UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de P6s-Graduacéo em Veterinaria

Tese

Campylobacter spp., Salmonella enterica e Yersinia enterocolitica em aves
silvestres e frangos de corte

Priscila Alves Dias

Pelotas, 2015



Priscila Alves Dias

Campylobacter spp., Salmonella enterica e Yersinia enterocolitica em aves
silvestres e frangos de corte

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas, como requisito parcial a obtencédo do
titulo de Doutor em Ciéncias (area de
concentracdo: Sanidade Animal).

Orientador: Claudio Dias Timm

Coorientadora: Cecilia Calabuig

Pelotas, 2015



Lniversidade Federal de Felotas / Sisterma de Bibliotecas
Catalogacdo na Publicacio

D541cDias, Priscila Alves

Campylobacterspp., Salmonella enterica e Yersinia
enterocolitica em aves silvestres e frangos de corte /
Priscila Alves Dias ; Claudio Dias Timm, arientador ; Cecilia
Calabuig, coorientadaora. — Pelotas, 2015.

551

Tese (Doutorado)— Programa de Pos-Graduacao em
Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, 2015.

1.Patogenos. 2. Avidrios. 3. Sicalisflaveola. 4.
Chrysomus ruficapillus. 5. Zonotfrichia capensis. [ Timm,
Claudio Dias, orient.|l. Calabuig, Cecilia, coorient. 1.
Titulo.

CDD:636.5

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 101842




Priscila Alves Dias

Campylobacter spp., Salmonella enterica e Yersinia enterocolitica em aves silvestres
e frangos de corte

Tese aprovada como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias,
Programa de PoOs-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 27/02/2015

Banca examinadora:

Prof. Dr. Claudio Dias Timm (Orientador)
Doutor em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial pela Universidade Federal de Pelotas

Profa. Dra. Cecilia Calabuig
Doutor em Ecologia pela Universidade de Sevilla, Espanha

Prof. Dr. Gilberto D"Avila Vargas
Doutor em Zootecnia pela Universidade Federal de Pelotas

Profa. Dra. Natacha Deboni Cereser
Doutora em Medicina Veterinaria pela Universidade Estadual Paulista Jualio de
Mesquita Filho



Agradecimentos

Ao programa de PoOs-Graduagdo em Veterinaria da Universidade Federal de
Pelotas pela oportunidade de realizacdo do doutorado.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul
(FAPERGS) pela concessao da bolsa de estudos durante o periodo de realizacao do
projeto.

Ao professor Dr. Claudio Dias Timm, meu orientador desde a graduacéo,
pelos ensinamentos passados durante nossos 10 anos de trabalho e convivéncia.

A professora Dra. Cecilia Calabuig, que aceitou o desafio da coorientacéo a
distancia, se mostrando sempre disposta a ajudar e “fazer” campo.

Aos colegas, funcionarios e professores do Laboratorio de Inspecédo de
Produtos de Origem Animal (LIPOA) que, direta ou indiretamente, contribuiram para
a realizacao desse trabalho, especialmente as queridas estagiarias Charlene Cunha,
Daiane Wilsmann, Julia Heinen e Thamiris Pereira de Moraes, pela paciéncia,
dedicacao e convivéncia nesse periodo.

A minha familia, pelo amor incondicional, incentivo e apoio, sempre...

Muito obrigada!!!



Resumo

DIAS, Priscila Alves. Campylobacter spp., Salmonella enterica e Yersinia
enterocolitica em aves silvestres e frangos de corte. 2015. 55f. Tese (Doutorado
em Ciéncias) - Programa de P6s-Graduacdo em Veterinaria, Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2015.

Campylobacter jejuni, Salmonella enterica e Yersinia enterocolitica estdo entre os
micro-organismos mais comumente associados a toxinfec¢cdes alimentares
envolvendo o consumo de produtos de origem animal. As aves tém sido
identificadas como reservatérios, atuando como possiveis propagadoras desses
micro-organismos. Neste contexto, o trabalho teve como objetivo verificar a
ocorréncia de Campylobacter spp., Y. enterocolitica e S. enterica em frangos de
corte e em aves silvestres, identificar as espécies de aves silvestres presentes na
regido sul do Brasil e quais podem ser portadoras de patdgenos, pesquisar a
presenca dos genes cdtA, cdiB e cdtC nos isolados de Campylobacter e identificar
os sorotipos de Salmonella encontrados. As aves silvestres foram capturadas
préximas a lavouras de arroz e aviarios com redes de neblina e soltas apds a coleta.
Amostras de fezes, 200 de frangos e 214 de aves silvestres de varias espécies,
foram coletadas diretamente da cloaca com uso de zaragatoas e processadas para
pesquisa de Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterocolitica. Campylobacter spp.
foi isolado de Chrysomus ruficapillus (Garibaldi) e Zonotrichia capensis (Tico-tico), e
Salmonella isolada de Sicalis flaveola (Canario-da-terra). De frangos foram isolados
Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterololitica. Os mesmos micro-organismos
foram isolados de fezes de frangos e aves silvestres capturadas no entorno dos
mesmos aviarios, sugerindo que ocorra uma contaminacdo mutua entre os dois
grupos de animais.

Palavras-chave: patdgenos; aviarios; Sicalis flaveola; Chrysomus ruficapillus;
Zonotrichia capensis



Abstract

DIAS, Priscila Alves. Campylobacter spp., Salmonella enterica and Yersinia
enterocolitica in wild birds and broilers. 2015. 55f. Theses (Doctor degree in
Sciences) - Programa de Pds-Graduacdo em Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2015.

Campylobacter jejuni, Salmonella enterica and Yersinia enterocolitica are among the
most commonly microorganisms associated with food intoxication involving the
consumption of animal products. The birds have been identified as reservoirs, acting
like possible propagators of these microorganisms. In this context, the study aimed to
verify the occurrence of Campylobacter spp., Y. enterocolitica and S. enterica in
broilers and wild birds, identify the species of wild birds present in south Brazil and
which may harbor pathogens, search the presence of genes cdtA, cdtB and cdtC in
isolated Campylobacter and identify serotypes Salmonella found. Wild birds were
captured near rice fields and aviaries with mist nets and released after collection.
Faeces samples, 200 of broilers and 214 of wild birds, were collected directly from
the cloaca using swabs and processed for Campylobacter spp., S. enterica and Y.
enterocolitica research. Campylobacter spp. was isolated from Chrysomus
ruficapillus (Garibaldi) and Zonotrichia capensis (Tico-tico), and Salmonella isolated
from Sicalis flaveola (Canario-da-terra). Campylobacter spp., S. enterica and Y.
enterololitica were isolated from broilers. The same microorganisms were isolated
from broilers and wild birds faeces captured in the vicinity of the same aviaries,
suggesting a mutual contamination between the two groups of animals.

Keywords: pathogens; aviaries; Sicalis flaveola; Chrysomus ruficapillus; Zonotrichia
capensis
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1 Introducéo

O Brasil € o terceiro produtor mundial de carne de frango, com producado de
12.645 milhdes de toneladas em 2012, sendo 3.918 mil toneladas destinadas para
exportacdo. O consumo anual per capita de carne de frango pelos brasileiros é de
45 kg, de acordo com dados publicados pela Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA, 2015). O desenvolvimento e a tecnificacdo da producédo e
industrializacdo de produtos de origem animal, principalmente no setor avicola,
resultaram em melhorias das condi¢fes higiénico-sanitarias. Porém, apesar dos
avancos, ainda sdo observados surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos
(DTA) de origem avicola (NADVORNY et al, 2004). A carne de frango é um 0timo
substrato para o0 desenvolvimento de micro-organismos capazes de causar
toxinfeccbes alimentares, como Salmonella, Campylobacter e Yersinia. Segundo o
centro de vigilancia epidemiolégica dos EUA, Centers for Disease Crontrol and
Prevention (CDC), € estimado que 48 milhdes de DTA ocorram a cada ano. Entre as
zoonoses bacterianas mais notificadas estdo salmonelose e campylobacteriose,
seguidas por yersiniose (CDC, 2014). Em 2014 nos EUA, um surto de Salmonella
acometeu 363 pessoas que mantinham contato direto com frangos em producéao.
Em outro caso, S. Heidelberg foi isolada de carne de frango mecanicamente
separada (CDC, 2015). No Brasil, foram notificados ao Ministério da Saude 8.663
casos de surtos de DTA entre 2000 e 2011 e Salmonella foi o principal agente
etiolégico identificado (BRASIL, 2011).

Com a finalidade de melhorar a qualidade dos produtos avicolas destinados
aos mercados nacional e internacional, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento instituiu o Programa Nacional de Sanidade Avicola (PNSA), que
constitui uma importante ferramenta de vigilancia, controle e erradicacdo das
principais doencas aviarias que possuem impacto na saude publica (BRASIL, 1994).
A monitoria de Salmonella € uma necessidade da industria avicola brasileira. A
Instrucdo Normativa n°78 (BRASIL, 2003) define as Normas Técnicas para Controle

e Certificacdo de Nucleos e Estabelecimentos Avicolas como Livres de Salmonella
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Gallinarum e Salmonella Pullorum e Livres ou Controlados para Salmonella
Enteritidis e para Salmonella Typhimurium. Porém, o Campylobacter ndo faz parte
das doencas monitoradas pelos 6rgdos brasileiros de defesa sanitaria, pois este
micro-organismo é essencialmente ndo patogénico para as aves (GERMANO &
GERMANO, 2003), nao representando um problema para os sistemas de producao
avicola. Entretanto, pelo seu potencial zoonético e participacdo das aves no ciclo
epidemiol6égico merece maior atencdo por parte dos érgaos de defesa sanitaria. Os
frangos podem ser portadores de Campylobacter em seus tratos intestinais, sendo
0s seus produtos o principal alimento veiculador desta bactéria para humanos. No
Brasil, as porcentagens de contaminacdo em fezes de frango podem chegar a
96,6% (CHAVES et al, 2010). Embora Yersinia também cause problemas a saude
publica, assim como Campylobacter, ndo ha programas de controle e monitoramento
para bactérias desse género em frangos de corte.

Salmonella enterica subespécie enterica € uma bactéria da familia
Enterobacteriaceae que, em aves, pode causar trés doencas distintas: pulorose
(sorotipo Pullorum), tifo aviario (sorotipo Gallinarum) e paratifo aviario (causado
pelos demais sorotipos que nao sejam o0s anteriores). De aproximadamente 2.600
sorotipos conhecidos de S. enterica subsp. enterica, cerca de 90 sdo comums em
casos de infeccbes em humanos e em animais (LUTFUL KABIR, 2010). As
enfermidades ocasionadas por Salmonella e veiculadas por alimentos sé&o
consideradas um dos mais graves problemas de saude publica (CARDOSO &
CARVALHO, 2006). Os trabalhadores das granjas podem carrear Salmonella de
uma unidade para outra por meio de roupas, calcados e maos contaminadas,
infectando as aves em producdo (WRAY et al, 1998). Marin et al (2011) isolaram
Salmonella em 19,7% de 61 suabes de botas de trabalhadores de granjas na
Espanha. No Brasil, estudos verificaram a presenca de Salmonella em carcacas de
frangos e em seus subprodutos. Hall et al (2009) coletaram 50 amostras de carne de
frango crua em nove estabelecimentos comerciais de Botucatu-SP e 8% das
amostras estavam contaminadas com Salmonella. Borsoi et al (2010) isolaram
Salmonella em 12,2% de 180 carcacas de frango coletadas no Rio Grande do Sul.
Também no RS, Tejada et al (2013) isolaram Salmonella de fezes de frango (4/200)
e produtos de frango (8/200), em 40 aviarios.

Campylobacter desempenha um papel notavel no contexto de doencas

humanas provocadas pelo consumo de alimentos contaminados, sendo as principais
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espécies envolvidas C. jejuni e C.coli (TEE et al, 1987). Estas espécies séo
componentes da microbiota intestinal de animais domeésticos e silvestres,
disseminam-se pelo meio ambiente e contaminam a agua, as pastagens e as
culturas vegetais (HUNT et al, 2001). As aves sdo portadoras assintoméaticas,
podendo excretar 10%a 10® células de Campylobacter spp. por grama de fezes
(FRANCHIN et al, 2005). A contaminacdo da carcaca e das visceras pode ocorrer
por meio de manipulacdo e operacdes de abate sem a observacdo de praticas
higiénicas (CARVALHO & COSTA, 1996). Os processos de escaldagem,
depenagem e resfriamento tém sido apontados como os pontos de maior risco de
contaminacao (MADALOZZO et al, 2007).

O género Yersinia compreende bactérias Gram-negativas, anaerébias
facultativas, resistentes ao congelamento, mas sensiveis ao calor (BOTTONE et al,
2005). Este grupo compreende 12 espécies, mas apenas trés sao de importancia
médica: Y. pestis, Y. pseudotuberculosis e Y. enterocolitica, sendo a ultima mais
prevalente em humanos (MERHEJ et al, 2008). Y. enterocolitica é transmitida ao
homem através da agua e alimentos e costuma causar uma sindrome gastroentérica
(SULAKVELIDZE, 2000).

A producédo segura de carne de frango envolve o controle sanitario de todos
0s segmentos do sistema produtivo. O monitoramento destes agentes € complexo,
pois envolve diversas fontes potenciais de contaminacdo, como incubatério,
ambiente de producdo, abatedouro, animais silvestres e domésticos, falhas na
biosseguridade, manejo, instalaces e alimentos (MOREIRA et al, 2008).

Nos ultimos anos, tem-se investigado a participacdo das aves silvestres na
cadeia epidemioldgica de enfermidades com potencial zoonético (SILVA, 2004). As
aves silvestres, especialmente aquaticas e migratorias, sdo consideradas portadoras
e/ou reservatorios de diversos patdgenos, podendo desempenhar importante papel
como disseminadores. Elas podem se infectar pela ingestdo de presas doentes ou
por contaminacédo oral-fecal (TIZARD, 2004) e também podem disseminar bactérias
através de suas patas (WRAY et al, 1998). Gopee et al (2000) analisaram 435
amostras de soros de aves aquaticas, aves de rapina e psitacideos, e identificaram
3% delas como positivas para Salmonella spp.. C. jejuni e C. coli foram isolados de
bovinos de leite que se alimentavam em comedouros com livre acesso de aves
silvestres (WESLEY et al, 2000), sugerindo que estas podem ter transmitido a

bactéria aos bovinos apds contaminarem os comedouros onde a alimentacdo era
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fornecida. Porém, a maioria dos relatos disponiveis refere-se a aves silvestres
oriundas de cativeiros e trafico animal. Normalmente, apos a apreensdo, 0os animais
acabam permanecendo em nucleos de reabilitacdo ou centros de triagem, onde sao
submetidos a diversos exames de avaliacdo, gerando dados de interesse
epidemiologico (GONCALVES et al, 2013; MOURA et al, 2012; SANTOS et al,
2010).

A contaminacdo dos produtos de frango por patdogenos capazes de causar DTA
em humanos através do seu consumo pode ter origem nos aviarios. Portanto,
considerando a hip6tese de que as aves silvestres podem contaminar os frangos em
producéo e ser contaminadas por estes, esse estudo teve como objetivo geral
relacionar isolados de Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterocolitica obtidos de
frangos e de aves silvestres capturadas no entorno dos aviarios. Os objetivos
especificos foram verificar e relacionar quais espécies de aves silvestres circulam na
regido e podem albergar Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterocolitica,
identificar os genes cdt nos isolados de Campylobacter e verificar quais sorotipos de

Salmonella encontrados.



2 Artigos
2.1 Artigo 1

Primeiro relato de Salmonella enterica e Campylobacter spp. isolados de
Garibaldi (Chrysomus ruficapillus) e Canario-da-terra (Sicalis flaveola) de vida
livre
Priscila Alves Dias, Daiane Elisa Wilsmann, Jalia Grin Heinen, Carine Dahl
Corsini, Cecilia Calabuig, Claudio Dias Timm
Submetido a Revista do Instituto Adolfo Lutz
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Garibaldi (Chrysomus ruficapillus) e Canario-da-terra (Sicalis flaveola) de
vida livre

The first report of Salmonella enterica and Campylobacter spp. isolated from
Garibaldi (Chrysomus ruficapillus) and Canario-da-terra (Sicalis flaveola) living
wild

Priscila Alves DIAS'*, Daiane Elisa WILSMANN?, Julia Griin HEINEN?, Carine Dahl
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3Universidade Federal Rural do Semi-Arido, UFERSA

“Autor para correspondéncia: Priscila Alves Dias

E-mail: dias.alvespri@gmail.com Fone: (53)99118046
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RESUMO

Algumas espécies de aves silvestres tém sido identificadas como reservatérios de
Campylobacter e  Salmonella, atuando como  propagadoras desses  micro-
organismos,entretanto, no Brasil, ndo h& estudo sobre o papel das aves silvestres na
transmissdo desses patdgenos. O trabalho teve como objetivo verificar a presenca desses
patdgenos em aves silvestres que alimentam-se em lavouras orizicolas. Foram capturados com
redes de neblina23 Garibaldis (Chrysomus ruficapillus), uma Rolinha-picui (Columbina picui)
e um Canario-da-terra (Sicalis flaveola). Amostras de fezes foram coletadas com uso de
zaragatoas eprocessadas para pesquisa de Campylobacter spp. eSalmonella enterica. Oito

(32%) amostras de fezes de C. ruficapillus foram positivas para Campylobacter e seis (24%),
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cinco de C. ruficapillus e uma de S. flaveola, para Salmonella. O estudo demonstrou que C.
ruficapillus e S. flaveola sdo reservatorios de Campylobacter e Salmonella, e podem,
consequentemente, ser potenciais disseminadores destes patdgenos. Este é o primeiro registro

de isolamento de Campylobacter e Salmonella de C. ruficapillus e S. flaveola silvestres.

Palavras-chaves. aves silvestres, orizicultura, Salmonella, Campylobacter

ABSTRACT

Some species of wild birds have been identified as reservoirs of Campylobacter and
Salmonella, acting as disseminators of these microorganisms, however, in Brazil, there is no
study on the role of wild birds in the transmission of these pathogens. The study aimed to
verify the presence of these pathogens in wild birds that feed on rice pads. Were captured with
mist nets 23 Garibaldis (Chrysomus ruficapillus), one rolinha-picui (Columbina picui) and
one Canario-da-terra (Sicalis flaveola). Stool samples were collected using swabs and
processed to search for Campylobacter spp. and Salmonella enterica. Eight (32%) fecal
samples taken from C. ruficapillus were positive to Campylobacter and six (24%) were
positive to Salmonella enterica; five (20%) taken from C. ruficapillus samples and one (4%)
taken from S. flaveola were positive to Salmonella enterica, showing that two bird species are
reservatory and potentially spread these microorganisms. The study demonstrated that C.
ruficapillus and S. flaveola are reservoirs of Campylobacter and Salmonella, therefore can be
potential transmitters of these pathogens. This is the first report of isolation of Campylobacter
and Salmonella from C. ruficapillus and S. flaveola living wild.

Keywords. wild birds, rice crops, Salmonella, Campylobacter

INTRODUCAO

Campylobacter e Salmonella sdo importantes patdégenos envolvidos em surtos de
doencas de origem alimentar, transmitidos principalmente por produtos avicolas.

Campylobacter € essencialmente apatogénico para as aves, tornando-as potenciais
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transmissoras deste patégeno’. A maior parte das campylobacterioses humanas provém de
alimentos contaminados, poréem outras vias de infec¢Oes ainda devem ser estudadas. Bacterias
do género Salmonella tém sido isoladas de diversos alimentos e responsabilizadas por surtos
de doencas transmitidas por alimentos (DTA) em humanos®. No Brasil, Salmonella foi o
principal agente etioldgico identificado em 8.663 casos de surtos de DTA notificados ao
Ministério da Satide entre 2000 e 20113,

As aves silvestres sdo consideradas reservatérios de Campylobacter e Salmonella e,
devido a sua grande mobilidade, podem atuar como propagadoras de micro-organismos
patogénicos para aves domésticas utilizadas para consumo humano, através da contaminacéo
direta ou de alimentos e 4gua*®. Os humanos est&o expostos a fezes contaminadas de animais
domésticos e silvestres durante atividades ao ar livre, como caminhadas, acampamentos e
piqueniques. Também pode ocorrer contaminagdo indireta via fomites, como sapatos e
roupas’.

As lavouras de arroz da regido sul do Brasil criaram um sistema de areas Uumidas
sazonais de estrutura e dinamica previsiveis, das quais algumas especies de aves se
beneficiaram, explorando os recursos existentes nesses banhados artificiais’. Estas aves estao
em contato muito proximo com os seres humanos e podem contaminar com suas fezes as
aguadas e os silos de armazenamento de gréos de arroz. Além disso, os animais domesticos
em contato com fezes de aves contaminadas podem passar a albergar os patdgenos e veicula-
los para 0s humanos.

Em animais de producdo o estudo sobre micro-organismos patogénicos é bastante
difundido, pois apresentam impacto sobre a economia, porém a microbiota de aves silvestres
tem sido pouco estudada, hd poucos trabalhos sobre a ocorréncia de bactérias de importancia
em saude publica, particularmente no Brasil, sendo a maioria realizados com animais

oriundos do trafico e/ou cativeiro. Considerando a escassez de informagdes quanto a
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ocorréncia de micro-organismos patogénicos nas aves silvestres, ou seja, de vida livre, que
utilizam as lavouras orizicolas para descanso, alimentacdo e/ou reproducéo, o trabalho teve
como objetivo verificar a presenca de Samonella e Campylobacter nessas aves.

MATERIAL E METODOS

Foram capturadas 25 pequenas aves silvestres préximo a lavouras de arroz na regiao
sul do Rio Grande do Sul. Para a captura das aves, foram utilizadas quatro redes de neblina de
12 metros. As aves foram identificadas em género e espécie de acordo com o Comité
Brasileiro de Registros Ornitoldgicos (CBRO)®,

Foram coletadas amostras de fezes da regido da cloaca com o uso de zaragatoas
estéreis, as quais foram mantidas em meio de transporte Cary Blair (Himedia, Mumbai,
india), acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e imediatamente encaminhadas ao
laboratdrio. Apos a coleta, as aves foram soltas.

Para o isolamento de Campylobacter, o material das zaragatoas foi diretamente
semeado na superficie de agar Columbia Blood Agar Base (Acumedia, Lansing, Michigan). A
incubacdo foi feita a 42°C por 48 horas em atmosfera de microaerofilia. O meio foi
adicionado de 0,4% (m/v) de carvdo ativado, 5% (m/v) de suplemento antioxidante FBP
(Piruvato de sodio, Bissulfato de sodio, Sulfato de ferro)®e 1% (m/v) de mistura de
antibioticos Campilofar® (Vancomicina 2,9 mg; Anfotericina B 5,8 mg; Cefalotina 4,35 mg;
Polimixina B 725Ul; Trimetoprim 1,45 mg; Cefar Diagndstica LTDA, Sao Paulo, Brasil) para
inibir o desenvolvimento da microbiota acompanhante. A atmosfera de microaerofilia foi
gerada através de uma modificacdo sugerida por Filgueiras & Hofer'® da técnica de
passivacdo do cobre descrita por Attebery & Finegold*'. Adaptada proporcionalmente a uma
jarra de 2,5 L, esta técnica consiste em triturar 2,8 g de Sonrisal (Sanofi-Winthrop

Farmacéutica), colocar em uma base de placa de Petri e, sobre este, colocar 7,1 g de palha de
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aco (Bombril®) embebida em solucdo acidulada de sulfato de cobre. Com este preparo,
obtém-se uma concentracéo final de 85% N, 10% CO, e 5% O,.

As colonias tipicas, com brilho d’4dgua e espraiadas, foram coradas pela técnica de
coloracdo de Gram e observadas em microscépio 6tico. Os isolados com morfologia de
bastonetes delgados, em forma de S ou de asa de gaivota foram testados quanto a producao
das enzimas catalase e oxidase.

Para pesquisa de Salmonella, as zaragatoas foram colocadas em tubos de ensaio com
10 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT, Acumedia). O material foi incubado para pré-
enriquecimento e demais procedimentos para pesquisa de Salmonella, conforme recomendado
por U.S. Food and Drug Administration — FDA™.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Rio Grande e a captura das aves silvestres foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBIo).

RESULTADOS

Foram capturadas 23 aves da espécie Chrysomus ruficapillus, uma Columbina picui e
uma Sicalis flaveola. Oito (32%) amostras de fezes de C. ruficapillus foram positivas para
Campylobacter e seis (24%), cinco de C. ruficapillus e uma de S. flaveola, para Salmonella.
Duas aves da espécie C. ruficapillus albergavam ambos os micro-organismos.

DISCUSSAO

Gongcalves et al.*?

isolaram Salmonella de 1,7% (2/117) das aves silvestres estudadas.
Embora os autores tenham estudado também animais de vida livre, apenas dois papagaios
(Amazona aestiva), pertencentes a ordem Psittaciforme, provenientes de cativeiro (tréafico

1.1 também

animal), foram positivos para a bactéria. Em estudo semelhante, Lopes et a
isolaram Salmonella (3/182) em Psittaciformes. Santos et al.™ caracterizando a microbiota

cloacal de 51 aves de espécies diferentes da familia Cracidae, cativos no RS, ndo encontrou
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Campylobacter e Salmonella. Em nosso estudo aves positivas pertenciam a ordem
Passeriforme e encontravam-se livres na natureza, sendo este o primeiro registro de
isolamento de Campylobacter e Salmonella de C. ruficapillus e S. flaveola silvestres.

As aves presentes em arrozais do sul do Rio Grande do Sul compreendem uma parcela
da avifauna registrada em areas Umidas da regido. Muitas das espécies mais frequentes e
abundantes aparentemente se ajustaram ao cultivo do arroz em funcdo de caracteristicas
idiossincraticas resultantes de adaptacbes para o forrageio em é&reas Umidas rasas e
esparsamente vegetadas, explorando eficientemente o cultivo e chegando em alguns casos,
como o C. ruficapillus, a serem considerados pragas agricolas’. O grande nimero dessas aves
nestes ambientes agricolas, onde toneladas de alimentos séo produzidos e estocados, contando
com presenca permanente de pessoas envolvidas com a atividade, faz com que o contato
direto e indireto entre aves e humanos seja bastante intenso.

As aves, ao se alimentarem nas lavouras, defecam sobre as plantas e os gréos que
serdo colhidos e utilizados na alimentacdo humana. Os silos, locais onde os grdos de arroz sao
armazenados apos a colheita, podem ser contaminados durante o periodo em que sdo abertos
para serem abastecidos, quando as aves tém acesso ao seu interior, onde buscam os grdos para
se alimentarem. Animais domesticos que entrem em contato com as fezes de aves silvestres
portadoras de Campylobacter e Salmonella podem se contaminar e transmitir os patdgenos
para 0 homem e outros animais. H& ainda o risco dos trabalhadores rurais entrarem em
contato direto com as fezes contaminadas no exercicio das suas atividades.

Este estudo demonstrou que C. ruficapillus e S. flaveola podem ser reservatérios de
Campylobacter e Salmonella, e, consequentemente, ser potenciais disseminadores destes

patdgenos para o ambiente, animais domésticos, 0 homem e seus alimentos.
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Campylobacter spp., Salmonella enterica e Yersinia enterocolitica em frangos

de corte e aves silvestres capturadas no entorno de aviarios

Dias, P.A; Moraes, T.P.; Wilsmann, D.E.; Calabuig, C.; Timm, C.D.

Resumo

A contaminacao dos produtos de frango por patdgenos capazes de causar Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA) em humanos através do seu consumo pode ter
origem nos aviarios. Portanto, considerando a hip6tese de que as aves silvestres
podem contaminar os frangos em produgcdo e ser contaminadas por estes, esse
estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de Campylobacter spp., Y.
enterocolitica e S. enterica em frangos de corte e em aves silvestres capturadas no
entorno dos aviarios, estabelecendo a relacdo entre eles, pesquisar a presenca dos
genes cdtA, cdtB e cdtC nos isolados de Campylobacter e identificar os sorotipos de
Salmonella encontrados. Cento e oitenta e nove aves silvestres, de varias espécies,
foram capturadas no entorno dos aviarios com quatro redes de neblina de 12m com
malha de 30mm e esforgo de captura de 16h, tiveram amostras de fezes coletadas e
foram soltas. Duzentas amostras de fezes de frangos de corte de 10 aviarios foram
coletadas. As fezes foram obtidas diretamente da cloaca com zaragatoas estéreis e
processadas para pesquisa de Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterocolitica.
Foram isolados Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterocolitica de frangos. Duas
espécies de aves silvestres, Sicalis flaveola (Canario-da-terra) e Zonotrichia
capensis (Tico-tico), foram positivas para Salmonella e Campylobacter,
respectivamente. Todos os isolados de Campylobacter analisados apresentaram o0s
genes cdt. Em dois aviarios, Campylobacter foi isolado tanto de frangos como de
aves silvestres, sugerindo que as aves silvestres e frangos de corte contaminem-se
mutuamente com micro-organismos importantes em saude publica. Este foi o
primeiro relato de isolamento de Campylobacter em Z. capensis.

Palavras-chave: patdgenos; Zonotrichia capensis; Sicalis flaveola; genes cdt

Abstract
Contamination of chicken products by pathogens capable of causing Foodborne
Diseases in humans through consumption may originate in aviaries. Therefore,
considering the hypothesis that wild birds can infect chickens in production and be
contaminated by these, this study aimed to verify the occurrence of Campylobacter
spp., Y. enterocolitica and S. enterica in broilers and wild birds captured in the vicinity
of aviaries, establishing the relationship between them, search for the presence of
genes cdtA, cdtB and cdtC isolates of Campylobacter in and identify Salmonella
serotypes found. One hundred and eighty nine wild birds of various species were
captured in the vicinity of the aviaries with four 12m mist nets with 30mm mesh and
capture effort of 16h, had fecal samples collected and were released. Two hundred
stool samples from broilers in 10 aviaries were collected. Feces were obtained
directly from the cloaca with sterile swabs and processed for Campylobacter
research spp., S. enterica and Y. enterocolitica. Were isolated Campylobacter spp.,
S. enterica and Y. enterocolitica in broilers. Two species of wild birds, Sicalis flaveola
(Canary-the-earth) and Zonotrichia capensis (Tico-Tico) were positive for Salmonella
and Campylobacter, respectively. In all Campylobacter isolates were found the cdt
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genes. In two aviaries, Campylobacter was isolated both broilers and wild birds,
suggesting that wild birds and broilers are contaminating each other with important
microorganisms in public health. This was the first report of Campylobacter isolation
in Z. capensis.

Keywords: pathogens; Zonotrichia capensis; Sicalis flaveola; cdt genes

Introducéo

Campylobacter jejuni, Salmonella enterica e Yersinia enterocolitica estao
entre 0s micro-organismos mais comumente associados a toxinfecgdes alimentares
envolvendo o consumo produtos de origem animal (CDC, 2014). A contaminacao
desses produtos muitas vezes tem origem nos aviarios (SILVA & DUARTE, 2002).
Devido ao sistema intensivo de produc¢do, o habito coprofagico e a facilidade com
gue os patdégenos colonizam o intestino dos frangos, a disseminagcao horizontal
ocorre rapidamente dentro dos lotes. A contaminacdo pode persistir até o abate,
caso medidas higiénico-sanitarias adequadas nao sejam adotadas, contribuindo
para que os produtos de frango sejam a principal fonte de contaminacdo para o0s
humanos (CALIL et al, 2008).

A salmonelose € uma DTA comumente associada ao consumo da carne de
frango. A importancia da Salmonella em saude publica decorre da alta ocorréncia
mundial do micro-organismo em frangos de corte (D’AOUST, 2001). A prevaléncia
em carne de frango e derivados é bastante variavel, havendo trabalhos realizados
em diferentes regifes do Brasil que relatam valores de até 50% (REZENDE et al,
2005; RIBEIRO et al, 2007; SANTOS et al, 2000; SILVA et al, 2004).

Nos Estados Unidos, C. jejuni é o segundo agente mais frequentemente
associado a diarreias bacterianas, sendo superado apenas por Salmonella (CDC,
2014). Aléem da infeccdo entérica, C. jejuni pode causar a sindrome de Guillain-
Barré, uma enfermidade grave que cursa com paralisia neuromuscular aguda, cuja
ocorréncia € calculada em um para cada 1000 casos de campylobacteriose
(ALTEKRUSE et al, 1999). Prevaléncias de 24% a 60% de Campylobacter em
carcacas de frango tém sido encontradas em diferentes estados brasileiros
(AQUINO et al, 2002; MODOLO et al, 2005). Diferentemente de Salmonella,
Campylobacter é essencialmente ndo patogénico para as aves, ndo representando
um problema para os sistemas de producao avicola, o que faz com que seu controle
seja negligenciado nos aviarios (GERMANO & GERMANO, 2003).
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O género Yersinia compreende mais de 10 espécies, sendo trés delas
potencialmente patogénicas, Y. enterocolitica, Y pestis e Y pseudotuberculosis
(MERHEJ et al, 2008). O homem pode desenvolver yersiniose através do contato
direto com animais infectados, como roedores, aves, e suinos, ou pela ingestao de
agua e alimentos contaminados com a bactéria (FRANCO & LANDGRAF, 2003).
Yersinia enterocolitica, principal espécie de importadncia em alimentos, tem sido
considerada um patégeno emergente. Sua incidéncia, em alguns paises, como
agente causador de diarreia, € equivalente a de Salmonella e Campylobacter (EFSA,
2012).

De acordo com Bailey (1993), as principais fontes de contaminacdo dos
frangos por patdogenos sdo a ragcdo contaminada, a transmissdo horizontal e o
ambiente de criagdo contaminado, incluindo também roedores, insetos, aves
silvestres, animais domésticos e o homem. As aves silvestres sdo consideradas
reservatorios de Campylobacter (ROSEF et al, 1985) e Salmonella (KAPPERUD &
ROSEF, 1983) e, devido a sua alta mobilidade, podem atuar como veiculadoras
desses micro-organismos para os frangos. O acesso destes vetores ao aviario pode
contaminar a agua dos bebedouros, a racdo e a cama sobre a qual os frangos
vivem. Uma vez no ambiente de producao, os patdgenos podem ser levados com 0s
frangos nas penas, na pele, nas patas e nas fezes e, posteriormente, contaminar a
carne, durante o abate e o processamento das carcacas (HALD et al, 2004).

A ocorréncia de clones de Campylobacter em animais, alimentos e humanos
tem sido reportada em outros paises e regides (RAGIMBEAU et al, 2008; ZORMAN
et al, 2006). No Brasil, entretanto, faltam estudos que permitam conhecer a dinamica
da epidemiologia da campylobacteriose na cadeia alimentar, o que constitui a base
indispensavel para tracar planos efetivos de controle da enfermidade.

Um dos fatores de patogenicidade da bactéria, responsavel pelos sinais
clinicos em humanos, € a toxina citoletal distensiva (CDT). Essa toxina € composta
pelas subunidades protéicas cdtA, cdtB e cdtC, codificadas pelos genes cdtA, cdtB e
cdtC, respectivamente. E necessaria a expressdo dos trés genes para que a
proteina esteja na sua forma ativa e possa penetrar nas células. A subunidade cdtB
€ 0 componente téxico, que atua como uma DNase. CdtB chega até o nucleo da
célula intestinal e leva a quebra da fita dupla de DNA, provocando a morte celular.
As funcbes das porgOes cdtA e cdtC ainda ndo sao claras, mas parece serem

responsaveis pela ligacdo a receptores celulares e endocitose. Mutagdes nos genes
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cdt podem causar perda de funcdo, impedindo, desta forma, que ocorram os danos
celulares (YOUNG et al, 2007).

Com o intuito de esclarecer questdes sobre a interacdo entre as espécies de
aves silvestres e aves em producao, este trabalho teve como objetivo verificar a
ocorréncia de Campylobacter spp., Y. enterocolitica e S. enterica em frangos de
corte e em aves silvestres capturadas no entorno dos aviarios, estabelecendo a
relacéo entre eles, pesquisar a presenca dos genes cdtA, cdtB e cdtC nos isolados
de Campylobacter e identificar os sorotipos de Salmonella encontrados.

Material e Métodos
Coleta das amostras

Foram acompanhados 10 lotes de frango de diferentes aviarios da regiao sul
do Estado do Rio Grande do Sul, que trabalham com galpdes com lotacdo entre
5.200 e 5.400 frangos (10 aves/m?). De cada aviario, foram coletadas 20 amostras
de fezes de frangos um dia antes do embarque para abate e amostras de fezes de
aves silvestres capturadas proximas ao galpao durante o periodo de permanéncia
do lote. Para a coleta de fezes de aves silvestres de diferentes espécies passiveis
de captura, quatro redes de neblina de 12m com malha de 30mm foram colocadas
em locais estratégicos no entorno dos aviarios. As redes permaneceram abertas
durante 4 periodos (2 manhas e 2 tardes) de 4h, totalizando 16h, sendo revisadas
em intervalos de tempo ndo superiores a 30min. Todas as aves capturadas nas
redes tiveram amostras de fezes coletadas diretamente da cloaca com uso de
zaragatoas estéreis. ApoOs, as aves silvestres foram identificadas taxonomicamente
guanto ao género e espécie, de acordo com a Lista das Aves do Brasil, do Comité
Brasileiro de Registros Ornitologicos (CBRO, 2011), anilhadas com anilhas
fornecidas pelo CEMAVE e soltas imediatamente. As amostras de fezes foram
encaminhadas ao Laboratério de Inspecao de Produtos de Origem Animal (LIPOA)
em meio de transporte Cary Blair (Himedia, Mumbai, india), em caixas isotérmicas

com gelo.

Obtencdao dos isolados
O isolamento de Campylobacter foi realizado conforme descrito por Silva et al
(2014). As zaragatoas com as amostras de fezes foram diretamente semeadas em

superficie de Columbia Blood Agar Base (Acumedia, Lansing, Michigan) adicionado
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de 0,4% (m/v) de carvao ativado, 5% (m/v) de suplemento de solugéo redutora de
oxigénio piruvato de sodio, bissulfato de sodio, sulfato de ferro — FBP (GEORGE
etal, 1978) e 1% (m/v) de mistura de antibi6ticos Campilofar® (vancomicina 2,9mg;
anfotericina B 5,8mg; cefalotina 4,35mg; polimixina B 725UI; trimetoprim 1,45mg;
Cefar Diagnoéstica LTDA, Séo Paulo, Brasil). As placas foram incubadas a 42°C por
48 h em atmosfera de microaerofilia (85% N>, 10% CO,, 5% O,). As colbnias tipicas,
com brilho d'’agua e espraiadas, foram analisadas morfo-tintorialmente pela
coloracdo de Gram. As colénias com morfologia tipicas de bastonetes delgados, em
forma de S ou asa de gaivota foram testadas para a presenca das enzimas catalase
e oxidase. Os isolados catalase e oxidase positivas foram analisados pela PCR para
identificacdo da espécie e criopreservados em meio estoque constituido por 1mL de
soro fetal bovino (FBS, Gibco, Invitrogen), 1mL de glicerol e 8mL de caldo Muller
Hinton (Himedia, India), para serem recuperados quando necessario.

Para pesquisa de Salmonella, as zaragatoas foram colocadas em tubos de
ensaio com 10mL de Agua Peptonada Tamponada (APT, Acumedia). O material foi
incubado para pré-enriquecimento e demais procedimentos para pesquisa de
Campylobacter, conforme recomendado por U.S. Food and Drug Administration —
FDA (ANDREWS et al, 2014). A manutencéo das culturas dos isolados foi feita do
mesmo modo descrito para Salmonella.

Para pesquisa de Y. entrerocolitica foi realizada semeadura por esgotamento
em agar MacConkey (Acumedia, Lansing, Michigan, USA) com a utilizacdo da
zaragatoa previamente obtida. Apds incubacao a 37°C por 24h, trés col6nias lactose
negativas foram analisadas pela PCR para identificacdo da espécie e semeadas em
Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI, Acumedia). Apds incubacédo a 37°C por 24h,
foram misturadas com 20% de glicerol, para manutencdo de estoque a -70°C, e

recuperados em BHI a 37°C por 24h, quando necessario.

Extracdo de DNA

O DNA dos isolados suspeitos de Campylobacter e de Y. entrerocolitica
(isolados lactose negativa obtidos em agar MacConkey) foram extraidos conforme
Sambrook & Russel (2001). Resumidamente, um pellet de colénias obtido
diretamente das placas com as culturas foi ressuspendido em 100uL de tampéo
STES [Tris-HCI 0,2M, NaCl 0,5M, SDS 0,1% (m/v), EDTA 0,01M, pH 7,6]. Foram

adicionados 50uL de pérolas de vidro e 100uL de fenol/cloroformio. Apo6s



29

homogeneizagdo por 1min, a mistura foi centrifugada a 13.000g por 5min. O
sobrenadante foi coletado e precipitado em 2 volumes de etanol absoluto e 0,1
volume de NaCl 5M a -70 °C por 30min. Uma nova centrifugacao foi realizada a
13.000g por 20min, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol a
70%. Apos eluicdo em 40uL de tampéao de eluigédo (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH
7,4), foi adicionado 1uL de RNAse (10ug/pL). O DNA extraido foi estocado a -70°C.

Identificacdo da espécie de Campylobacter

O DNA dos isolados suspeitos de Campylobacter foi analisado através da
técnica da Reacdao em Cadeia da Polimerase (PCR) para identificacdo das espécies
C. jejuni e C. coli, de acordo com protocolo descrito por Harmon et al (1997). Foram
utilizados dois pares de primers (Tabela 1). O par | (pg 3 e pg 50) amplifica uma
regido altamente conservada relacionada aos genes da flagelina, tanto em C. jejuni
como em C. coli. O par Il (C-1 e C-4) amplifica uma regido especifica somente
presente em C. jejuni. Cada reagao teve um volume final de 25uL. Foram utilizados
12uL de Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 2uL (20pmol) de cada
primer, 1uL de DNA (na concentracao de 5nmol/uL) e 4uL de agua para completar o
volume da reacdo. A amplificacdo foi realizada em termociclador TC-3000 (Techne)
com 0 seguinte programa: desnaturacao inicial de 94°C por 4min, seguido de 25
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1min, anelamento a 45°C por 1min, extensao a
72°C por 1min e extensdao final a 72°C por 7min. Como controles positivos, foram
utilizadas as cepas C. jejuni ATCC33291 e C. coli CCAMP1003, gentilmente cedida
pelo setor de Campylobacter do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. A
eletroforese dos produtos da PCR corados com GelRed (Uniscience, Sdo Paulo,

Brasil) foi realizada em gel de agarose a 1,5%.

Tabela 1. Primers usados na diferenciacdo de Campylobacter jejuni e

Campylobacter coli.

Primer Seqiéncia (5’ a 3) Espécie Tamanho da amplificagéo na PCR (pb)
Pg 3 GAACTTGAACCGATTTG C. coli 460
Pg 50 ATGGGATTTCGTATTAAC C. jejuni 460
C-1 CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT C. jejuni 160

C-4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT
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Identificac&o dos genes cdt de Campylobacter

Apo6s a identificacdo da espécie, foi feita a pesquisa de genes que codificam
para fatores de viruléncia através da técnica de multiplex PCR, de acordo com
Martinez et al (2006), utilizando primers especificos para os genes cdtA, cdtB e cdtC
(Tabela 2). Para um volume final de 25uL, foram utilizados 12uL de Master Mix, 2uL
(20pmol) de cada primer e 1pL (5nmol/uL) de DNA. A amplificacdo foi realizada com
uma desnaturacéo inicial de 94°C por 5min, seguida de 30 ciclos de desnaturacao a
94°C por 1min, anelamento a 57°C por 1min, extenséo a 72°C por 1min e extensao
final a 72°C por 5min. Para andlise do produto amplificado, foi utilizada a mesma

técnica ja descrita anteriormente.

Tabela 2. Primers usados na pesquisa dos genes cdtA, cdtB e cdtC.

Primer Sequéncia (5’ a 3) Tamanho da amplificagédo na PCR (pb)
CdtA-F CTATTACTCCTATTACCCCACC 422

cdtA-R AATTTGAACCGCTGTATTGCTC

cdtB-F AGGAACTTTACCAAGAACAGCC 531

cdtB-R GGTGGAGTATAGGTTTGTTGTC

cdtC-F ACTCCTACTGGAGATTTGAAAG 339

cdtC-R CACAGCTGAAGTTGTTGTTGGC

Identificacdo de Y. enterocolitica

Foi realizada duplex PCR para identificacdo de Y. enterocolitica, conforme
Wannet et al (2001). Cada 25uL da mistura de reacdo continha os primers
especificos para o gene ail e rRNA 16S (Tabela 3) nas concentracfes de 160nM e
80nM, respectivamente; 200uM de cada nucleotideo; 0,5U de Taq DNA polimerase;
1x de tampé&o; 2uL (20ng) de DNA. A amplificacao foi realizada a 94°C durante 5min,
seguido por 36 ciclos de 94°C durante 45s, 62°C por 45s e 72°C por 45s. A extensao
final foi realizada a 72°C durante 7min. Os produtos de PCR, corados com GelRed,

foram visualizados em gel de agarose 1,5% .

Tabela 3. Primers utilizados na identificacao de Yersinia enterocolitica.

Primer Sequéncia (5’ a 3) Gene alvo Tamanho da Referéncia
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amplificagao (pb)

Al TTAATGTGTACGCTGGGAGTG ail 425 Wannet et al (2001)
A2 GGAGTATTCATATGAAGCGTC
Y1l AATACCGCATAACGTCTTCG 16S 330 Neubauer et al(2000)
Y2 CTTCTTCTGCGAGTAACGTC

Sorotipagem de Salmonella

Os isolados de Salmonella foram encaminhados ao Departamento de
Bacteriologia do Laboratério de Enterobactérias da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ, Manguinhos, Rio de Janeiro) para identificagdo dos sorotipos. A
caracterizacdo antigénica foi realizada através da determinagdo das estruturas
somaticas e flagelares, utilizando o processo de soroaglutinacao rapida (COSTA &
HOFER, 1972). Nessa etapa, foram utilizados antissoros mono e polivalentes
somaticos e flagelares produzidos pelo Laboratorio de Enterobactérias, Instituto
Oswaldo Cruz. A representacao dos sorovares obedeceu a orientacdo de Le Minor &
Popoff (1987).

Resultados e Discusséo
Foram estudados 10 aviarios, dos quais foram amostradas 189 aves

silvestres, de 32 diferentes espécies (Tabela 4) e 200 frangos.

Tabela 4. Espécies capturadas no entorno dos aviarios.

ESPECIES AVIARIOS
Nome cientifico Nome popular 1 2 3 4 5 6 8 10 TOTAL
Zonotrichia capensis tico-tico 2 3 3 5 18 3 4 1 41
Sicalis flaveola canério-da-terra 3 0 2 2 7 1 25 0 40
Columbina picui rolinha-picui 1 4 5 1 0 O 4 0 17
Furnarius rufus jodo-de-barro 2 2 5 1 0 O 1 0 14
Columbina talpacoti rolinha-roxa 5 1 1 0 0 1 0 0 9
Lanio cucullatus tico-tico-rei 0 1 0 0 0 2 3 1 8
Turdus amaurochalinus  sabia-poca 4 0 0 O O 2 0 0 8
Turdus rufiventris sabia-laranjeira 1 3 1 1 0 1 0 0 7
Agelaioides badius asa-de-telha 1 0 1 0 0 2 0 0 6
Troglodytes musculus corruira 0 1 0 O 0 4 0 1 6
Elaenia parvirostris guaracava-de-bico-curto 1 1 0 0 0 O 1 0 5
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Saltator similis trinca-ferro 0 0 0 0o 01 0 O 2 O 3
Molothrus bonariensis vira-bosta 1 0 0 0 1 0 O O OO 2
Pipraeidea bonariensis sanhago-papa-laranja 0 0 1.1 0 O O O O0O 2
Parula pitiayumi mariquita 0 1 0 0 0 O O 1 0O 2
Passer domesticus pardal 0 0 0 0 OO 1 100 2
Pitangus sulphuratus bem-te-vi 0O 0 0 11 0 O O O0UO 2
Camptostoma obsoletum risadinha 0O 0 0 O 0O OO 010 1
Chiroxiphia caudata tangara 0 0 0 0 O1 0 O0OO0OTUO 1
Chloroceryle americana  martim-pescador 0 0 0 0 OO O 1 00O 1
Coereba flaveola cambacica 0 1. 0 0 0O 0O O O0OTPO 1
Colaptes melanochloros  pica-pau-verde-barrado 0 0 0 0O O O1 0O0UO 1
Basileuterus culicivorus  pula-pula 0 0 0 0 0O OO OO0O012 1
Guira guira anu-branco 0O 0 0O O OO O 010 1
Poospiza cabanisi tico-tico-da-taquara 0O 0 0 0 O1 0 O0OO0OTUO 1
Saltator aurantiirostris bico-duro 0 0 0 O OO 1 0O0UO 1
Sporophila caerulescens  coleirinho 0O 0 0 O OO 0O 1 00 1
Tachyphonus coronatus  tié-preto 0O 0 01 0 O O OO0 O 1
Thamnophilus ruficapillus choca-de-chapéu-vermelno 0 0 O 0 1 0 0O 0 0 O 1
Tangara preciosa saira-preciosa 0 0o 0 0 0O 0O 0O1 00O 1
Tangara sayaca sanhago-cinzento 0 01 0o 0O O O O 0o 1
Vireo olivaceus juruviara 0 1. 0 0 0O O OO O0OUO 1
TOTAL 21 19 20 13 28 19 14 43 8 4 189

Zonotrichia capensis e Sicalis flaveola, foram as espécies mais
frequentemente capturadas no nosso estudo, correspondendo a 42,3% das capturas
(Tabela 4). Essas espécies, além de serem comuns na area de estudo, tém dieta
predominantemente granivora e a disponibilidade de alimento nos aviarios deve ter
sido fator determinante da sua presenca em maior niumero nos locais de captura.
Estas aves sdo de pequeno porte e, mesmo com o fechamento dos aviarios com
telas de malha ndo superior a 2,5cm (BRASIL, 2009) elas conseguem acesso ao
interior dos mesmos por pequenas frestas para alimentarem-se da racdo fornecida
aos frangos. Também foi possivel observar a presenca de aves silvestres no interior
do aviario durante o periodo de vazio sanitario, quando ocorre 0 manejo da cama e
limpeza de equipamentos. Desse modo, podem contaminar e/ou contaminarem-se

com 0S micro-organismos presentes no ambiente do interior dos aviarios.
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Todas as aves foram classificadas como residentes ou visitantes comuns no
Rio Grande do Sul, segundo a Revisdo e Atualizacdo da Lista das Aves do Rio
Grande do Sul, Brasil (BENCKE et al, 2010), ndo constando nenhuma espécie como
ameacada no Estado, conforme a Lista de Referéncia das Aves do Rio Grande do
Sul (BENCKE, 2001).

Foram isolados Campylobacter spp. eS. enterica de amostras de fezes de
frangos e de aves silvestres, e Y. enterocolitica apenas de fezes de frangos (Tabela
5).

Tabela 5. NUmero de aviarios, animais amostrados e amostras positivas para

Yersinia enterocolitica, Salmonella enterica e Campylobacter spp.

o Aves Y. enterocolitica S. enterica Campylobacter spp.
Aviarios Frangos silvestres Frangos _ Aves Frangos _ Aves Frangos _ Aves
silvestres silvestres silvestres
1 20 21 2 0 0 0 0 0
2 20 19 0 0 0 0 2 0
3 20 20 0 0 0 1 0 0
4 20 13 2 0 0 0 5 0
5 20 28 0 0 2 0 3 2%
6 20 19 0 0 1 0 0 1*
7 20 14 0 0 0 0 2% 0
8 20 43 0 0 0 0 7* 4/6*
9 20 13 1 0 0 0 0
10 20 4 0 0 0 0 0
Total 200 189 5 0 3 1 19 13

*Amostras analisadas apenas morfoldgica e bioquimicamente.

Dezoito isolados foram identificados, morfolégica e bioquimicamente, como
Campylobacter spp., conforme recomendado pelo FDA (HUNT et al, 2001), mas
devido a dificuldades de cultivo da bactéria ndo foi possivel obter culturas com
material suficiente para determinacdo da espécie pela PCR. Campylobacter possui
um crescimento fastidioso in vitro e pode facilmente perder a capacidade de ser
cultivado devido a exposicao a condicdes desfavoraveis (PARK, 2002). O estresse
causado pela presenca de oxigénio, temperatura baixa ou falta de nutrientes, muda
a morfologia das células para formas cocoides, entrando em um estado viavel nao
cultivavel e sendo incapazes de crescer em meios seletivos de isolamento (LEE &
NEWELL, 2006).

Dos Campylobacter isolados de frangos, oito foram identificados como C.

jejuni e dois como C. coli. A presenca de Campylobacter tem sido reportada em
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frangos da regido (GOMES et al, 2006; SILVA et al, 2014). Silva et al (2014),
também na regido do nosso trabalho, isolaram Campylobacter de 61/100 amostras
de fezes de frangos. Estes resultados sdo diferentes dos numeros observados no
nosso estudo, 10/200 amostras. Entretanto, Silva et al (2014) trabalharam com 20
aviarios, encontrando 17 (85%) deles positivos para Campylobacter, ao passo que
ndés estudamos 10 aviérios, dos quais cinco (30%) apresentaram frangos
contaminados com a bactéria. Da mesma forma que no nosso trabalho, estes
autores identificaram maior ocorréncia de C. jejuni, 35 (85,4%) isolados, do que de
C. coli, seis (14,6%) isolados. Gomes et al (2006) também isolaram C. jejuni de 21
amostras (5,2%) de fezes de frangos de sete (26,9%) propriedades distintas,
voltadas para agricultura familiar. Em outras regides, as prevaléncias reportadas tém
sido variaveis. Chaves et al (2010), no Para, e Kuana et al (2008), no Rio Grande do
Sul, encontraram 96,6% e 81%, respectivamente, de frangos contaminados em
aviarios, valores mais elevados dos observados no sul do Rio Grande do Sul. As
distintas prevaléncias podem ser devidas as diferengas no controle higiénico-
sanitario de Campylobacter adotadas nos aviarios. Na Dinamarca, Heuer et al (2001)
analisaram as espécies de Campylobacter distribuidas em lotes de frangos de corte
portadores da bactéria e encontraram 86,2% dos lotes com C. jejuni, 10,3% com C.
coli e 2,5% com infeccdo mista, proporcdo de C. jejuni e C. coli semelhante a
encontrada no nosso estudo.

Em dois aviarios, foi possivel observar a presenca de mais de um micro-
organismo, concomitantemente. No aviario 4, foram isolados Campylobacter e
Yersinia, e no aviario 5, 0 mesmo lote foi positivo para Campylobacter e Salmonella.
De acordo com Silva & Duarte (2002), a ocorréncia de Salmonella em aviarios no
Brasil € elevada. Tejada (2013), em estudo realizado em 40 aviarios localizados na
mesma regido do nosso estudo, isolou Salmonella de 4/200 (2%) amostras de fezes
de frangos de trés estabelecimentos. Esses valores sdo iguais aos resultados
obtidos por n@s, pois, de 200 amostras analisadas, quatro foram positivas.

Y. enterocolitica foi isolada de frangos mas ndo de aves silvestres. O
isolamento dessa bactéria de fezes de frangos e outras espécies de aves néo tem
sido estudado. Castro-Silva et al (2011) analisaram amostras de aves silvestres no
litoral de Santa Catarina e ndo encontraram Y. enterocolitica, embora tenham

isolado Y. pestis e Y. pseudotuberculosis de amostras fecais de Sula leucogaster.
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As duas espécies encontradas sdo comuns em roedores, aves e mamiferos, mas
nao tém importancia em alimentos.

Os isolados de Campylobacter obtidos de amostras de aves silvestres foram
oriundos de uma Unica espécie, Z. capensis, sendo trés identificados como C. coli e
um como C. jejuni. Esse é o primeiro registro de isolamento de Campylobacter de Z.
capensis. Salmonella foi isolada de uma amostra de fezes coletada de S. flaveola.
Ao contrério do que ocorre com 0s animais de producao, os relatos de isolamento de
patdgenos de origem alimentar em aves silvestres sdo raros e bastante variaveis
guanto aos resultados. Em estudo realizado na Noruega, Refsum et al (2003)
isolaram Salmonella de 2% de 145 amostras de fezes de aves silvestres. Vlahovic et
al (2004) trabalharam na Croacia com 107 aves silvestres de vérias espécies e
obtiveram dois (1,9%) isolamentos de C. jejuni e oito (7,5%) de Salmonella, sendo
as frequéncias de isolamento consideradas baixas pelos autores. Com base nos
resultados do nosso estudo em relagdo a esses outros trabalhos, a prevaléncia de
C. jejuni, C. coli, Y. enterocolitica e S. enterica em aves silvestres na regido pode ser
considerada baixa.

Este é o segundo relato de isolamento de Salmonella de S. flaveola na regiao
sul do Rio Grande do Sul. Dias et al (dados n&o publicados)”, em estudo realizado
no extremo sul do Brasil, isolaram Salmonella de 6 de 25 (24%) amostras de fezes,
cinco de C. ruficapillus e uma de S. flaveola. Os mesmos autores também isolaram
Campylobacter de oito (32%) amostras de fezes de C. ruficapillus, sendo que duas
dessas aves albergavam ambos os micro-organismos. A prevaléncia de Salmonella
observada no nosso trabalho pode ser considerada baixa, 0,53% (1/189), quando
comparada com a encontrada por Dias et al.

Os aviarios que participaram do nosso estudo estdo localizados na Serra dos
Tapes, onde predominam matas semideciduas e matagais arbustivos entremeados
por areas abertas de campos herbaceos e matas riparias. Essa regido é
geograficamente distinta daquela de terras baixas caracterizada pela orizicultura,
onde foi desenvolvido o estudo de Dias et al. Consequentemente, apesar de
préximas, as duas regifes albergam avifauna um pouco distinta devido as diferencas

geograficas, tanto que nenhum exemplar de C. ruficapillus foi capturado durante a

APrimeiro relato de Salmonella enterica e Campylobacter spp. isolados de Garibaldi (Chrysomus
ruficapillus) e Canério-da-terra (Sicalis flaveola) de vida livre. Dias et al, artigo submetido Revista do
Instituto Adolfo Lutz, set/2014.
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realizacdo do nosso trabalho. E possivel que esta espécie seja um hospedeiro mais
frequente dos micro-organismos estudados do que as demais espécies capturadas.
O hébito de formarem grandes bandos, fora da época reprodutiva, aumenta a
chance de transmisséo intra-especifica.

Também outros estudos realizados em diferentes paises tém apresentado
distinta ocorréncia de Salmonella em aves silvestres. Hughes et al (2008) isolaram
29 Salmonella de 32 amostras obtidas a partir de aves silvestres do norte da
Inglaterra entre os anos de 2005 e 2006. Por outro lado, Mirzaie et al (2010)
isolaram Salmonella de apenas 3,8% (18/470) das amostras de visceras de pardais
capturados na regido de Teerd, Ird. Essas diferencas provavelmente também
estejam relacionadas as espécies envolvidas e ao local onde as aves foram
capturadas.

A sorotipificacdo dos 4 isolados de Salmonella, realizada pela FIOCRUZ,
demonstrou a presenca de S. Anatum, S. Derby e 0:3,10. Dos 3 isolados de
frangos, 2 pertenciam ao sorotipo S. Anatum. O outro foi identificado somente
guanto ao sorogrupo, denominado 0O:3,10 por nédo ter sido detectado o antigeno
flagelar, porém é possivel que pertenca ao mesmo sorotipo dos demais frangos, pois
Anatum esta entre os sorotipos encontrados dentro desse sorogrupo (LE MINOR
&POPOFF, 1987). Embora os sorotipos Enteritidis e Typhimurium sejam relatados
em outros trabalhos como os mais frequentes em frangos (SURESH et al, 2011;
THAKUR, 2013) e em aves silvestres (HUGHES et al, 2008; MIRZAIE et al, 2010),
nao foi identificado nenhum isolado destes sorotipos no nosso trabalho. Também
Tejada (2013), estudando frangos na mesma regido, observou maior ocorréncia do
sorotipo Schwarzengrund, seguido de Mbandaka. Os sorotipos Enteritidis e
Typhimurium parecem sdo ser tdo frequentes em frangos no sul do Rio grande do
Sul como em outros locais.

Todos os isolados de Campylobactyer apresentaram os genes cdt e possuiam
0s trés genes cdtA, cdiB e cdtC. Resultados semelhantes foram encontrados por
Silva et al (2014), que também identificaram a presenca dos genes cdt em 33/35
(91,7%) isolados de C. jejuni de fezes de frango e de produtos de frangos e fezes de
humanos. A patogenia da campylobacteriose em humanos ndo € bem conhecida,
mas ha uma correlacéo entre a producédo de CDT e casos da doenca em humanos,
sendo esta toxina um dos fatores de viruléncia associado as infecgbes (VAN DEUN

et al, 2007). Portanto, embora a capacidade da bactéria provocar doenca independa
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da producdo da toxina, cepas portadoras dos genes cdt sdo capazes de induzir
casos mais severos da enfermidade. Em nosso estudo, a identificagdo desses genes
nos isolados significa que as cepas obtidas apresentam um elevado potencial de
patogenicidade. Segundo Jain et al (2008), as cepas produtoras de CDT apresentam
alto poder de aderéncia, maior capacidade invasiva e citotoxicidade, o que as torna
mais virulentas.

Nos aviarios 5 e 8, Campylobacter foi isolado tanto de frangos como de aves
silvestres. Embora ndo tenha sido possivel realizar a comparacdo entre essas
cepas, de forma a comprovar a sua similaridade, a ocorréncia de aves silvestres
portadoras de Campylobacter no entorno dos aviarios, tendo acesso ao ambiente
em que se encontravam os frangos, os quais albergavam o mesmo micro-
organismo, & sugestivo de que a contaminacdo entre as aves silvestres e as de
producédo ocorra. Millan et al (2004) e Bada-Alambedii et al (2006) sugeriram que 0
contato com aves de vida livre pode ser responsavel pela contaminacdo dos frangos
e, consequentemente, das suas carcacas. Refsum et al (2002) concluiram, em
estudos comparativos de cepas isoladas de aves silvestres, animais domeésticos e
humanos, que as aves silvestres podem desempenhar um importante papel como
fonte de contaminacdo para humanos e animais domeésticos. Kapperud et al (1998)
encontraram evidéncias da transmissdo de S. Typhimurium de aves silvestres para
humanos na Noruega através de investigacdo epidemiologica de surtos ocorridos
entre 1966 e 1996. Alguns autores responsabilizam o homem e seus animais
domeésticos pela disseminacédo do patdgeno para aves silvestres, através do contato
com agua poluida por fezes e esgoto sem tratamento (NEWMAN et al, 2007;
PENNYCOTT et al, 2006). A disseminacdo de micro-organismos, segundo
Schatzmayr (2001), esta associada a urbanizacdo e a pressao demografica com a
expansao da area agricola, os padrées de comportamento social, o intenso trafego
aéreo que transporta pessoas, animais e produtos, construcdo de estradas e
barragens, bem como a propria migracao de aves silvestres. Portanto, é l6gico supor
gue o contato direto ou mesmo indireto de aves silvestres portadoras de micro-
organismos patogénicos com frangos de corte leve a contaminacdo dos mesmos e
gue o oposto também aconteca. A grande movimentacdo de aves silvestres, no
entorno dos avidrios, é fator de risco para a disseminacdo de agentes zoondticos,
cabendo as autoridades a adocgéo de programas de educagdo ambiental e sanitaria,

voltados a difusédo de informacdes a fim de evitar a contaminag&o nos aviarios.
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Concluséo

A partir dos resultados encontrados, foi comprovado que S. flaveola e Z.
capensis podem ser portadores de Salmonella e Campylobacter, respectivamente, e
gue estes micro-organismos, bem como Y. enterocolitica, estdo presentes em
aviérios da regido sul do estado do Rio Grande do Sul. S. Derby e S. Anatum foram
isoladas de frangos e S. flaveola, respectivamente. Todos os isolados de
Campylobacter apresentaram o0s genes cdt, sendo potencialmente capazes de
produzir a toxina CDT.

Fortes indicios de que aves silvestres e frangos de corte contaminem-se
mutuamente com micro-organismos importantes em saude publica foram obtidos
nesse estudo. Entretanto, ainda sdo poucos os dados sobre 0s micro-organismos
albergados por aves silvestres e sobre quais espécies podem ser potenciais

transmissoras de patégenos aos animais de producdo e ao homem.
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3 Considerac¢des Finais

O estudo da epidemiologia das zoonoses de origem alimentar € essencial
para o melhor conhecimento de possiveis fontes de contaminacao, estabelecendo-
se assim os fatores de risco existentes em determinados ecossistemas, a circulacao
de agentes entre os animais silvestres e a importancia das doencas, servindo de
suporte as acdes dos servicos veterinarios e de salde publica, com vistas a garantir
maior controle higiénico-sanitario sobre os produtos de origem animal.

De acordo com os resultados dos nossos estudos realizados na regido sul do
Rio Grande do Sul, a presenca de micro-organismos patogénicos em C. ruficapillus,
S. flaveola e Z. capensisdemonstra que esses animais podem ser portadores de S.
enterica e Campylobacter spp., e que estes micro-organismos, bem como Y.
enterocolitica, estdo presentes nos aviarios da regido. Isso sugere que as aves
silvestres devido a sua alta mobilidade podem ser potenciais disseminadores destes

patdgenos para o ambiente, animais domeésticos, 0 homem e seus alimentos.
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