizando-se sistema TaqMan®. O volume 

adotado foi de 20 µL utilizando-se 4,6 µL de água milli-Q, 10µL de Master 

mix (1x), 2 µL de mix de IPC (10x), 0,4 µL de 50x IPC DNA, e 1 µL  da 

mistura de oligonucleotídeos iniciadores e sonda alvo (0,3µLde cada 

oligonucleotídeo iniciador na concentração de 30mM e 0,4 µL na 

concentração de 10mM da sonda alvo), acrescentando-se 2 µL de DNA. 

Como controle negativo em um dos poços da placa de 96 poços foi 

utilizado o reagente bloqueador de IPC (negative control blocked IPC, 

Life®).  A amplificação foi realizada em termociclador StepOne Plus 

(Applied Biosystems, Roche Molecular Systems, Foster City, EUA)  com as 

seguintes condições: pré PCR a 60ºC por 30 segundos seguida de 95ºC 

por 10 minutos, 40 ciclos a 95ºC por 15 segundos (desnaturação) e 60ºC 

por um minuto e 60ºC por 30 segundos para extensão (SPRYNGIN et al, 

2010). 

Para detecção de Mycoplasma spp. foi utilizada uma reação duplex 

comos oligonucleotídeos iniciadores mgc2-F 5’- 

GCTGGGTTGATTGTTGTTTCTT-3’  e mgc2-R 5’- 

TCTTCACGTTCTTGGATCATCAT-3’ e sonda mgc2-probe 5’-

aCTCTT(G/C)GGTTTAGGGATTGGGATTCCG-3’, para obtenção de um 

fragmento de 94 pb, para detecção de M. gallisepticum (SPRYNG et 

al.,2010). Os oligonucleotídeos iniciadores vlhA-F 5’-

CCAGGAGGTGGTACAGTTGAC-3’ e vlhA-R 5’-TTAATGCTTCTTTAA 

CT(G/A)AATCTGA-3’ e sonda vlhA-probe FAM- 5’-CTGCTAAAACAG 

AAGCTAAAAC(C/T)GCTAT-3’ ,foram empregados para a detecção de M. 

synoviaepara a obtenção de um fragemto de 102 pb (SPRYNGIN et al., 

2010).  

Foram consideradas positivas as amostras em que as curvas de 

amplificação geradas ultrapassaram a linha de corte observadas no 

programa StepOne Software v2.1 (Applied Biosystems) e apresentaram 

uma curva de dissociação semelhante ao controle positivo de cada teste 
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avaliado. O grau de confiança estabelecido para a analise da corrida foi de 

95%. 

 

Análise estatística 

 

Para interpretação dos resultados obtidos, foi feito análise da 

frequência dos dados. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESULTADOS 
 
 
 Das amostras de sangue colhidas dos pombos, 7,5% (15/200) foram 

reagentes no teste de Soroaglutinação 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 (Tabela1). 

Das amostras colhidas dos urubus, nenhuma foi positiva para a 

detecção pela rPCR e pela SAR. 

 

Tabela 1: Resultados obtidos nos dois testes diagnósticos aos quais as amostras biológicas 

colhidas de pombos e urubus foram submetidas.  

             Sorologia (SAR) 

M. gallisepticum     M. synoviae 

rPCR 

M. gallisepticumM. synoviae 

Pombos 4,5% (9/200) 3% (6/200) 2,5% (5/200) 0 

Urubus 0 0 0 0 

 

  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DISCUSSÃO 

 

Das 200 amostras de soro obtidas de pombos, 4,5% (9/200) foram 

positivas para a detecção 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 populações é pouco documentado uma vez que o interesse por 

pesquisas destes agentes nas populações aviárias não comerciais é 

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 confimatória rPCR. Vários elementos 

podem ter influenciado no resultado na técnica sorológica, entre eles o fato 

de que a sorologia pesquisa apenas a presença do anticorpo contra o 

determinado agente, já no método de rPCR a pesquisa é 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 interferências no momento da coleta. 

A análise laboratorial sorológica para a detecção de anticorpos anti- 

Mycoplasma são, de modo geral, testes que podem ser realizados em um 

curto período de tempo, seja o teste de SAR, como o usado no presente 

estudo, ou mesmo outros testes, como inibição de hemaglutinação ou teste 

de imunoensaio (ELISA) (KLEVEN, 1998). No entanto, foi constatado que 

testes sorológicos possuem alguns inconvenientes, entre eles, o fato de 

que a seroconversão ocorre após a infecção, sendo que um mínimo de 

uma semana após a infecção é necessária antes que anticorpos sejam 

detectados pela técnica de SAR. Para a detecção por inibição de 

hemaglutinação, três semanas são necessárias (GEORGIADES et al., 

2001). Além disso, foi relatado por alguns autores reações não específicas 

causadas por reações cruzadas com outros patógenos e ainda, 

sensibilidade relativamente baixa de alguns testes sorológicos (KLEVEN et 

al., 1996; KEMPF et al., 1997).  

A baixa especificidade da SAR é responsável pela falta de 

segurança no diagnóstico final das micoplasmoses, principalmente quando 

é empregada isoladamente (MENDONÇA et al., 2003). Falsos positivos 

podem ser atribuídos à presença de globulinas ou algum outro componente 

do soro no meio de crescimento usado na cultura de micoplasma para 

produção de antígeno para o teste SAR em placas. Deve ser considerado 

ainda que há variabilidade entre as partidas dos antígenos e entre os 
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procedimentos dos testes, além de haver possibilidade de reação positiva 

em soros contaminados, como destacado por BUCHALA, (2003) e 

MENDONÇA et al. (2003).  Por isso, o teste de SAR é recomendado como 

teste de triagem, e deve ser sempre associado à outro método laboratorial. 

Não deve também ser excluída a possibilidade de ter ocorrido uma 

reação cruzada com anticorpos que foram produzidos por contato com 

outras espécies de Mycoplasmaque possam contaminar essa espécie 

aviária (LORIA et al., 2005; HARLIN & WADE, 2009). De acordo com 

KLEVEN (2003), três espécies de Mycoplasma foram isoladas de pombos 

domésticos, que aparentemente são específicas para esse grupo aviário: 

M. columborale, M. columbinum e M. columbinasale, que foram isolados de 

suabe de traqueia de pombos clinicamente normais e também de animais 

que apresentavam doença respiratória. Portanto, a possível presença 

destes agentes pode levar a reações cruzadas no teste de SAR. 

FERREIRA (2012) realizou pesquisa sorológica pelo método de SAR 

em amostras de pombos no estado de São Paulo, obtendo 3,3% das aves 

positivas para M. synoviae e 2,5% positivas para M. gallisepticum. Como 

prova confirmatória neste estudo utilizou-se a técnica de inibição da 

hemaglutinação, obtendo-se resultados negativos para todas as amostras. 

Os resultados obtidos foram similares aos de FERREIRA (2012), no 

entanto, houve maior proporção de M. gallisepticum (4,5%) em relação a 

M. synoviae (3%), assim como as amostras positivas para M. synoviae à 

sorologia foram negativas no teste confirmatório de rPCR, o que pode 

levantar a hipótese de ter ocorrido alguma reação cruzada na SAR, que 

levou ao resultado falso positivo. 

TSAI & LEE (2006) realizaram estudo sorológico 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 são aves da espécie Columba livia, assim como os pombos comuns 

aqui analisados, no entanto, são aves mantidas como pet em ambientes 

com disponibilidade de água, 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 biológico para a análise 

pela rPCR das duas espécies aviárias 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 detecção de Mycoplasma 

realizado por BARROS (2011) não se constatou diferença estatística 

significativa entre os resultados obtidos na análise dos diferentes materiais 

biológicos, portanto, o diferente tipo de material biológico não justificaria a 

menor ocorrencia deste agente nas amostras colhidas dos urubus.  

Outros trabalhos brasileiros já buscaram informações acerca de 

informações sanitárias em aves de vida livre e sua importância como 

transmissoras de agentes infecciosos para aves de produção (SOUSA et 

al, 2010; HURTADO et al. 2011;FERREIRA, 2012). Em pesquisa em que 

se utilizaram também técnicas moleculares para a detecção de 

Mycoplasma, HURTADO et al (2011) não detectaram o agente em 

nenhuma amostra pesquisada, resultado diferente ao encontrado no 

presente estudo e denota a importância de maiores estudos acerca da 

importância epidemiológica destas aves para a manutenção da 

Micoplasmose no ambiente de produção.  

A detecção 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). Características biológicas 

deste agente trazem muitas dificuldades no seu diagnósticos direto, 

principalmente relativas à fragilidade deste microrganismo fora do 

hospedeiro. Com o uso de métodos moleculares, não existe a necessidade 

de um microrganismo viável para que ocorra a detecção do mesmo, fato 

que possibilita um melhor uso destas técnicas em relação aos métodos de 

cultivo bacteriano. No presente estudo, apesardo método estatístico 

empregado indicar que não houve concordância entre as duas técnicas 

usadas, os resultados positivos detectados pela rPCR para a detecção 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 combinação das duas técnicas, devendo as 

mesmas serem usadas em conjunto, de forma a auxiliar ao diagnóstico 

desta enfermidade.  

Estudos indicam que os pombos são suscetíveis a esse 

microrganismo, e podem manter o estado de portador, como ocorre com os 

frango. Assim, postulam-se que tenham importância na transmissão do 

agente mecânicamente, pois mesmo após serem infectados, eles só 

excretam o agente por um pequeno período (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 

patógeno só foi detectado das amostras obtidas dos frangos. Já 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 clínica. 

Sinais respiratórios brandos e soroconversão foram detectados em frangos 

de corte, e o isolamento do agente foi realizado de amostras da traqueia e 

de sacos aéreos. No entanto, os pombos e os pardais, não apresentaram 

sintomatologia clínica e nem sorologia positiva para detecção anticorpos 

contra este agente. O isolamento foi possível até o sétimo dia após a 

inoculação, nas duas espécies.  

LORIA et al. (2005) descreveram caso clínico em que pombos 

(Columba livia) de uma criação que apresentavam sintomatologia 

respiratória com lesão ocular, e tiveram suspeita clínica de micoplasmose. 

No diagnostico laboratorial, M. columborale, foi o agente encontrado.  Além 

disso, foi confirmado anegatividade da ocorrência de M. gallisepticum. 

Estes resultados apontam para a importância do desenvolvimento de 

pesquisas com relação à patogenicidade de amostras comumente 

encontradas em pombos para aves de produção, pois cepas de M. 

gallisepticum foram documentadas como causadoras de doença clínica em 

várias espécies aviárias, inclusive com hipóteses de mutação genética 
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adaptativa (PILLAI et al., 2003; CHERRY et al., 2006). Contudo, não é 

improvável que cepas diferentes provenientes de aves de vida livre possam 

vir a causar doenças em aves comerciais. 

Nas amostras obtidas dos urubus, os resultados, na SAR e no rPCR 

foram negativos para a detecção de anticorpos e dos agentes M. 

galisepticum e M. synoviae. Entretanto, outras espécies de Mycoplasma já 

foram detectadas em urubus. Em trabalho conduzido por RUDER et al., 

(2009) foi identificada a espécie M. corogypsi como agente responsável 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;ERDÈLYI, et al., 1999;LIERZ et al., 2000; OAKS et al., 2004). Mesmo 

assim, a importância da micoplasmose para a saúde de urubus não esta 

bem documentada. Dada a ausência de sinais clínicos na maior parte dos 

casos, foi sugerido  que micoplasmas em aves necrófagas ocorrem na 

maior parte das vezes como comensais e em pequena frequência de forma 

patogênica (LIERZ et al., 2008).  

Deve-se ressaltar que não existem trabalhos suficientes sobre a 

importância de urubus na cadeia epidemiológica de micoplasmoses de 

importância para a produção aviária. Diante deste fato, mesmo a condição 

negativa observada neste estudo justifica a pesquisa realizada para estes 

agentes, cujos resultados obtidos reforçam a hipótese do urubu de cabeça 

preta não se constituir em um possível carreador destes agentes. 

Além da importância econômica da micoplasmose em aves 

domésticas, a micoplasmose também vem mostrando grande importância 

ecológica na população de aves de vida livre. No ano de 1994 e 1995, nos 

Estados Unidos, foi descrita uma epizootia de conjuntivite em tentilhões 

que foi associada à infecção por M. gallisepticum que se disseminou no 

leste e oeste do País (DHONDT, et al, 1998; DUCKWORTH et al., 2003; 

LEY et al, 2006). Estima-se que no surto documentado, cerca de dez 

milhões de tentilhões tenham morrido (NOLAN et al, 1998). Existem 

evidências de que o M. gallisepticum se tornou endêmico na população de 

tentilhões da região leste, embora a prevalência da enfermidade tenha 
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diminuído, sugerindo que houve uma adaptação da bactéria em relação ao 

hospedeiro (LEY et al, 2006).  

Após a detecção de M. gallissepticum nos tentilhões foi sugerido que 

as agregações de aves em comedouros coletivos seja uma causa 

importante da epidemia de conjuntivite por Mycoplasmaspp, pois as aves 

doentes podem depositar gotículas com patógenos nos comedouros e, 

então, promover a transmissão do agente de forma indireta (HARTUP et 

al., 2004). Pombos domésticos habitam ambientes abertos, juntamente 

com outras espécies aviárias de vida livre. O intimo contato entre estes 

animais pode determinar em risco sanitário para as outras aves silvestres.  

Portanto, a constante vigilância deste agente quanto à sua 

distribuição no meio ambiente é uma necessidade para que se evite a 

dispersão de micoplasmas entre os ecossistemas. Além disso, o estudo 

dos métodos de diagnóstico já usados em aves de produção para uso em 

aves silvestre viabiliza pesquisas da dispersão deste agente, podendo ser 

um importante instrumento no controle da micoplasmose.  

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CONCLUSÕES 
 
 
 Os pombos domésticos são portadores e possíveis disseminadores 

de Mycoplasma gallisepticumna região metropolitana de Goiânia. 
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 Os urubus não representaram risco evidente para a veiculação de 

Mycoplasma gallisepticum ou M. synoviae na região metropolitana de 

Goiânia. 
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CAPITULO 4 – DETECÇÃO DE GENES DE VIRULÊNCIA DE 
ESCHERICHIA COLI E PERFIL DE RESISTÊNCIA DOS ISOLADOS DE 
AVES SINANTRÓPICAS 
 
RESUMO: O presente trabalho objetivou a detecção de Escherichia coli em 
fezes de aves sinantrópicas e determinar o estado de carreador de E. coli 
patogênica para aves (APEC) e fenótipos de resistência 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 virulência 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 resistência à antibióticos 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 + ácido clavulânico 51,68% (92/178) de resistência 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 + ácido clavulânico 
63,26% (63,26%) de resistência. Os resultados sugerem que pombos e 
urubus são reservatórios de cepas patogênicas de E. coli e apontam ainda 
a possibilidade destas aves constituírem em suporte de transferência de 
fenótipos de E.coli resistentes aos antimicrobianos. 
 
Palavras chave: APEC, antibióticos, 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 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
INTRODUÇÃO 
 
 
 A produção avícola nacional vem sendo responsável por grande 

parte dos ganhos econômicos do Brasil. O País ocupa hoje a terceira 

posição como produtor de frangos de corte e é o maior exportador deste 

produto, fornecendo-o para 142 países (BRASIL, 2011). Os cuidados com 

a qualidade devem ser essenciais para a obtenção de um bom produto 

final. O controle sanitário na avicultura industrial é realizado através de 

rigorosas medidas de biossegurança (GONÇALVES, 2005). 

 A intensa multiplicação de animais sinantrópicos em áreas 

urbanizadas, assim também como em áreas de produção animal, vem 

trazendo grande preocupação sanitária (NUNES, 2003). Dentre as aves de 
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comportamento sinantrópico, as mais comumente encontradas são os 

pombos domésticos (Columba livia) e urubus de cabeça preta (Coragyps 

atratus). Estas aves são consideradas um grave problema ambiental de 

grande importância sanitária, por serem potenciais veiculadores de 

doenças para humanos e animais (SICK, 2001; YORIO & GIACCARDI, 

2002; DEL HOYO et al., 2003; SANTIAGO, 2006). 

 Dentre os agentes possivelmente transmitidos por aves 

sinantrópicas de importância para avicultura está Escherichia coli 

patogênica para aves. E. coli é uma bactéria Gram negativa, encontrada na 

microbiota comensal do trato intestinal das aves e de outros animais, sendo 

amplamente distribuída na natureza (HOLT et al., 1994). Por muito tempo, 

não foi considerada importante na patogenia das infecções aviárias, no 

entanto, ao longo dos anos, este microrganismo se mostrou importante na 

sanidade desses animais, fazendo-se necessária a diferenciação entre as 

amostras patogênicas e não patogênicas (SCHREMMER et al., 1999; 

HIRSH, 2004).  

Atualmente, E. coli é considerado o agente patogênico de maior 

importância para a produção comercial avícola em todo o mundo 

(GUASTALLI, 2010) sendo estabelecida como um grande problema da 

avicultura industrial moderna, devido aos prejuízos econômicos causados 

(FERREIRA & KNOBL, 2000). 

As linhagens patogênicas de E. coli são divididas de acordo com o 

quadroclínico apresentado pelos indivíduos afetados e com os mecanismos 

de patogenicidade. Para estas aves, a linhagem de importância econômica 

é E. coli patogênica para aves (APEC) (BRITO, 2000). Apresentam 

mecanismos de virulência considerados multifatoriais. Os mais 

frequentemente relacionados são os mecanismos de resistência sérica 

(iss), de adesão (pap e fela), presença de aerobactina (iuc), produção de 

colicina (cva), flagelos antígenos capsulares (kps) e hemaglutinina 

temperatura-sensível (tsh) (LA RAGIONE & WOODWARD, 2002; ROCHA 

et al., 2002; EWERS et al., 2004). 

 A microbiota de aves de vida livre não é bem documentada, no 

entanto a descrição dos genes de virulência em E. coli não patogênica, 

assim como do meio ambiente pode ser usada para indicar o potencial 
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risco que linhagens patogênicas sejam carreadas por essas aves (IKUNO 

et al, 2008).  

Além da problemática descrita, cepas de E. colipodem apresentar  

resistência bacteriana e serem introduzidos na cadeia produtiva. Tal 

condição constitui em um grave problema do mundo moderno, já que limita 

a utilização de drogas antimicrobianas em casos de surtos (GUASTALLI, 

2010). Plasmídeos de resistência podem ser transmitidos de cepas de 

diferentes espécies animais, o que pode agravar ainda mais esse problema 

ambiental (IKUNO et al., 2008). No entanto, são escassas as informações 

sobre resistência bacteriana em isolados de animais de vida livre 

(GILLIVER et al., 1999).  

Com a proximidade das aves de vida livre que possuem hábitos 

sinantrópicos com as áreas de produção animal, além da grande 

mobilidade destes animais, é importante buscar informações sanitárias, 

assim como seu possível papel na epidemiologia das enfermidades. 

Também, o uso indiscriminado de antimicrobianos na avicultura comercial 

tem levado ao desenvolvimento de resistência nesse ramo. O 

reconhecimento da patogenicidade de isolados, bem como o perfil de 

sensibilidade às drogas antimicrobianas pode diminuir o uso de drogas de 

largo espectro para o tratamento dos animais, o que auxilia na diminuição 

de E. coli resistentes nas aves e no seu ambiente.  

 Portanto, objetivou-se com o presente trabalho averiguar a 

presença de linhagens patogênicas de Escherichia coli de importância para 

a produção aviária (APEC) em pombos e urubus, bem como determinar o 

perfil de resistência dos isolados encontrados nestes animais.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

 
Local 

O experimento foi desenvolvido no Núcleo Experimental de Doenças 

de Aves e nos Laboratórios de Bacteriologia e Biologia Molecular do 

Departamento de Medicina Veterinária da Escola de Veterinária e 

Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goiás (UFG) e no Centro de 

Triagem de Animais Silvestres de Goiás (CETAS/GO).  

 

Animais e coleta das amostras 

 

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

cabeça preta (Coragyps atratus). 
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Os pombos foram capturados, de forma aleatória, com o apoio da 

equipe do centro de zoonoses da cidade de Aparecida de Goiânia, na 

região metropolitana de Goiânia, em um raio de até 50 km de empresas 

avícolas.  

Na captura foram utilizadas cinco armadilhas de aço galvanizado 

modelo argentina, de 1,00 m3. Estas armadilhas foram instaladas pela 

manhã permanecendo abertas durante todo o dia, sendo vistoriadas várias 

vezes ao dia para retirada das aves capturadas e reabastecimento dos 

comedouros e bebedouros. 

Os pombos foram retirados manualmente das armadilhas, com a 

utilização de equipamento de proteção individual adequados: luvas, óculos 

de acrílico com proteção lateral, máscaras semi-faciais com filtro de 

proteção P3, e acondicionados em gaiolas de transporte. 

Após a captura, as aves eram levadas ao Núcleo Experimental de 

doenças de aves, onde eram eutanasiadas e colhidas amostras de 

conteúdo 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 necessária. 

Para a coleta das excretas, as aves eram transferidas para uma gaiola 

forrada, com papel alumínio, onde permaneceram por aproximadamente 

uma hora. Após esse tempo, cerca de um grama de excretas era colhido e 

imediatamente acondicionadas em recipiente esterilizado contendo 2 mL 

de água peptonada a 0,1% e imediatamente transportadas ao laboratório 

em embalagem isotérmica, tipo isopor com gelo reciclável, onde foram 

processadas. 

Esse estudo foi realizado com uma licença obtida pelo Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis - IBAMA 

(Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade - ICMBio e 

Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade - SISBIO), 

protocolo No.25795-1 e aprovado pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Goiás, protocolo 

080/11. 
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Pesquisa de Escherichia coli 

 

No laboratório, o conteúdo dos recipientes foi fracionado em duas 

alíquotas aproximadamente iguais. Uma das frações foi inoculada em caldo 

selenito cistina e outra caldo cérebro coração (BHI) os quais foram 

incubados a 37 0C por 18 - 24h. 

Em sequência, alíquotas dos caldos foram estriadas para os ágares 

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 três unidades formadoras de colônias com características 

morfológicas similares para tubos contendo o ágar tríplice açúcar ferro 

(TSI) e incubados a 37 0C por 24h.  

Após esse período, de acordo com as características de crescimento 

bacteriano no TSI, procedeu-se a seleção de três tubos com características 

similares e determinou-se o perfil fenotípico por meio dos seguintes testes: 

produção de urease, de indol, de H2S, prova do vermelho de metila, prova 

de motilidade, utilização de glicose, lactose, citrato de Simmons, do 

malonato. As amostras positivas foram submetidas a teste de sensibilidade 

aos antibióticos e quimioterápicos (NATIONAL COMITTEE FOR CLINICAL 

LABORATORY STANDARDS - NCCL, 2002).  

Os isolados foram estocados em caldo BHI com glicerol a 15% e 

mantidos a -20ºC para posterior extração do DNA bacteriano e realização 

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

 

Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos 
 
 

  Após o isolamento das E. coli, as amostras foram submetidas ao 

teste de sensibilidade frente aos seguintes antibióticos: sulfametazina, 

enrofloxacina (5µg), tetraciclina (30µg), sulfonamida (300µg), ciprofloxacino 

(10mcg), amoxicilina + ácido clavulânico (3mcg), ampicilina (10µg), ceftiofur 

(30µg), gentamicina(10µg), oxitetraciclina(30µg), neomicina (30µg), 

doxaciclina(30mcg), apramicina (15µg).  

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

formadoras de colonia com caracteristicas morfológicas semelhantes para 5 
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mL de caldo Casoy. Incubou-se o caldo inoculado até atingir a turvação de 

0,5 na escala MacFarland. Então um suabe foi umedecido no caldo, 

pressionando contra as paredes do tubo para remover o excesso e 

esfregado em várias direções sobre a superfície da placa de petri contendo o 

ágar Mueller-Hinton, até obter uma camada uniforme e homogenea do 

inóculo. Aguardava-se em torno de 15 minutos para ocorrer a difusão do 

caldo com o inóculo no ágar e então depositavam-se os discos de 

antimicrobianos sobre a superfície inoculada com o auxílio de uma pinça. 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 posição invertida por 18 

horas a temperatura de 35-37ºC. Após esse período, procedia-se a leitura 

dos halos de inibição com o auxilio de uma régua e os resultados eram 

interpretados de acordo com uma tabela (tabela padrão interpretativo zona-

halos de inibição recomendados pelo Cefar-diagnósticos) considerando a 

concentração do disco. 

 

 

 

 

Extração do DNA para PCR 

 

Para extração do DNA, 1mL da suspensão da cultura bacteriana em 

caldo BHI por 24h a 37ºC foi coletado e centrifugado por cinco minutos 

a13634,4g. O sobrenadante  oi descartado, e 800μ  de água miliQ  oram 

adicionados. Após homogeneização, as amostras foram submetidas a uma 

nova centrifugação nas mesmas condições mencionadas anteriormente. O 

sobrenadante foi descartado, e 80μ  de água miliQ  oi adicionada. Após 

essa etapa, as amostras foram submetidas à temperatura de 96ºC por 10 

minutos. O sobrenadante foi removido e mantido congelado em tubos de 

polipropileno a -20ºC até o momento da análise (SILVA et al., 2011). 

Para realização da PCR foi estabelecido o volume de 50µL para o 

mix de reação, composto por 35,75 µL de água milli-Q (DNase/RNase-Free 

Distilled Water – Invitrogen), 5 µL de Tampão para PCR 10X (PCR buffer 
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10x Invitrogen), 2,0 µL de Cloreto de Magnésio (MgCl2) 50 mM (Invitrogen); 

1µL de dNTP 10 mM (Amersham Biosciences); 0,5 µl (10 pM) do iniciador 

sense, 0, 5 µL (10 pM) do iniciador anti-sense, 0,25 µl de Taq 5 U/µL 

(Invitrogen) e 5 µL do eluato de DNA genômico da amostra em todas as 

reações realizadas(SILVA et al., 2011). 

Para as reações dos diferentes genes de virulência foram 

empregados pares de oligonucleotídeos para “iuc” segundo YAMAMO O et 

al., (1995), “iss” segundo  ORNE et al., (2000), “pap  ” segundo JANSEN 

et al. (2001) e “tsh” segundo MAURER et al. (1998). As sequências estão 

disponibilizadas no Quadro 1. 

 

Quadro1. Iniciadores selecionados para a amplificação de genes de virulência de E. coli 

 
 

O processo de amplificação foi realizado em termociclador 

(Mastercycler Personal, Eppdendorf) programado para um ciclo inicial (hot 

sart) de 94 oC por dois min., seguido de 35 ciclos repetidos de 94 oC por 30 

seg., temperatura de anelamento (Ta) por 30 seg. e 72 oC por 1 min. A 

programação era finalizada com 2 min. a 72 oC para maximizar o processo 

de extensão. 

Como controles positivos para as reações da PCR, foram utilizados 

amostras de DNA genômico de referência para E. coli cedida pela 

professora Drª Terezinha Knöbl do Laboratório de Ornitopatologia  da 

Universidade de São Paulo. 

 

 

As amostras foram: 

Gene 
alvo Sequências 

 
Autor 

Tamanho 
do 
amplicon 

Iuc 5´-TAC CGG ATT GTC ATA TGC AGA CCG T-3´ 
5´-AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G-3´ 

YAMAMOTO et 
al., 1995 

602pb 

Iss 5´-GTG GCG AAA ACT AGT AAA ACA GC-3´ 
5´-CGC CTC GGG GTG GAT AA-3´ 

HORNE et al., 
2000 

750pb 

papC 5´-TGA TAT CAC GCA GTC AGT AGC-3´ 
5´-CCG GCC ATA TTC ACA TAA C-3´ 

JANSEN et al., 
2001 

501pb 

Tsh 5´-GGG AAA TGA CCT GAA TGC TGG-3´ 
5´-CCG CTC ATC AGT CAG TAC CAC-3´ 

MAURER et al., 
1998 

400pb 
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- EC T27 - Sorogrupo O78, positiva para os genes papEF, crl,tsh, neuS, iss 
e iucD 
 
- EC T33 - Sorogrupo O8, positiva para os genes fim BH, papEF, crl, neuS, 
iss e iucD 
 
- EC T14 - Sorogrupo O2, positiva para os genes crl, csgA, tsh, neuS, iss e 
iucD 
 
- EC T36 - Sorogrupo O143, 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 
 

 
Análise estatística 

 

Para interpretação dos resultados obtidos, foi feito análise da 

frequência dos dados. 
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RESULTADOS 

 
 Detectou-se E. coli em 89% (178/200) das 200 amostras de 

conteúdo intestinal de pombos e em 81,6% (49/60) detectadas das 60 

amostras de excretas colhidas de urubus. 

 

 Na PCR para a detecção dos genes de virulência 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 distribuição 

dos resultados estão dispostos no Quadro 2. 

 

 

             

Figura 1:Eletroforese referente ao ensaio de PCR com o par de primers: 

CPF/CPR. Para detecção 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.   

 

 

 

 

 

1 3 4 5 8 9 16 6 7 10 11 12 13 14 15 2 
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Figura 2:Eletroforese referente ao ensaio de PCR com o par de primers: 

CPF/CPR. Para detecção 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 amplificação de genes de virulência 

de E. coli 

 Iuc, tsh, iss, 

PapC 

iss e iuc tsh e iss Negativos 

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 

virulência 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 associação de genes tsh e iuc. Em uma das 

amostras isoladas dos pombos e em uma das amostras isoladas dos 

urubus foi detectada a associação 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 os genes pesquisados. 

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

amostras isoladas de fezes de pombos, se obteve: sulfametazina 68,53% 

1 2 3 4 7 8 15 5 6 9 10 11 12 13 14 
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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 (µg) 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 + ácido clavulânico 51,68% 

(92/178) de resistência. 

 

 

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

 

 Nos isolados das excretas dos urubus, na determinação 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 + ácido clavulânico 63,26% (63,26%) de resistência.  
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Figura 3. Percentual de sensibilidade e resistência de amostras de 
Escherichia. coli isoladas de urubus frente aos diversos 
antimicrobianos 
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DISCUSSÃO 

 

 A identificação de genes de virulência de E. coli em animais 

próximos à produção animal é de grande importância para se verificar o 

risco que este contato representa para os animais de produção.  

Deve se considerar que novas combinações emergentes são 

possíveis e a identificação de genes de virulência de E. coli não patogênica 

pode ser usada como indicador do risco potencial que tais reservatórios de 

linhagens patogênicas representam e para identificar surtos de E. coli 

patogênicas em aves de interesse comercial (IKUNO et al.,2006). 

Os genes de virulência 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 não foi 

detectado. Além disso, cinco tipos de associações entre estes genes foram 

detectadas. Mesmo com esse resultado, a detecção dos genes de 

virulência não necessariamente determinam que essas amostras são 

patogênicas. Muitas vezes, a associação destes genes é o que determina a 

maior ou menor patogenicidade das amostras. Por outro lado, alguns 

genes de virulência parecem ser detectados apenas em animais 

clinicamente acometidos, o que sugere que estão 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 

embriões. No estudo os autores relataram que as cepas que apresentavam 

mais de dois fatores de virulência causavam maiores danos ao embrião, 

até mesmo quando eram isoladas de aves sadias. 

A maioria das cepas de APEC é responsável por doenças 

extraintestinais, muitas vezes acometendo o sistema respiratório, com o 

foco inicial da infecção no epitélio traqueal (VIDOTTO et al. 1997). No 

entanto, as amostras deE. colino presente estudo foram isoladas do 

conteúdo intestinal dos pombos e excretas de urubus, o que pode ter 

diminuído a frequência de amostras patogênicas entre os isolados. 

Na detecção 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 sideróforo 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 hemáceas) 

agem como um mecanismo para a aquisição de ferro em meios com baixa 

concentração deste íon (SUSSMAN, 1997). A capacidade do patógeno 

invadir e se multiplicar é 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 glicoproteínas. A bactéria, por suavez, possui 

sistemas especiais que capta o ferro via sideróforos. Genes que codificam 

proteínas envolvidas na aquisição de ferro foram encontrados com alta 

frequência em linhagens de APEC (GOPHNA et al., 2001; JANBEN et al., 

2001), e em plasmídeos que também codificam a resistência a certos 

antimicrobianos (VIDOTTO et al., 1991; GOES et al.,1993). 

DHO-MOULIM & FAIRBROTHER (1999) relataram uma maior 

possibilidade de cepas patogênicas possuírem e expressarem o sistema 

aerobactina-aquisição de ferro, apesar de cepas não patogênicas também 

poderem ter esse gene codificador de aerobactina, porém com menor 

frequência. Em psitacídeos clinicamente acometidos, SAIDENBERG (2008) 

observou uma ocorrência de 12% do gene nos isolados de aves 

clinicamente acometidas, embora se tratarem de espécies aviárias 

diferentes, afrequência foi semelhante ao encontrado nos pombos 

aparentemente saudáveis.  

 Para a detecção do gene de virulência 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 produção de uma proteína auto-

transportadora que parece ter similaridade a uma subclasse da família de 

proteases do tipo IgA, estando envolvida em mecanismos de aderência ao 

trato respiratório de aves de produção (DOZOIST et al., 2000). Estudos 

mostraram que o gene tsh se encontra com maior frequência em casos de 

maior letalidade (DOZOIST et al., 2000; JANSSEN et al., 2001). Estudo em 

aves de produção com sintomatologia respiratória detectou um percentual 

de 55,7% do gene tsh nas amostras isoladas, o que denota a importância 

deste gene para a patogenicidade das amostras. Em pesquisa em 

psitacídeos, SAIDENBERG (2008) relatou a presença do gene em 8,6% 
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em aves clinicamente acometidas, no entanto em aves assintomáticas o 

gene foi detectado em apenas 1% das amostras, o que denota sua 

importância 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 função do gene iss está relacionada à 

resistência sérica em casos de APEC (MELLATA et al., 2003). A presença 

do gene iss por si não é o suficiente para se identificar o patotipo APEC, já 

que esses genes podem ser encontrados em aves assintomáticas 

(SILVEIRA et al. 1994; FANTINATTI et al. 1994), no entanto, este gene 

pode ser considerado um marcador de virulência, já que comparado a 

outros fatores, o gene iss é citado como o mais frequente em cepas de 

aves clinicamente acometidas (GIBBS et al. 2003, SAIDENBERG, 2008; 

ROCHA et al. 2008). Em trabalhos comparativos entre aves sintomáticas e 

assintomáticas, a presença do gene iss nas aves com manifestações 

relacionadas à colibacilose o gene iss é mais prevalente (NOLAN et al. 

2002; MCPEAKE et al. 2005). Esse gene aumenta a resistência das cepas 

aos efeitos líticos do soro, e além disso, pode aumentar a resistência 

destas cepas à diversos antibióticos (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 fígado. 

Em trabalho conduzido por ROCHA et al (2008) também em aves de 

produção com acometimento respiratório, o gene iss foi detectado em 

73,8% das amostras, o que mostra a importância deste gene para a 

patogenicidade da cepa. Em psitacídeos clinicamente acometidos, 

SAIDENBERG (2008) relatou o gene iss como o mais detectado entre os 

genes de APEC pesquisados em aves clinicamente acometidas, cerca de 

51,7% em aves sintomáticas e 23,2% foi detectado em aves 

assintomáticas. Em trabalhos com aves assintomáticas, ABREU et al. 

(2010) relataram a presença 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 órgãos 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 à 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 saudáveis no momento da captura, o 

que pode justificar a baixa porcentagem relativa com os resultados dos 

outros autores.  

Uma menor frequência entre os genes de virulência pesquisados foi 

percebido na detecção 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 virulência se relaciona com a fímbria P, que 

proporciona a capacidade de aderir a órgãos internos (JANSSEN et al., 

2001). Alguns trabalhos correlacionam a presença do gene papC e doença 

clínica 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 

detecção de papC. Em trabalho com psitacídeos com colibacilose, este 

gene estava em 30% das amostras isoladas (KNOBL et al., 2008). Ainda 

em psitacídeos, SAIDENBERG (2008) identificou o gene papC em 3,4%, 

sendo detectada apenas em aves sintomáticas. Em aves de produção 

foram detectados por ROCHA et al. (2008) 24,3% deste gene em aves com 

sintomatologia clínica respiratória. Os estudos citados sugerem que o gene 

papC é um importante marcador da patogenicidade da amostras, as 

amostras do presente estudo foram isoladas de conteúdo intestinal e as 

amostras de APEC acometem na maioria dos casos de forma 

extraintestinal, o que pode justificar a baixa detecção desse gene. 

 Poucos são os estudos que relacionam os genes de virulência 

expressos na APEC em pombos domésticos, no entanto, estudos destas 

aves para a detecção dos genes de virulência de E.coli de interesse 

zooonóticos são mais frequentemente encontrados. Pesquisas apontaram 

que pombos são importantes para a veiculação de genes de virulência 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., 



93 

 

2009) e E. Coli enteropatogenica (EPEC) (KOBAYASHI et al., 2002; SILVA 

et al.,2009; SANCHES & KNOBL, 2012). 

 Além da determinação dos genes de virulência citados, foi realizada 

a determinação do perfil de resistência dos isolados.Estudos recentes 

mostraram que a resistência bacteriana pode acontecer também em E. coli 

comensal de animais de vida livre que não foram submetidos a 

antibioticoterapia (CIZEK et al. 2007; DOLEJSKA et al. 2007, 2008, 2009; 

LITERAK et al. 2007).Muitas vezes a resistência de capas bacterianas 

contra antimicrobianos podem estar associadas a alguns genes de 

virulência (JOHNSON et al.,2002; YANG et al., 2004). 

Foi observado elevada frequência de resistência aos antimicrobianos 

nas duas espécies estudadas. Todas as amostras isoladas de pombos e 

urubus apresentaram resistência a ao menos um dos antibióticos testados, 

com resistência múltipla aos antibióticos na maioria dos isolados. De 

acordo com GILLIVER et al. (1999), a determinação do perfil de resistência 

a antimicrobianos é de interesse tanto para a espécie em estudo, como 

para a saúde pública. Estudos recentes apontam um aumento exponencial 

na proporção de microrganismos resistentes, mostrando que nos últimos 

anos o problema se agrava com maior velocidade, seja devido à prescrição 

excessiva de antibióticos por parte de médicos, o uso indiscriminado pelo 

público e o emprego dessas drogas para uso veterinário (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 à tetraciclinas, resultado que se 

assemelha ao encontrado no presente estudo. KIMPE et al. (2002) 

observaram 42% das amostras resistentes à ampicilina. No presente 

estudo, a resistência à ampicilina foi um pouco mais alta, mas também 

marcante como no estudo anterior. Ainda, os mesmos autores observaram 

resistência de 65% à oxitetraciclina, 33% trimetropim e 13% à 

enrofloxacina, resultados com algumas diferenças do presente estudo, no 

entanto, foi constatado pelos mesmos autores, altos níveis de resistência 

bacteriana nas amostras dos animais. 
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SILVA et al. (2009) realizaram estudo com 100 amostras de fezes de 

pombos domésticos e testaram quanto à sensibilidade à antimicrobianos. 

Das amostras testadas 62,1% foram sensíveis a todos os antimicrobianos, 

resultado que diverge com Os resultados aqui obtidos, no qual se obteve 

resistência à pelo menos dois antimicrobianos.  

RADIMERSKY et al. (2010) detectaram em pombos plasmídeos de 

resistência para estreptomicina, tetraciclina, sulfonamidas e 

ciprofloxacina.e concluíram que o pombo pode ser considerado uma 

espécie de risco quanto a dispersão do desenvolvimento de resistência 

bacteriana.  

Na Espanha, foi realizado estudo com urubus do Velho Mundo das 

espécies Gyps fulvus, Aegypius monachus e Neophron percnopterus. Foi 

encontrada uma alta concentração de resíduos antibióticos no plasma 

destes animais, notadamente nos ninhegos. Enrofloxacina e ciprofloxacina 

foram encontrados em amostras de fígado nos animais que estavam 

mortos. O estudo evidenciou uma associação direta resíduos de 

antibióticos e doença severa nessas espécies (LEMUS et al., 2008). A 

ingestão de antibióticos junto à carne de animais de produção então 

consumida por esses predadores pode levar a uma falência renal e 

hepática e, além disso, promover um grande aumento da resistência 

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 patógeno 

emergente (KUHNERT et al., 2000). Alterações na resistência ou a 

aquisição de fatores de virulência associados na E. coli comensal podem 

servir como um alerta para aparecimento de resistência em bactérias com 

potencial patogênico. 
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CONCLUSÕES 
 
 
 Pombos domésticos e urubus de cabeça preta são reservatórios de 

genes de virulência característicosde Escherichia coli patogênicas para 

aves (APEC). 

 As cepas de E. coli isoladas de pombos e urubus mostraram alto 

perfil de resistência aos antimicrobianos, podendo constituir em suporte de 

transferência de fenótipos de E.coli resistentes. 
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CAPÍTULO 5 -CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
  Dados epidemiologicos indicam que os animais de vida livre são 

potenciais transmissores, diretos ou indiretos, de agentes infecciosos ao 

homem e aos animais domésticos e de cativeiro. A aproximação dos 

animais de vida livre a hospedeiros incomuns ao seu hábitat contribui para 

o aumento de microrganismos capazes de causar doenças novas ou pouco 

frequentes em humanos e outros animais. O estudo dos animais 

sinantrópicos é de grande interesse na medicina veterinária principalmente 

quando são considerados reservatórios de patógenos. Infecções 

transmitidas por animais sinantrópicos ao homem e animais domésticos 

são de grande importância a saúde pública e também na agropecuária. 

Neste estudo foi observado que pombos domésticos e urubus de 

cabeça preta podem excretar cepas de Escherichia coli potencialmente 

patogênicas para aves, assim como possivelmente transferir genes de 

resistência a antimicrobianos para humanos e outros animais. Constatou-

se que pombos atuam como reservatórios de Salmonella enterica do 

sorotipo Typhimurium, Swazergrund e Enteritidis, de Mycoplasma 

gallisepticum , o que pode representar um importante problema para a 

avicultura comercial. A eliminação contínua 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 conseqüências 

sanitárias. 

Muitas são as suposições e preconceitos quando tratamos de aves 

sinantrópicas. Urubus são animais por muito tempo estigmatizados, no 

entanto, possuem um papel ecológico muito importante e hoje com o 

declínio de algumas populações orientais, se levantou a preocupação 

quanto à preservação destes animais. O presente estudo revelou que estes 

animais podem não ser importantes na cadeia epidemiológica de muitas 

das enfermidades em que supostamente participariam. 

Os pombos domésticos são animais que são considerados, inclusive 

pela legislação brasileira, como uma praga urbana. É 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 

populações de pombos domésticos em parques, escolas, asilos, granjas, 

empresas de ensacamento de grãos entre outros ambientes, em busca 

desse alimento, além de água e abrigo. Trata-se de um animal de dificil 

controle e que estudos vem confirmando cada vez mais sua participação 

na cadeia epidemiologica de várias enfermidades, se estabelecendo em 

uma preocupação sanitária por potencial de transmissibilidade de agentes 

para o homem, para outras aves e animais. No presente estudo, percebeu-

se a importância desta espécie aviária na cadeia epidemiológica de todos 

os agentes analisados, condição de potencial impacto para a avicultura 

comercial. 

Outro ponto importante na prevenção destes agentes se trata da 

prevenção da contaminação ambiental. Cada vez mais se comprova a 

relação entre a contaminação ambiental com a veiculação de agentes 

patogênicos por aves de vida livre. A contaminação das águas e 

destinação inadequada de lixo leva a uma situação cada vez mais 

preocupante, visto que populações animais se contaminam com estes 

agentes, veiculando agentes infecciosos mesmo sem doença clínica. Com 

isso, sem o controle da contaminação do meio ambiente, dificilmente 

haverá um controle efetivo do agente na região. Medidas de destinação 

adequada de dejetos e resíduos devem fazer parte dos planos de manejo 

das criações avícolas. 

O uso de telas e outras barreiras físicas, correta estocagem do 

alimento, destinação adequada de resíduos devem fazer parte da rotina do 

produtor avícola, com o fim de manter as aves comerciais o mais distante 

possível das aves e outros animais sinantrópicos. A vigilância 

epidemiológica e medidas debiossegurançaque envolvem aves de vida 

livre que têm contato com aviários comerciais e domésticos devem ser uma 

preocupação sanitária constante, pela possibilidade da transmissão destas 

enfermidades nas granjas. 

Por final, pouco se sabe sobre o real papel de aves sinantrópicas 

para a saúde humana, animal e ambiental ainda não foi bem estabelecido. 

Pela sua presença constante nos ambientes, são necessários mais estudos 

sobre esses animais. 
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