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Resumo

MORAES, Thamiris Pereira. Similaridade genética entre cepas de micro-
organismos patogénicos isolados de leitarias e de aves silvestres capturadas
nestes estabelecimentos. 2019. 47f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) -
Programa de PGs-Graduagdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Vacas podem entrar em contato com micro-organismos patogénicos através das mais
diversas fontes, como agua contaminada, alimentos, humanos e outros animais, e
podem eliminar esses patdgenos no leite. As aves silvestres encontram-se nos mais
diversos habitats, podendo facilmente dispersar micro-organismos, sejam
patogénicos ou ndo, no ambiente ou mesmo transmiti-los para animais domésticos e
humanos, bem como podem ser contaminadas por estes. O objetivo deste estudo foi
verificar a similaridade genética entre cepas patogénicas isoladas de fezes de vacas
em lactacao, leite destes mesmos animais, fezes de aves silvestres capturadas no
entorno das propriedades leiteiras e amostras de superficie da mao dos
ordenhadores. A captura das aves foi feita com redes de neblina, colocadas em locais
estratégicos nas propriedades. As amostras de fezes foram obtidas através da
insercao de zaragatoas estéreis no reto das vacas e na cloaca das aves capturadas.
As amostras de leite foram coletadas no inicio da ordenha e a coleta de amostras da
superficie das maos dos ordenadores se deu durante este processo. Os micro-
organismos estudados foram Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Salmonella enterica e Listeria monocytogenes. A resisténcia de S. aureus a meticilina
foi testada. A similaridade entre os perfis moleculares dos isolados da mesma espécie
foi verificada por rep-PCR. Foram feitas coletas em seis propriedades leiteiras,
obtendo-se 88 amostras de fezes de vaca e 0 mesmo numero de amostras de leite
das mesmas vacas, 11 amostras de superficie de mao de ordenhador e amostras de
fezes de 106 aves silvestres. S. aureus foi isolado de quatro Turdus rufiventris e de
um Cyanoloxia brissonii, dos quais quatro eram MRSA.. Y. enterocolitica foi isolada de
dois T. rufiventris e um Columbina picui. Estes micro-organismos, inclusive MRSA,
também foram isolados de fezes e leite das vacas em lactacdo. N&o houve isolamento
de Salmonella e Listeria. Em uma mesma propriedade, S. aureus isolados de fezes
de um T. rufiventris e de amostras de leite e fezes de duas vacas apresentaram perfis
moleculares idénticos, indicando a ocorréncia de contaminagdo entre os animais
domésticos e as aves silvestres. No caso especifico de MRSA, considerando a origem
da resisténcia desenvolvida por estas cepas, pode-se concluir que a contaminacao
inicial partiu de humanos ou animais domésticos para os silvestres, embora estes
possam posteriormente servir de disseminadores. Os resultados ressaltam a
importancia do leite ser produzido com rigoroso protocolo de higiene, em salas de
ordenha que n&do permitam o ingresso de animais estranhos ao processo, que 0
rebanho leiteiro seja constantemente monitorado quanto aos patdégenos presentes e
também que o leite sofra tratamento térmico antes do seu consumo.



Palavras-chave: leite; MRSA; Staphylococcus aureus; Yersinia enterocolitica; Turdus
rufiventris; Columbina picui; Cyanoloxia brissonii.



Abstract

MORAES, Thamiris Pereira. Genetic similarity between pathogenic
microorganisms’ strains isolated from milk and wild birds captured in these
establishments. 2019. 47f. Dissertation (Master degree in Sciences) - Programa de
Pés-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2019.

Cows may come in contact with pathogenic microorganisms from a variety of sources,
such as contaminated water, food, humans, and other animals, and can eliminate
these pathogens in milk. Wild birds are found in the most diverse habitats and can
easily disperse micro-organisms, whether pathogenic or not, into the environment or
even transmit them to domestic and human animals, as well as contaminated by them.
The objective of this study was to verify the genetic similarity between pathogenic
strains isolated from feces of lactating cows, milk from these same animals, feces from
wild birds captured around dairy farms and surface samples from the hand of milkers.
The capture of the birds was done with mist nets, placed in strategic places in the
properties. Fecal samples were obtained by inserting sterile swabs into the rectum of
the cows and into the sewer of the captured birds. The milk samples were collected at
the beginning of the milking and samples were taken from the hands surface of the
computers during this process. The microorganisms studied were Staphylococcus
aureus, Yersinia enterocolitica, Salmonella enterica, and Listeria monocytogenes. S.
aureus resistance to methicillin was tested. The similarity between the molecular
profiles of the isolates of the same species was verified by rep-PCR. Samples were
collected at six dairy farms, yielding 88 cow feces samples and the same number of
milk samples from the same cows, 11 milking hand surface samples and feces
samples from 106 wild birds. S. aureus was isolated from four Turdus rufiventris and a
Cyanoloxia brissonii, of which four were MRSA. Y. enterocolitica was isolated from two
T. rufiventris and one Columbina picui. These microorganisms, including MRSA, were
also isolated from feces and milk from lactating cows. There was no isolation of
Salmonella and Listeria. In the same property, S. aureus isolated from feces of a T.
rufiventris and samples of milk and feces from two cows presented identical molecular
profiles, indicating the occurrence of contamination between the domestic animals and
the wild birds. In the specific case of MRSA, considering the origin of the resistance
developed by these strains, it can be concluded that the initial contamination started
from humans or domestic animals to the wild, although these could later serve as
disseminators. The results highlight the importance of milk being produced with a strict
hygiene protocol, in milking parlors that do not allow animals to enter the process, that
the dairy herd is constantly monitored for the pathogens present and also that the milk
undergoes heat treatment before of its consumption.

Keywords: milk; MRSA; Staphylococcus aureus; Yersinia enterocolitica; Turdus
rufiventris; Columbina picui; Cyanoloxia brissonii.
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1 Introducéo

O Brasil possui uma das mais ricas avifaunas do mundo (PIACENTINI et al.
2015). As aves silvestres encontram-se nos mais diversos habitats, podendo
facilmente dispersar micro-organismos, sejam patogénicos ou ndo, no ambiente ou
mesmo transmiti-los para animais domésticos de produg¢do, como 0s bovinos, e
humanos, bem como podem ser contaminadas por estes (CUNHA et al., 2016;
GAUKLER et al., 2009; HALL e SAITO, 2008; HUBALEK, 2004).

J4, as vacas podem ser expostas a patdgenos através de agua contaminada,
alimentos, humanos e outros animais e contaminacdo ambiental. Embora todas as
fases da obtencao e industrializagcéo do leite sejam importantes para preservagao da
qualidade, a de maior relevancia é a producado. Os problemas nas propriedades rurais,
gue acarretam contaminacao do leite, incluem a ocorréncia de processos inflamatorios
nas mamas, mastite, em que muitas vezes os animais ndo demonstram sinais clinicos
visiveis, e falhas no processo higiénico durante a ordenha (GERMANO e GERMANO,
2015). O leite é considerado o alimento mais completo que existe para o ser humano
e merece destaque, quando contaminado, como responsavel por surtos de
gastroenterite (GERMANO e GERMANO, 2015).

As diarreias de natureza infecciosa, principalmente aquelas provocadas por
agentes bacterianos, constituem um dos mais importantes problemas de saude
publica de repercussdo mundial e continuam a representar a principal causa de 6bito
entre criangas que habitam paises em desenvolvimento. Essas patologias fazem parte
das denominadas DTA. A transmissao dos patdgenos dos animais silvestres para os
humanos e animais domeésticos e vice-versa é um risco para o desenvolvimento de
doencas, além de ser um fator de disseminagdo destes micro-organismos no
ambiente. Em 2017, no Brasil, houve 598 surtos de DTA, além de 47.218 pessoas
expostas, das quais 9.320 ficaram doentes e ocorreram 12 oObitos. Do total de surtos,
leite e seus derivados foram responsaveis por 3,24% e, dos surtos em que houve
identificacdo do agente, Salmonella é a bactéria apontada como principal patégeno
responsavel por surtos no pais, presente em 35% deles. J4 S. aureus € o terceiro

agente causador de DTA, responsavel por 18,2% dos surtos (BRASIL, 2018).
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Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, pertencentes a familia
Staphylococcaceae (TORTORA et al., 2016), geralmente aparecem na forma de
cachos de uva quando vistos ao microscépio, sdo bactérias anaerbbias facultativas,
com maior crescimento em condicbes aerdbias, produzem a enzima catalase
(FRANCO e LANDGRAF, 2008) e multiplicam-se entre 7 e 48°C, sendo 37°C a
temperatura Otima para desenvolvimento. Staphylococcus aureus, S. hyicus e S.
intermedius apresentam interesse potencial em microbiologia de alimentos, uma vez
que resultam em positividade para o teste da coagulase, essas espécies produtoras
da enzima coagulase também sdo capazes de sintetizar enterotoxinas (TIMM et al.,
2017). A intoxicacdo é causada pela ingestdo das enterotoxinas pré-formadas no
alimento. O homem e o0s animais sdo os principais reservatorios (FRANCO e
LANDGRAF, 2008), estando presentes nas vias respiratérias e pele, podendo,
também, ser encontrados no intestino (BRITTINGHAM et al., 1988). Leite e seus
derivados sdo um grupo de alimentos importante nos surtos de intoxicacdes causadas
por Staphylococcus, uma vez que sofrem grande manipulacdo durante o processo
tecnologico (GERMANO e GERMANO, 2015) e também porque S. aureus é um dos
principais agentes causadores de mastite.

A partir da década de 1960 o uso de penicilinas penicilinase-estaveis favoreceu
o surgimento de cepas bacterianas resistentes, MRSA, o0 que representa um problema
crescente para a saude publica e animal, porque as infec¢des causadas por elas sédo
mais dificeis de tratar (SMITH et al., 2017). A resisténcia € originada pelo gene blaz,
gue codifica a producdo de uma enzima (B-lactamase), produzindo uma proteina de
ligacdo a penicilina alterada (PBP2a), que tem afinidade diminuida para a maioria dos
antibioticos B-lactamicos. A proteina PBP2a é codificada pelo gene mecA (ZETOLA
et al., 2005).

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, Salmonella sdo bacilos Gram-
negativos, ndo produtores de esporos, anaerdbios facultativos, produtores de gas a
partir de glicose e capazes de utilizar citrato como Unica fonte de carbono. A maioria
€ movel, através de flagelos peritriguios (FRANCO e LANDGRAF, 2008).
Aproximadamente 1,2 milhdes de pessoas adoecem e 450 morrem de salmonelose,
anualmente, nos EUA (CDC, 2018). Segundo Millan et al. (2004), as aves silvestres
sao importante reservatério de Salmonella, sendo um risco potencial para humanos e

outros animais.
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O género Yersinia reane um conjunto de bactérias responsavel por ampla
variedade de patologias, tanto em salde publica quanto em saude animal (GERMANO
e GERMANO, 2015). Segundo Franco e Landgraf (2008), Yersinia enterocolitica €
uma bactéria da familia Enterobacteriaceae amplamente distribuida na natureza, que
causa no homem infeccdes entéricas de carater zoonotico. E um bacilo Gram-
negativo, anaerdbio facultativo, catalase positivo e oxidase negativo, capaz de
multiplicar-se entre -1,3 a 42°C, e a faixa 6tima de desenvolvimento é entre 25 e 37°C.
Os animais destinados ao abate, os de estimacéo, os silvestres, as aves, 0s répteis e
0 pescado de modo geral sdo os reservatérios do agente na natureza.

Listeria monocytogenes € responsavel por 1.600 pessoas doentes por ano, nos
EUA, assim como por 260 mortes (CDC, 2018). Esta amplamente disseminada na
natureza e tanto o ser humano, quanto os animais e o ambiente podem ser
considerados reservatorios (FRANCO e LANDGRAF, 2008). Sua importancia em
saude publica se deve ao fato de a manifestacdo clinica ser grave, devido ao
comprometimento do sistema nervoso central e também pelo fato de a infeccéo
acometer principalmente gestantes, com consequéncias severas ao feto, incluindo
aborto (GERMANO e GERMANO, 2015).

O estudo dos perfis moleculares de isolados obtidos de fezes de aves silvestres
e de bovinos leiteiros, assim como do leite produzido por estes animais e das amostras
de superficie de méao de ordenhador é um valioso instrumento para 0 avango no
conhecimento das enfermidades causadas por estes micro-organismos. A
identificacdo de clones desses patdgenos em distintas etapas da cadeia
epidemioldgica é uma informacgédo importante para a compreensao das formas de
transmissao dos agentes etioldgicos e para a elaboracao de medidas de controle das

enfermidades por eles causadas.



2 Revisdo da Literatura

No Brasil, entre janeiro de 2007 e maio de 2017, aconteceram 12.660 surtos de
DTA, acometendo 2.372.132 pessoas. O principal grupo de micro-organismos
envolvidos foi o das bactérias, sendo que, do total de surtos em que o agente foi
identificado, 4.431 (35%) foi causado por Salmonella e 1.620 (18,2%) por S. aureus
(BRASIL, 2018). Os responsaveis pelas DTA podem ser eliminados pelas fezes de
guem ingeriu o alimento contaminado e, caso essas fezes com o0 patégeno entrem em
contato com pessoas, animais domésticos e silvestres, podem contamina-los, mesmo
sem a veiculacéo pelo alimento. Algumas das bactérias mais comumente associados
a DTA sédo Salmonella, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus coagulase positiva, sendo responsaveis por diversos surtos em todo
o mundo (CDC, 2017).

A conservacao da diversidade biolégica é uma das preocupacdes mundiais
mais atuais, devido a diversos fatores, como a extincdo e a vulnerabilidade de
espécies, introducéo de espécies exoticas e dispersao de doencas, principalmente as
infecciosas (SILVA et al., 2010). Ao longo da histéria, a vida selvagem tem sido uma
importante fonte de doencas infecciosas transmissiveis aos seres humanos e outros
animais (KRUSE et al., 2004).

As mudancas ecolbégicas que influenciam a epidemiologia das zoonoses
transmitidas por animais de vida silvestre podem ser de origem natural ou
antropogénica. Estas incluem expansdo e invasdo da populacdo humana,
reflorestamento e outras mudancas de habitat, poluicdo e mudancas climaticas. A
transmissdo de micro-organismos a partir de animais silvestres para 0s seres
humanos, direta ou indiretamente, através de animais domésticos, pode ocorrer de
varias maneiras. Animais exoéticos podem criar sérios problemas de saude publica
guando introduzem uma doenca a popula¢des animais nativas e humanas. Assim, o
transporte, a venda ou a distribuicdo de animais ou a liberacéo deles no meio ambiente
pode representar um risco para a disseminacao de zoonoses (KRUSE et al., 2004). O
papel dos passaros na transmissao de doencgas € subestimado, visto que estas aves

podem albergar patdégenos primarios ou oportunistas (CUNHA et al., 2016). Muitas
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espécies de aves silvestres coexistem com humanos e contam com fontes
antropogénicas de habitat e nutricdo (KONICEK et al., 2016). As aves silvestres,
especialmente as migratdrias, tém alto potencial para dispersar micro-organismos no
ambiente, uma vez que se encontram nos mais diversos habitats, podendo entrar em
contato com animais domésticos e silvestres, alimentos, fémites e pessoas
(HUBALEK, 2004), contaminando-os ou sendo por eles contaminadas.

O homem e a maioria dos animais domeésticos podem ser portadores de
Staphylococcus spp. Também animais silvestres de diferentes espécies tém sido
identificados como portadores dessa bactéria em varios estudos. Thapaliya et al.
(2017) isolaram S. aureus de 7,1% (13/182) de Anser anser coletados em Ohio, EUA.
Segundo Monecke et al. (2016), nos ultimos anos, surgiram cepas de S. aureus
resistentes a meticilina associadas ao gado, especialmente em paises com criacao de
animais em alta densidade, como Holanda e Dinamarca. Estes autores isolaram S.
aureus de fezes de diversas espécies de aves, 1,5% (1/65) de Cygnus olor, 42,86%
(3/71) de Aquila chrysaetos, 25% (1/4) de Haliaeetus albicilla, 12,5% (1/8) de Strix
aluco, 1% (2/190) de Perdix perdix, 100% (2/2) de Picus viridis, 10,34% (3/29) de Pica
pica, 8,82% (9/102) de Corvus frigilegus e 9,1% (1/11) de Parus major, todos
capturados na Alemanha, Austria e Suécia. Em Daca, Bangladesh, Akhter et al. (2010)
isolaram Staphylococcus de diversas espécies de psitacideos (Nymphicus
hollandicus, Psittacula kramen, P. eupatria, P. alexandri e P. roseata) aparentemente
saudaveis que se encontravam no zoolégico do municipio.

Tanto o homem como 0s animais e 0 ambiente servem como reservatorio de L.
monocytogenes. Lyautey et al. (2007) afirmaram que L. monocytogenes € um
patogeno intracelular facultativo que pode ser transportado assintomaticamente em
varios animais e pode ser eliminado pelas fezes.

Yoshida et al. (2000), no Japao, ap0s analisarem fezes de diversos animais de
diferentes espécies, obtiveram isolamento de L. monocytogenes em 2% (6/301) de
Corvus corone. Fenlon (1985), na Escocia, analisou amostras de fezes de diversas
espécies de gaivotas e gralhas, através da insercdo de zaragatoas nas cloacas
desses animais e diretamente do intestino dos animais que eram encontrados mortos.
Das amostras analisadas, 8,4% (23/273) foram positivas para L. monocytogenes.
Esses animais agem como vetores, transferindo micro-organismos de um lugar para
outro sem apresentarem sinais clinicos. A bactéria, neste estudo, foi isolada no

periodo de nidificagdo, na primavera, momento de estresse para as aves, pois 0S
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recursos alimentares podem ser baixos e as aves sdo frequentemente vistas em
cochos usados para alimentar os animais de producao.

Hellstrom et al. (2007), na Finlandia, avaliaram as fezes de aves que vivem
livremente nas cidades e em aterros sanitarios, a fim de isolar L. monocytogenes, e
obtiveram 3% (1/37) de positividade nas fezes de Larus canus, 15% (3/20) de Larus
ridibundus, 13% (2/16) de Columba livia, 17% (1/6) de Larus argentatus e 25% (1/4)
de Passer domesticus. Estes autores concluiram que aves selvagens saudaveis
geralmente transportam L. monocytogenes em seus intestinos e que a prevaléncia
dessa bactéria era maior nas aves que viviam em aterros sanitarios do que nas que
viviam em éareas urbanas. O ambiente de vida, combinado com os hébitos alimentares
de certas espécies de aves, como por exemplo alimentagdo em locais contaminados
com patodgenos, provavelmente afeta o transporte fecal de L. monocytogenes,
variando a prevaléncia de acordo com esses fatores (HELLSTROM et al., 2007).

Pradham et al. (2009), nos Estados Unidos, isolaram L. monocytogenes e
Salmonella de fezes de gado leiteiro e os resultados deste estudo indicaram que
agentes endémicos de doencas infecciosas com potencial zoon6tico sdo comuns em
animais leiteiros e em seus ambientes.

Salmonella estd amplamente distribuida na natureza. Porém entre os animais,
as aves sdo o0 reservatério mais importante, pois podem ser portadoras
assintomaticas, excretando continuamente o micro-organismo pelas fezes (DIAS et
al., 2014).

Allgayer et al. (2009), no Brasil, isolaram Salmonella de fezes de 7,1% (1/14)
de Anodorhynchus hyacinthinus que viviam em um centro de reabilitacdo. Segundo
0s autores, € essencial que informacOes sobre a ocorréncia e distribuicdo desse
micro-organismo em animais domésticos e silvestres sejam estudadas, uma vez que
podem ser responsaveis pela transmissao do patégeno para outros animais silvestres
e domésticos, ambiente e humanos.

Skov et al. (2008) afirmaram que a presenca de Salmonella em produtos
alimenticios de origem animal esta associada a ocorréncia deste micro-organismo na
producdo animal primaria, portanto seriam necessarias estratégias para controlar a
introducéo e propagacéao de infecgdo. Para que essa afirmacgéo pudesse ser feita, 0s
autores realizaram coletas de 2.933 amostras de fezes de animais silvestres e 689 de
animais de producéo, na Dinamarca. Salmonella foi detectada apenas nos silvestres

gue viviam em ou perto de fazendas onde havia sido previamente detectado o
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patdgeno nos animais de producdo. Em um trabalho realizado no Rio Grande do Sul,
Brasil, Dias et al. (2014) isolaram Salmonella de 24% (6/23) das amostras de fezes de
Chrysomus ruficapillus capturados e de 100% (1/1) das amostras de fezes de Sicalis
flaveola estudados. Ja Carlson et al. (2015), nos EUA, encontraram 32% (32/100) de
Sturnus vulgaris eliminando Salmonella nas fezes.

Salmonella spp. foi isolada, entre 1969 e 2000, na Noruega, de 470 aves
pertencentes a 26 espécies diferentes. Foram positivos para Salmonella 79,6%
(195/242) de Pyrrhula pyrrhula, 80,3% (57/71) de Carduelis chloris, 75,4% (52/69) de
Carduelis spirus, 78% (32/41) de Carduelis flammea, 22,6% (7/31) de P. domesticus,
6,9% (6/87) de Parus major, 21,4% (3/14) de Cyanister caeruleus, 14,3% (2/15) de
Emberiza citrinella, 9,5% (2/21) de Fringilla coelebs, 50% (3/6) de Passer montanus,
6,3% (1/16) de Fringilla montefringilla, 50% (1/2) de Coccothraustes coccothraustes e
12,5% (1/8) de Poecile montanus. A grande maioria dos casos ocorreu em
passeriformes, representando 14 espécies e compreendendo 94% do material total.
Os casos restantes (29) ocorreram em 12 espécies de aves aquaticas, aves de rapina,
pombas e corvos. Em todos os casos, Salmonella Typhimurium foi encontrada, exceto
em um C. corone, do qual foi isolado Salmonella Paratyphi B var. Java. Esse achado
indica que o sorovoar Typhimurium esta endemicamente presente na fauna aviaria da
Noruega (REFSUM et al., 2003). Outra pesquisa realizada no mesmo local, mostrou
que as gaivotas e 0s corvos podem atuar como portadores saudaveis de uma ampla
gama de sorovares de Salmonella (REFSUM et al., 2002).

Smith et al. (2002), na Califérnia, analisaram 212 amostras fecais de mamiferos
e aves marinhas, além de aves de rapina. Salmonella dos sorotipos Johannesberg,
Montevideu, Newport, Ohio, Sdo Paulo e Enteritidis foi isolada de nove amostras. As
espécies positivas foram 10,5% (2/19) de Circus cyaneus e 6,3% (2/32) de Larus
occidentalis. Os autores afirmam que muitas espécies animais transportam
Salmonella, incluindo mamiferos, répteis e humanos em todos os continentes. As
mesmas cepas de Salmonella foram isoladas de seres humanos e animais silvestres,
sugerindo que a vida selvagem pode servir como reservatorio de Salmonella que pode
acometer humanos. Estresses podem aumentar a suscetibilidade dos animais a
infeccdo ou podem resultar em recrudescéncia da eliminagdo de Salmonella em

portadores.
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Kirk et al. (2002) capturaram aves que se encontravam no entorno de laticinios
na Califérnia. Embora todos o0s animais aparentassem estar saudaveis, foram
positivos para Salmonella 3,1% (14/451) dos P. domesticus, 1,6% (1/61) dos
Carpodacus mexicanus, 1,3% (1/80) dos S. vulgaris, 1,3% (1/78) dos Agelaius
phoenicus, 2,3% (1/44) dos Euphagus cyanocephalus, 3,2% (3/95) dos Molothrus ater
e 1,2% (1/83) dos C. livia. Os sorotipos identificados foram Meleagridis, Montevideo,
Muenster e Typhimurium. Esses autores afirmaram que a ocorréncia de Salmonella
em aves selvagens geralmente esta associada a congregacdo de passaros em
estacdes de alimentacéo livre ou quintais.

Kapperud e Rosef (1983), analisando fezes de aves, na Noruega, observaram
que 0,9% (5/540) apresentavam Y. enterocolitica e 0,7% (4/540) Salmonella, sendo
50% Typhimurium, 25% Indiana e 25% Djugu. Todos 0s animais estavam,
aparentemente, sadios quando capturados. Foram positivos 7% (3/43) de Larus
argentatus e 25% (1/4) de Larus marinus, para Salmonella, além de 2,3% (2/88) de L.
ridibundus que foram positivos para ambos micro-organismos, e 16,7% (2/12) de
Aegolius funereus, 20% (1/5) de Emberiza schoeniclus e 2,8% (1/36) de Sterna
hirundo, que foram positivos para Y. enterocolitica. Segundo esses autores, habitos
de alimentacéo relacionados com lixo e esgoto aumentam o risco de infec¢do para 0s
micro-organismos patogénicos.

Segundo Bancerz-Kisiel et al. (2017) e Platt-Samoraj et al. (2015), a
epidemiologia das infeccdes de Y. enterocolitica € complexa e ndo é totalmente
elucidada, porque o patdégeno coloniza habitats terrestres e aquaticos, e também
varias espécies de animais, além disso os mecanismos de circulacdo ambiental dessa
bactéria ndo séo totalmente conhecidos. A participacdo de animais silvestres de vida
livre na disseminagao de Y. enterocolitica no meio ambiente ndo pode ser excluida.

Silveira et al. (2018) isolaram Y. enterocolitica de 5,5% (4/73) das fezes de
Turdus rufiventris alocados em um centro de reabilitacdo, no sul do Brasil. Segundo
Steele et al. (2005), a contaminagdo de animais e humanos por patdgenos em um
centro de reabilitacdo pode ser evitada, ja que esses micro-organismos sao
disseminados, na maioria das vezes, por via fecal-oral. Essa disseminag¢ao pode ser
reduzida com higiene, manejo e desinfec¢cdo adequadas. Objetos utilizados no manejo
dos animais, como superficies, cobertores, esponjas, balancas, luvas, sao facilmente
esquecidos durante a higienizacdo e podem conter bactérias. Para evitar a

multiplicacéo e disseminacao desses patdgenos, é recomendado que seja feita
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higienizacdo regular dos utensilios. Diversos fatores podem ocasionar estresse nos
animais, levando-os, caso estejam contaminados, a eliminar os micro-organismos
patogénicos nas fezes, portanto diminuir o estresse durante o processo de reabilitagao
auxilia a reduzir o risco de contaminacdo. O objetivo principal dos centros de
reabilitacdo € a soltura dos animais novamente para o ambiente, e caso estes ainda
carreiem micro-organismos patogénicos em seus intestinos, podem libera-los na
natureza, apos a soltura.

Além dos animais silvestres de vida livre, o risco representado pelo
agrupamento de animais, mesmo de espécies distintas, como ocorre no trafico de
animais silvestres ou em centros de recuperacao de animais silvestres, pode estar
aumentado devido a maior facilidade de transmissdo. Também o uso de silvestres
como pets exige monitoracdo cuidadosa para que esses animais nao se tornem
disseminadores de micro-organismos patogénicos (AKHTER et al., 2010, VIDAL et al.,
2017).
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Similaridade genética entre cepas de micro-organismos patogénicos isolados de leitarias e de aves
silvestres capturadas nestes estabelecimentos

Genetic similarity between pathogenic microorganisms’ strains isolated from milk and wild birds

captured in these establishments?

Thamiris P. de Moraes?*, Débora R. Silveira?, Celina N. Ebersol?, Greyce S. Mello?, Luiz G. Bach?,

Louise M. Fernandes?, Claudio D. Timm?

ABSTRACT.- Moraes, T. P, Silveira, D.R., Ebersol, C.N., Melo, G.S., Bach, L.G., Fernandes, L.M., Timm, C.D.
Genetic similarity between pathogenic microorganisms’ strains isolated from milk and wild birds
captured in these establishments. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Inspegdo
de Produtos de Origem Animal, Departamento de Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), Campus Capdo do Ledo, prédio 34, CEP 96010-900, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. E-mail:
thamiris.p@outlook.com

The genetic similarity between pathogenic strains isolated from feces of dairy cattle, milk from
these same animals, feces from wild birds captured around dairy farms and surface samples from hand
milkers was verified. The microorganisms studied were Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Salmonella and Listeria monocytogenes. The capture of the birds was done with mist nets, placed in strategic
places in the properties. Fecal samples were obtained by inserting sterile swabs into the rectum of the cows
and into the sewer of the captured birds. Milk samples were collected at the beginning of milking, after
despising the first three jets, and the milk was filled into sterile flasks. During the milking process, samples
were collected from the surface of the milkers' hands. The resistance of S. aureus to methicillin was tested,
as well as the similarity between the molecular profiles of the isolates of the same species, through rep-PCR.
Samples were collected in 6 dairy farms, yielding 88 cow feces samples and the same number of milk
samples, from the same cows, 11 milking hand surface samples and feces samples from 106 wild birds. S.
aureus was isolated from 4 Turdus rufiventris and 1 Cyanoloxia brissonii, of which 4 (80%) were MRSA. Y.
enterocolitica was isolated from 2 T. rufiventris and 1 Columbina picui, totalizing 2.8% of the positive
samples. Of the feces samples from lactating cows, 6 (54.5%) were contaminated by S. aureus, of which 5
(83.3%) were MRSA, and 1 (1.1%) by Y. enterocolitica. Of the milk samples, 1 (1.1%) was positive for Y.
enterocolitica and 8 (53.3%) for S. aureus, and 6 (75%) were identified as MRSA. There was no isolation of
Salmonella and Listeria. In addition, S. aureus isolated from feces of T. rufiventris and samples of milk and
feces from two cows had their molecular profiles described as identical, indicating the occurrence of cross-
contamination between domestic animals and birds In the specific case of MRSA, considering the origin of
the resistance developed by these strains, it can be concluded that the initial contamination went from
humans or domestic animals to the wild ones, although these could later serve as disseminators.

INDEX TERMS: wild birds, dairy farm, pathogenic microorganisms, molecular profile similarity.

1Recebido em.....ccoccrveennee.

Aceito para publicacao em .....ccocenrreenes
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Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Capao do Ledo, prédio 34, CEP 96010-900, Pelotas, Rio
Grande do Sul, Brasil. *Autor para correspondéncia: thamiris.p@outlook.com

RESUMO.-[Similaridade genética entre cepas de micro-organismos patogénicos isolados em
leitarias e de aves silvestres capturadas nestes estabelecimentos.] A similaridade genética entre cepas
patogénicas isoladas de fezes de bovinos leiteiros, leite destes mesmos animais, fezes de aves silvestres
capturadas no entorno das propriedades leiteiras e amostras de superficie da mio dos ordenhadores foi
verificada. Os micro-organismos estudados foram Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Salmonella
e Listeria monocytogenes. A captura das aves foi feita com redes de neblina, colocadas em locais estratégicos
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nas propriedades. As amostras de fezes foram obtidas através da inser¢do de zaragatoas estéreis no reto
das vacas e na cloaca das aves capturadas. As amostras de leite foram coletadas no inicio da ordenha, apos
desprezar os trés primeiros jatos, e o leite foi acondicionado em frascos estéreis. Durante o processo de
ordenha foi realizada a coleta de amostras da superficie das mios dos ordenhadores. A resisténcia de S.
aureus a meticilina foi testada, assim como a similaridade entre os perfis moleculares dos isolados da
mesma espécie, através de rep-PCR. Foram feitas coletas em 6 propriedades leiteiras, obtendo-se 88
amostras de fezes de vaca e o mesmo nimero de amostras de leite, das mesmas vacas, 11 amostras de
superficie de mdo de ordenhador e amostras de fezes de 106 aves silvestres. S. aureus foiisolado de 4 Turdus
rufiventris e 1 Cyanoloxia brissonii, dos quais, 4 (80%) eram MRSA. Y. enterocolitica foi isolada de 2 T.
rufiventris e 1 Columbina picui, totalizando 2,8% das amostras positivas. Das amostras de fezes das vacas
em lactacdo, 6 (54,5%) estavam contaminadas por S. aureus, dos quais 5 (83,3%) eram MRSA, e 1 (1,1%)
por Y. enterocolitica. Das amostras de leite, 1 (1,1%) foi positiva para Y. enterocolitica e 8 (53,3%) para S.
aureus, , sendo 6 (75%) identificados como MRSA. Nao houve isolamento de Salmonella e Listeria. Além
disso, em uma mesma propriedade, S. aureus isolados de fezes de um T. rufiventris e de amostras de leite e
fezes de duas vacas tiveram seus perfis moleculares descritos como idénticos, indicando a ocorréncia de
contaminacio cruzada entre os animais domésticos e as aves silvestres No caso especifico de MRSA,
considerando a origem da resisténcia desenvolvida por estas cepas, pode-se concluir que a contaminacdo
inicial partiu de humanos ou animais domésticos para os silvestres, embora estes possam posteriormente
servir de disseminadores.

TERMOS DE INDEXA(;AO: aves silvestres, leitarias, micro-organismos patogénicos, similaridade de perfil
molecular.

INTRODUCAO

0 Brasil, com 8.547.403,5 km de area, se encontra entre os paises de maior riqueza de fauna do
mundo. Em relacgdo as aves, ocupa a 32 posicdo com cerca de 1.677 espécies, sendo 1.524 residentes e 153
visitantes (Giovanini 2002, Godoy e Matushima 2010). As interagdes entre espécies selvagens e gado tém
sido implicadas em danos econdmicos, riscos a satide dos animais domésticos e silvestres e riscos a saide
publica. As aves silvestres sdo consideradas reservatérios de diversos micro-organismos patogénicos e,
devido a sua grande mobilidade, podem atuar como propagadoras para animais domésticos utilizados para
consumo humano, através da contaminagio direta ou de alimentos e dgua. Ha poucos trabalhos sobre a
microbiota de aves silvestres, particularmente no Brasil, sendo a maioria realizada com animais oriundos
do trafico e/ou cativeiro (Tsiodras et al. 2008, Summa et al. 2018).

As fazendas leiteiras sdo conhecidas por abrigar varios micro-organismos patogénicos de origem
alimentar que podem circular dentro do rebanho. Alguns desses patégenos ndo causam doencas
observaveis em bovinos, dificultando a detec¢do de animais portadores (Van Kessel et al. 2011, Haley et al.
2015, Kim et al. 2018). O leite possui uma variedade de nutrientes que o tornam um produto amplamente
consumido e um excelente meio de cultura para o desenvolvimento de agentes patogénicos e deteriorantes
(Germano e Germano 2015, Timm et al. 2017). Apesar do processo de pasteurizacdo, a qualidade e a
seguranca do leite cru sdo importantes na reducdo do risco de doengas transmitidas por alimentos (DTA)
associadas ao leite, pois o produto cru é o ponto de partida da cadeia de produgdo/consumo do leite (Latorre
etal. 2010).

Staphylococcus coagulase positiva sdo habitantes usuais da pele, mucosas, trato respiratério
superior e intestino do homem. Também sao um dos principais agentes etiol6gicos de mastite bovina (Doyle
e Buchanan 2012) e pode ser encontrado no intestino de animais domésticos e silvestres (Brittingham et al.
1988). A partir da década de 1960, o uso frequente das penicilinas penicilinase-estaveis, favoreceu o
surgimento de cepas resistentes, denominadas Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus - MRSA), que tém sido responsaveis por infec¢des nosocomiais (Sousa et al.
2014) de dificil tratamento (Smith et al. 2017). Salmonella é o micro-organismo mais comumente associado
a diarreias bacterianas em humanos e a transmissdo ocorre pelo consumo de produtos de origem animal
que estejam contaminados com esta bactéria (Timm et al. 2016). Segundo Millan et al. (2004), as aves sdo
importantes reservatorios deste micro-organismo, sendo um risco potencial para humanos e outros
animais, podendo, inclusive, contaminar os produtos resultantes da criagdo de animais domésticos, como o
leite. Yersinia enterocolitica é uma bactéria amplamente distribuida na natureza e causa infec¢des entéricas
de carater zoono6tico no homem. Os animais destinados ao abate, os de estimacdo e os silvestres podem ser
reservatérios do agente. E encontrada no intestino de diferentes espécies animais, sendo que os suinos
ocupam lugar de destaque como portadores cronicos dos sorotipos mais comumente implicados na infec¢do
humana (Germano e Germano, 2015). Listeria monocytogenes acomete diversas espécies animais, além do
homem, sendo isolada a partir de mais de 40 espécies de mamiferos domésticos e silvestres, e quase 20
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espécies de aves. Pode ser introduzida no leite de conjunto através da contaminacido fecal durante o
processo da ordenha e as vacas podem se infectar através do consumo de silagem contaminada, agua, outros
materiais ambientais, vida selvagem e/ou de exposicdes as fezes de outros bovinos que estejam eliminando
esta bactéria (Kim et al. 2018).

A transmissdo dos patégenos dos animais silvestres para os humanos e animais domésticos e vice-
versa representa um risco de ocorréncia de enfermidades e de dissemina¢do desses micro-organismos.
Portanto, este trabalho teve como objetivo verificar a ocorréncia de cepas de micro-organismos patogénicos
molecularmente similares em fezes e leite de vacas leiteiras em producio, mios dos ordenhadores e fezes
de aves silvestres capturadas nos mesmos estabelecimentos, e verificar a presenca de MRSA nos isolados.

MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras. Durante o periodo de estudo, foram coletadas amostras de fezes de vacas
leiteiras em producdo, de leite e das maos de ordenhadores de seis estabelecimentos leiteiros, localizados
no sul do Rio Grande do Sul. Também foi feita coleta de amostras de fezes de aves silvestres capturadas nas
mesmas propriedades. As coletas foram realizadas em visitas semanais, em trés ou quatro semanas
consecutivas. Cada visita era constituida pela tarde de um dia e a manha do dia seguinte.

As aves foram capturadas com duas redes de neblina de 12 metros colocadas em locais estratégicos
no entorno da leitaria. O esfor¢o de captura foi de oito horas, sendo quatro no primeiro dia da coleta, ao
entardecer, e os outros quatro no dia seguinte, ao amanhecer, ambos momentos de maior movimentagao
das aves. As fezes foram coletadas através da insercdo de zaragatoas estéreis nas cloacas dos animais. Apos
a coleta de fezes, as aves foram identificadas taxonomicamente quanto ao género e espécie, de acordo com
a Lista comentada das aves do Brasil pelo Comité Brasileiro de Registros Ornitoldgicos (Piacentini et al.
2015), marcadas discretamente no dorso com tinta inodora nio toxica (All-Wheather, U.S.A.), de modo a
serem identificadas no caso de recaptura, evitando assim a duplicacdo de amostras, e imediatamente soltas.

As amostras de fezes das vacas em lactacdo (até 15 animais por estabelecimento) foram obtidas
através da insercdo de zaragatoa estéril no reto dos animais. Logo ap6s o processo de higienizacao, pré-
dipping e secagem dos tetos, 100 mL de leite foram coletados com uso de vasilhames estéreis dos mesmos
animais que foram coletadas as fezes.

Para a coleta de amostras das maos dos ordenhadores, realizada durante a ordenha, as zaragatoas
foram friccionadas em movimentos giratérios da parte inferior da palma direita, até a extremidade dos
dedos, repetindo-se esse procedimento trés vezes na dire¢do de cada dedo. Ja nas bordas, a zaragatoa foi
passada em movimentos de vai-e-vem avangando em um dos lados da mao, onde a linha do punho se inicia,
passando entre os dedos e pelo outro lado da mao até o punho. Apés a obtencdo das amostras, as zaragatoas
foram mantidas imidas por imersao em 4 mL de 4gua peptonada a 0,1% (APHA 2001).

As amostras de fezes coletadas foram encaminhadas ao laboratério em meio de transporte Cary
Blair (Himedia, Mumbai, fndia). Todas as amostras foram enviadas ao laboratorio em caixas isotérmicas
com gelo reutilizavel.

Obtencao dos isolados. Para pesquisa de Salmonella, as zaragatoas foram acondicionadas em tubos de
ensaio com 10 mL de Agua Peptonada Tamponada (APT, Acumedia, Estados Unidos) e 25 mL do leite foi
adicionado a 225 mL de APT. O material foi incubado para pré-enriquecimento e demais procedimentos
para pesquisa de Salmonella conforme recomendag¢des da U.S. Food and Drug Administration (FDA)
(Andrews et al. 2018).

Para o isolamento e identificacdo de Yersinia, foi realizada semeadura por esgotamento em agar
MacConkey (Acumedia) com a utilizacdo da zaragatoa previamente obtida e incubagdo a 30°C por 24h. Para
analise das amostras de leite, 25 mL foram adicionados a 225 mL de APT, para pré-enriquecimento por 30
dias a 4°C. Apés, 1 mL do pré-enriquecimento foi adicionado a 100 mL de caldo PSTA, composto por 1g de
peptona A (Acumedia), 1g de Sacarose (Synth, Brasil), 3g de TRIS hidroximetil aminometano (Ludwig
Biotec, Brasil), 0,0125g de Verde Brilhante (Synth), 0,192g de Azida de S6dio (Synth) e 4gua destilada qsp
1 L, suplementado com Ampicilina (Sigma Aldrich, EUA) na concentragdo de 5mg/L e incubado a 30°C por
48h. Depois deste periodo, foi feita semeadura em Agar MacConkey e incubagido a 30°C por 24h. De trés a
cinco colonias lactose negativa de cada amostra foram semeadas em caldo Infusdo de Cérebro e Coracgdo
(BHI, Acumedia) e, apds incubagao a 37°C por 24h, foi feita identificacdo da espécie Y. enterocolitica de
através da verificacdo de motilidade no agar SIM (Micromed, Sdo Paulo, Brasil), como descrito por FDA
(Weagant e Feng 2016).

A determinagdo da presenca de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada conforme descrito
por FDA (Bennete e Lancette 2017), com modifica¢cdes. As zaragatoas com as amostras de fezes e uma
aliquota do leite foram diretamente semeadas em superficie de agar Baird-Parker (Himedia) e incubadas a
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37°C por 48h. De trés a cinco coldnias tipicas e atipicas foram inoculadas em BHI e incubadas a 37°C por
24h para realizacao da prova da coagulase, que consiste na mistura de 0,3 mL de cada cultura com 0,3 mL
de plasma de coelho e incubagao a 37°C por 6h para observacao de coagulacao.

Para pesquisa de Listeria monocytogenes foi feito enriquecimento primario das zaragatoas com as
fezes em 10 mL de caldo de enriquecimento para Listeria (UVM, University Vermont Medium) e 25 mL de
leite em 225 mL de caldo UVM, incubados a 30°C por 24h e os demais procedimentos conforme Timm et al.
(2016).

Culturas em BHI dos isolados de Salmonella, Staphylococcus coagulase positiva, L. monocytogenes e

Y. enterocolitica foram misturadas com 20% de glicerol, para manutencio de estoque a -70°C, e recuperadas
quando necessario.
Avaliacdo da sensibilidade a meticilina. Para avaliar a sensibilidade a meticilina foi realizada
metodologia de disco-difusdo, conforme Bauer e Kirby (1966), utilizando o antimicrobiano Cefoxitina 30 ug
(CFO). A escolha do antimicrobiano foi realizada de acordo com CLSI (2015). Os isolados confirmados como
S. aureus tiveram sua turbidez padronizada pela escala de McFarland em 0,5 e foram semeados em
superficie de agar Mueller-Hinton (Kasvi, Italia), entdo, foi assentado o disco impregnado com o antibiético.
As placas foram incubadas a 37°C por 24h e os halos foram medidos. Foram considerados resistentes
aqueles com halos inibitérios menores ou iguais a 21 mm e suscetiveis os isolados que apresentaram halos
maiores ou iguais a 22 mm.

Reacdo em cadeia da polimerase. Os isolados de Y. enterocolitica foram confirmados pela técnica de PCR
usando dois pares de primers (duplex-PCR), conforme Wannet etal. (2001). Cada 25 pL da mistura de reagdo
continha os primers especificos para o gene ail (Quadro 1) na concentracdo de 160 nM e para o gene rRNA
16S na concentragdo de 80 nM, 200 uM de cada nucleotideo, 0,5U de Taq DNA polimerase, 1x de tampao, 2
uL (20 ng) de DNA. A amplificagdo foi realizada em termociclador a 94°C durante 5 minutos, seguido por 36
ciclos de 94°C durante 45 segundos, 62°C por 45 segundos e 72°C por 45 segundos. Uma extensao final foi
feita a 72°C durante 7 minutos. Os produtos da PCR foram corados com GelRed (Uniscience, Sao Paulo,
Brasil) para visualizacdo em eletroforese em gel de agarose (Panreac Quimica SA, Barcelona, Espanha) a
1,5%.

Quadro 1 - Primers utilizados na identificacao de Y. enterocolitica

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

Al TTAATGTGTACGCTGGGAGTG ail 425 Wannet et al.
(2001)

A2 GGAGTATTCATATGAAGCGTC

Y1 AATACCGCATAACGTCTTCG rRNA 16S 330 Neubauer et al.
(2000)

Y2 CTTCTTCTGCGAGTAACGTC

A identificacdo das espécies S. aureus, S. intermedius e S. hyicus foi feita através de analise do DNA
dos isolados de Staphylococcus coagulase positiva através de multiplex-PCR, pesquisando a presenca do
gene nuc com uso dos primers representados no quadro 2. Foi utilizado o protocolo relatado por Sasaki et
al. (2010). Cadareagdo de 50 pL continha 2 pL (20 ng) de DNA extraido, 2U de Taq DNA polimerase, 10 pmol
de cada primer, 0,2 nM de desoxinucleosideo trifosfato (ANTP) e tampdo de reagdo. A amplificacdo foi
realizada a 95°C por 2 minutos, 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1
minuto, e extensao final a 72°C por 2 minutos. Os produtos da PCR foram visualizados em eletroforese em
gel de agarose a 1%, conforme descrito anteriormente.
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Quadro 2 - Primers utilizados na identificacao das espécies de Staphylococcus

Primer Sequéncia (5" a 3’) Gene Tamanho da Espécie

alvo amplificacdo

(pb)

au-F3 TCGCTTGCTATGATTGTGG nuc 359 S. aureus
au-nucR GCCAATGTTCTACCATAGC
in-F CATGTCATATTATTGCGAATGA nuc 430 S. intermedius
in-R3 AGGACCATCACCATTGACATATTGAAACC
hy-F1 CATTATATGATTTGAACGTG nuc 793 S. hyicus
hy-R1 GAATCAATATCGTAAAGTTGC

Perfis moleculares. Os perfis moleculares dos isolados de Y. enterocolitica e S. aureus foram analisados
através da técnica de reagdo em cadeia da polimerase com elemento repetitivo palindréomico (rep-PCR),
fazendo uso do primer (GTG)s (Versalovic et al. 1994). As condi¢des da rep-PCR foram as seguintes: 2,5 pL
de DNA, 2 pL do oligonucleotideo 5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3", 12,5 uL. de Master Mix (Qiagen, Alemanha) e
8 uL de dgua para completar o volume da reacdo. Para a amplificacdo foram realizados 1 ciclo de 94°C por
5 minutos, 30 ciclos subsequentes de 95°C por 30 segundos, 45°C por 1 minuto e 60°C por 5 minutos, e
finalmente 1 ciclo de 60°C por 16 minutos. Para a visualiza¢do dos padrdes de banda das diferentes regides
amplificadas, os produtos da rep-PCR foram corados com GelRed e a eletroforese foi realizada em gel de
agarose 2%.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Pelotas, sob
numero de parecer 0978-2016 e a captura das aves silvestres foi autorizada pelo Instituto Chico Mendes de
Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), sob nimero 57 261-1.

RESULTADOS
Foram feitas coletas em seis propriedades leiteiras, obtendo-se 88 amostras de fezes de vaca e o
mesmo nimero de amostras de leite, 11 amostras de maos de ordenhador e 106 amostras de fezes de aves
silvestres que estdo discriminadas no quadro 3 por espécie. Neste total, esta incluida uma amostra de fezes
obtida de um ninho de Passer domesticus encontrado em uma sala de ordenha.

Quadro 3 - Aves silvestres capturadas para pesquisa de Salmonella, Y. enterocolitica, L.
monocytogenes e S. aureus nas fezes

NOME COMUM NOME CIENTIFICO QUANTIDADE
Sabia-laranjeira Turdus rufiventris b 34
Rolinha-picui Columbina picui® 14
Rolinha-roxa Columbina talpacoti 12
Jodo-de-barro Furnarius rufus 12
Asa-de-telha Agelaioides badius 7
Tico-tico Zonotrichia capensis 5
Canario-da-terra Sicalis flaveola 3
Cardeal Paroaria coronata 3
Sabia-poca Turdus amaurochalinus 3
Bem-te-vi Pitangus sulphuratus 2
Pardal Passer domesticus 2
Sanhago-cinzento Tangara sayaca 2
Andorinha-do-campo Progne tapera 1
Azuldo Cyanoloxia brissonii? 1
Pica-pau-carijé Colaptes melanochloros 1
Pintassilgo Spinus magellanicus 1
Suiriri-cavaleiro Machetornis rixosa 1
Tapicuru Phimosus infuscatus 1

a Espécies das quais foi isolado S. aureus.
b Espécies das quais foi isolada Y. enterocolitica.
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Das amostras obtidas das fezes de aves silvestres capturadas e do ninho, 5/106 (4,7%) foram
positivas para S. aureus, as quais eram oriundas de Turdus rufiventris (4) e Cyanoloxia brissonii (1). Destes,
4 (80%) foram classificados como MRSA, sendo 3 de T. rufiventris e 1 de C. brissonii. Também houve
isolamento de Y. enterocolitica de 3/106 (2,8%) das amostras, as quais eram provenientes de T. rufiventris
(2) ede C. picui (1).

Das fezes de vaca houve isolamento de Y. enterocolitica em 1/88 (1,1%) e S. aureus em 6/88 (6,8%),
dos quais 5 (83,3%) foram classificados como MRSA.

Das amostras de leite coletadas, 1/88 (1,1%) foram positivas para Y. enterocolitica e 8/88 (9,1%)
para S. aureus, dos quais 6/8 (75%) foram classificados como MRSA.

Foram coletadas 11 amostras de superficie de mio de ordenhador e houve isolamento de 1/11
(9,1%) de MRSA.

Em uma mesma propriedade, os isolados de S. aureus obtidos das amostras de fezes de uma ave
silvestre (T. rufiventris) e das amostras de fezes e leite de duas vacas apresentaram perfil molecular idéntico.

Nao houve isolamento de Salmonella e L. monocytogenes das amostras analisadas no trabalho.

DISCUSSAO

A transmissdo de micro-organismos patogénicos entre aves silvestres, vacas em producio e leite
foi demonstrada a partir da verificagcdo da similaridade genética dos isolados, uma vez que S. aureus com o
mesmo perfil molecular foi isolado das fezes de T. rufiventris e das fezes e leite de duas vacas.

As areas de armazenamento de estrume fornecem oportunidades adicionais de forrageamento para
aves e outros animais silvestres, porque o esterco geralmente contém graos ou outros alimentos que foram
descartados durante a alimentagdo ou foram defecados por gado (Cernicchiaro et al. 2012) e assim, estas
aves podem se contaminar, disseminando os micro-organismos eliminados pelas vacas, contaminando
animais silvestres e ambiente. Pradham et al. (2009) indicaram que agentes endémicos de doencas
infecciosas com potencial zoonético sdo comuns em animais leiteiros e em seus ambientes, o que pode gerar
uma contaminag¢do entre o rebanho, com a disseminacdo desses agentes e, até mesmo, contaminacido
ambiental e de animais silvestres que entrem em contato com o gado. As aves silvestres, por sua vez, quando
contaminadas podem ser fontes de contaminagdo para as vacas, ocorrendo a situagao inversa. No nosso
estudo, ndo é possivel afirmar em que sentido se deu a transmissao, se das aves silvestres para as vacas em
producdo ou no sentido contrario, com exce¢do do caso especifico de MRSA. As primeiras cepas de S. aureus
que desenvolveram resisténcia a meticilina foram isoladas de hospitais humanos (Pearman et al. 1985),
posteriormente sendo também isoladas de trabalhadores rurais, principalmente ordenhadores, e leite
(Witte 2000, Feler et al. 2010, Lim et al. 2013). Portanto, pode-se concluir que os humanos tenham sido a
fonte original de contamina¢do para os animais de produgdo e que as aves silvestres tenham sido
contaminadas por humanos ou animais domésticos, provavelmente através das suas fezes, e
posteriormente disseminado os micro-organismos. Smith et al. (2017), no Reino Unido, e Wardyn et al.
(2012), nos Estados Unidos, apds isolarem MRSA de aves silvestres, afirmaram que S. aureus é transportado
por varios animais silvestres comumente encontrados entre os humanos. No Brasil, a ocorréncia de S.
aureus em aves silvestres ainda é muito pouco estudada. Branconaro et al. (2015) relataram a presenca da
bactéria no intestino de 3/253 (1,2%) das aves silvestres que estudaram no estado de Sdo Paulo. Estes
autores nao pesquisaram a resisténcia dos isolados a meticilina, nem mencionam as espécies portadoras. O
nosso estudo é o primeiro registro da ocorréncia de S. aureus em T. rufiventris e C. brissonii e também o
primeiro em registrar a ocorréncia de MRSA em aves silvestres no Brasil.

A presenca da mesma cepa de S. aureus no leite e nas fezes da mesma vaca indica que houve
contaminacgdo da glandula mamaria pelas fezes. Esse fato ressalta a importancia dos cuidados higiénicos no
manejo dos animais e da ordenha, de forma a prevenir a contamina¢do da glandula mamaria por micro-
organismos patogénicos de origem intestinal. S. aureus é o patégeno mais frequentemente isolado de leite
cru (Zecconi & Hahn 2000). Essa bactéria esta presente em cerca de 50% das infec¢des da glandula mamaria
dos bovinos leiteiros, como demonstrado por André et al. (2008), em Goids, Mota et al. (2012), em
Pernambuco, Costa et al. (2013), em Minas Gerais e Langoni et al. (2015), em Sao Paulo, o que explica o seu
isolamento no nosso estudo das amostras oriundas das vacas, sejam fezes ou leite, e também dos isolados
obtidos a partir de fezes de aves silvestres e mdos de ordenhadores.

De acordo com Witte (2000) e Moon et al. (2007), a crescente resisténcia dos micro-organismos
isolados de rebanhos leiteiros a antibiéticos se deve ao uso incorreto de -lactamicos para infusido
intramamaria e a presenca de genes de resisténcia em células bacterianas que acabam sendo selecionadas
com a aplicacdo dos antibi6ticos. Mesmo meticilina ndo sendo o medicamento comumente utilizado para
tratamento de mastite, a resisténcia a classe dos -lactamicos confere esse mecanismo de prote¢do também
frente a este antibiético, que pertence a essa mesma classe (Silva et al. 2018).
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O isolamento de MRSA obtido no nosso trabalho a partir da mao de um ordenhador é
particularmente importante, uma vez que ele entra em contato com os tetos das vacas e com o ambiente da
sala de ordenha, podendo carrear estes micro-organismos resistentes a diversos locais, incluindo a prépria
familia. Moon et al. (2007) isolaram MRSA da mao de ordenhadores e de vacas em lactagio e afirmaram que
a transferéncia ocorreu dos seres humanos para os animais, os quais disseminaram cepas pelo rebanho. O
ambiente também pode ser uma fonte de infecgdo, como relatado por Silva et al. (2018), que afirmaram que
este micro-organismo pode sobreviver durante meses no ambiente, desde que as condi¢des para sua
sobrevivéncia, como temperatura e umidade, sejam favoraveis.

Todas as aves silvestres capturadas sio consideradas endémicas na regido de coleta, tém habitos
alimentares e comportamentais semelhantes, vivem em matas, mas conseguem viver em consonancia com
outros animais, em ambientes de producdo e até mesmo em ambientes mais urbanizados. A espécie que
teve maior casuistica, tanto por albergar S. aureus e Y. enterocolitica, como por ser portadora da mesma
cepa isolada de fezes e leite de vaca foi T. rufiventris. Esta espécie tem o habito de ficar no solo, procurando
invertebrados e frutas para se alimentar, vive na borda de matas e em areas abertas arborizadas, o que leva
esses animais a viverem em parques urbanos e até jardins (Timm e Timm, 2016), estando em contato com
0 ambiente em que animais de produg¢do e companhia vivem, bem como com os seres humanos.

Outros autores também acharam Y. enterocolitica nas fezes de animais silvestres. De 218 zaragatoas
com conteudo fecal obtidas de aves migratorias, Foti et al. (2011), na Itélia, obtiveram 183 isolados de
diferentes espécies de enterobactérias e, dessas, 8 (4,4%) eram Y. enterocolitica. Diferentemente do nosso
estudo, Dias et al. (2014) ndo isolaram este micro-organismo de aves capturadas em aviarios localizados no
sul do Brasil. Ja, Niskanen et al. (2003), na Suécia, e Najdenski et al. (2018), na Bulgaria, isolaram Y.
enterocolitica das fezes de aves migratorias, obtendo 34/673 (5,1%) e 26/468 (5,6%) de positividade,
respectivamente. No Japao, Kato et al. (1985) avaliaram fezes de aves silvestres que eram frequentemente
observadas nos graos que serviam de alimenta¢ido para animais de produgio e obtiveram 21/500 (4,2%)
de positividade para Y. enterocolitica. Rouffaer et al. (2017), na Bélgica, isolaram Y. enterocolitica de
103/329 (31,3%) das fezes de Passer domesticus capturados em regides urbanizadas e area rural. Estes
autores inferiram que a fauna silvestre é cada vez mais reconhecida como um vetor importante, ou potencial
reservatdrio, para varios patégenos humanos, como o micro-organismo isolado. Também especularam que
a coexisténcia das aves silvestres com animais de producdo pode contribuir para a ocorréncia de Y.
enterocolitica em aves silvestres, ja& que os animais de producdo podem carrea-las e através das fezes
contaminar o ambiente e as aves.

Assim como no nosso estudo, Y. enterocolitica ja foi isolada em amostras de leite cru em outros
trabalhos, como os de Tavares et al. (2017), no Brasil, Rahimi et al. (2014) e Jamali et al. (2015), ambos no
Ir3, Darwish et al. (2015), no Egito, e Bonardi et al. (2018), na Italia. O isolamento deste micro-organismo
em leite cru ressalta o papel do leite como importante veiculo propagador de Y. enterocolitica, com
consequentes riscos para quem consome esse alimento contaminado.

Semelhantemente ao nosso trabalho, Liang et al. (2015), na China, obtiveram Y. enterocolitica de
18/648 (2,78%) das amostras de fezes de gado que analisaram. Também Fukushima et al. (1983), no Japao,
isolaram o micro-organismo de 6/618 (0,7%) das amostras de fezes de bovinos leiteiros estudadas. Bullians
(2011), na Nova Zelandia, diferentemente dos resultados encontrados no nosso estudo e nos trabalhos dos
autores anteriormente citados, ndo obtiveram isolamento de Y. enterocolitica de fezes de bovinos.

No nosso estudo, ndo houve isolamento nem de Salmonella, nem de L. monocytogenes das amostras
analisadas. Embora a ocorréncia destes micro-organismos em fezes e leite de vacas ndo seja raro (Fleming
etal., 1985, Pradham et al,, 2009, Halley et al., 2015, Owusu-Kwarteng et al., 2018), poucos sio os trabalhos
relatando o seu isolamento de aves silvestres. Pedersen et al. (2006), nos Estados Unidos, Alley et al. (2011),
na Nova Zelandia, Dias et al. (2014) e Cunha et al. (2016), ambos no Brasil, isolaram Salmonella de fezes de
aves silvestres. Yoshida et al. (2000), no Japdo, e Hellstrom et al. (2007), na Finlandia, isolaram L.
monocytogenes também de fezes de aves silvestres. Das espécies que albergavam algum dos dois patégenos
analisadas nesses trabalhos, apenas S. flaveola (Dias et al. 2014) e P. coronata (Cunha et al,, 2016) foram
capturadas no nosso estudo. Entretanto, os individuos amostrados ndo apresentaram nenhum dos micro-
organismos pesquisados.

Segundo Van Kessel et al. (2011), apesar dos esfor¢cos consideraveis para estabelecer sistemas e
protocolos de ordenha higiénicos, a contaminacdo fecal é praticamente inevitavel e, portanto, o leite esta
em risco de contaminagdo com qualquer patégeno presente nas fezes ou no ambiente da fazenda. Sendo
assim, é necessdrio que este alimento seja produzido da forma higiénica, em salas de ordenha que nio
permitam o ingresso de animais estranhos, tanto domésticos como silvestres, que o rebanho leiteiro seja
constantemente monitorado quanto aos patdégenos presentes e também que o leite sofra tratamento
térmico para seu consumo, para que assim este alimento nio seja fonte de contaminacio de micro-
organismos patogénicos para quem o consome.
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CONCLUSOES

S. aureus isolados de leite e fezes de vacas em lactagio e de aves silvestres apresentaram idéntico
perfil molecular, demonstrando a ocorréncia da transmissdo deste micro-organismo entre aves silvestres,
vacas em producdo e leite. No caso especifico de MRSA, considerando a origem da resisténcia desenvolvida
por estas cepas, pode-se concluir que a contaminacao inicial partiu de humanos ou animais domésticos para
os silvestres, embora estes possam posteriormente servir de disseminadores.

T. rufiventris e C. brissonii podem ser portadores de S. aureus, inclusive de cepas resistentes a
meticilina, e elimina-las no ambiente. T. rufiventris pode também, assim como C. picui, albergar Y.
enterocolitica, bactéria que também pode estar presente nas fezes de vacas em producio e no leite cru.

Além das aves silvestres, MRSA pode ser isolado de mio de ordenhador e de fezes e leite de vaca, o
que representa um risco adicional, ja que este micro-organismo apresenta resisténcia aos medicamentos
comumente utilizados para tratamento de infec¢des em humanos e animais.
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Legendas das figuras

Quadro 1: Primers utilizados na identificacdo de Y. enterocolitica

Quadro 2: Primers utilizados na identificacdo das espécies de Staphylococcus

Quadro 3: Aves silvestres capturadas para pesquisa de Salmonella, Y. enterocolitica, L. monocytogenes e S.
aureus nas fezes



4 Consideracdes Finais

Aves silvestres entram em contato direto e indireto com animais de producao,
assim, caso venham a carrear micro-organismos patogénicos, podem contaminar os
animais, transmitindo-os também para os ambientes por onde transitam. Esta
contaminacdo pode ocorrer no sentido contrario, em que os animais de producao
contaminam o ambiente e também as aves silvestres, 0 que pode ser demonstrado
pelo isolamento de MRSA de aves silvestres.

T. rufiventris e C. brissonii podem ser portadores de S. aureus, inclusive MRSA,
e elimind-lo no ambiente. T. rufiventris e C. picui podem albergar e disseminar Y.
enterocolitica. Esses mesmos micro-organismos também sdo encontrados em fezes
e leite de vacas em producado. A informacao sobre quais espécies silvestres podem
ser portadoras de micro-organismos patogénicos € relevante, especialmente no caso
de S. aureus, bactéria cuja transmisséo entre animais domeésticos, aves silvestres e
alimento foi demonstrada no nosso estudo. MRSA foi isolado das mé&os de um
ordenhador, o qual pode carrear 0 micro-organismo para as vacas e até mesmo para
o produto da ordenha, fazendo com que o leite seja contaminado e chegue na industria
com micro-organismos patogénicos resistentes a antibiéticos.

A contaminacao do leite por micro-organismos patogénicos pode ser evitada
de varias formas para que essas bactérias ndo cheguem até o consumidor. Evitar o
ingresso de outros animais além das vacas em lactacdo, sejam domésticos ou
silvestres, na sala de ordenha é o ponto inicial de prevencdo dessa contaminacao.
Manter habitos higiénicos adequados e rigorosos na ordenha, monitorar o rebanho
leiteiro quanto a presenca de patdégenos e fazer tratamento térmico no leite para
consumo sao também medidas importantes para o controle de S. aureus e Y.

enterocolitica.
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Anexo | — Autorizacao para atividades com finalidade cientifica
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagdo e Informagac em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 57261-1 | Data da Emisséo: 29/03/2017 14:15 | Data para Revalidagao®: 28/04/2018
* De zcordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizaco tem prazo de validade equivalente ao previsto no cror de atividades do projét;

mas deverd ser revalidada anualmente mediante 2 apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisblo no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversério de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Cludio Dias Timm —ay . 1 7 7|cPF:303.022.340-08

Titulo do Projeto: Similaridade entre cepas de micrn-bfg‘ i e ﬁa)ados epi_lehaﬁqs e de aves silvestres e micromamferos capturados

nestes estabelecimenios

Nome da Insliluicdo : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS CNPJ: 92.242.080/0001-00

Cronograma de atividades

# Descricac da atividade |_Inicio (mésiano) [Fim (mésiano)
1 | Contato com us proprial?nas e coleta de 1 0272017 6.2019
2 |PCRpami mﬁn ifica 24,0 008 €s0C1eS T04/2017 0712019
3 | Comparaljo das cepas por rep-PCR 10572019 10/2019
4| Sorotipagem de Salmonelia 0772019 082018
5 Avalia)yo dos & reca;. ;0 40 manuscrite 09/2019 12/2019 3]
Observagoes e ressalvas
| As atividades de campo exercidas pot pessoa naluml ou Iurlduca 0 em tado o territo ional, que Impli o desl de rea [ e
1 | materials, tendo por objeta coletar dados, l6 , pegas | da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e 18cnicas que se dest aa estudo, é dI'USBD oud pesquisa, ostdo sujoilas a iza¢ho do Ministério de Ciéncia & Temolagu;
Esta autorizagio NAO exime o pasquisador titular & s membros ce sua equipe da necessidade e obter as anuoncias em outos | legais, bem
2 |como do consenfimento do responsével pela drea, piblica au privaca, onde ser realzada a atividade, inclusive do Grado gestor de larra indigena (FUNAI), da
unidade de conservacia estedual, distrital ou municipal, ou do propriatdrio, arrerdatatio, posseiro ou morader de drea dentro dos limites de unidads de consevagao
faceral cujo processo da ragularizagio f Aria enconiro-ss em curso.
Este documento somente podera ser utllizado para os fins previsios na Instrugao Normative ICM3io n° 03/2014 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n® 1072010, no que
3 esla A rgo ser ulilizado para fins is, Industriais ou esporti O material bioldgico coletade cevers ser tilizado para atividades
ou didaticas no mbito do ensine superior.
O tiwfar de 9Imnca oU autorizagao & 0s membros da sus equipe deverdo oplar por métogos de colela ¢ | de captura direcionados, sempre que possivel,
4 | aogrupo dei , Bvi a morte oy dano significativo a outros grupos; & empregar esforgo de colela ou caplura que ndo comaromela a viabilidade
|| da popuiagbes do gnipo dmico de em candicdo in situ.
O titular de aulonzaﬁa ou de Ivcenw pernaneme assim cumo 08 membras de sua equipe, quanda da viclagao ca legislacdc vigenle, ou qUANGG da Inadequagio,
5 |amrissao ou falsa ¢do de que a expedicdo do ato, podera, medianle decisdo mativada, ter a autorizacio ou licenga
ou revogada pelo ICMBio, nes termus da legislagio brasileira em vlgnr
Est e docun‘enm nao ci 0 cumprimento da lagislacao que dispde sobre acesso & P e do 1o genético exi no , na
6 enazona i lusiva, ou ao tradicional iado ao patrimoni ético, para fins de pesquisa cientlfica,
bioprospecgdc e d lvimento tecnoldgico. Veja maiores informacdes em wwav.mma.gov.oricgen.
v Em caso de pasquisa em UNIDADE DE CONSERVAGAO, o pesquisadar thular desta autoriz gao devara a inistragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedicdaos, as icoes para realiza¢do das coletes e de uso da infra-estrutura da unidace.
Oulras ressalvas
[1_| Todas a5 aves que vierem a Gbito Geverao ser lombadas na colegat armilologica do Musal Caros Ritter (UFPEL]
Equipe
) Nome Funcao CPF Doc. Identidade Nacl
1_| Bébora Rodrigues Silveira colaboradara 077.102,862-00 80083955 ssp-PR Brasiura 7|
|2 | Thamlris Pereira de Moraes colaboradara 015.799.250-11 28092644732 SUS-RS B

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

3 Municipio [ _UF [ Descricio do local [Tipo |
1 |PELOTAS RS ropriedadas rurais p delails | Fora de UC Federal |

Este documento {Autarizagao para atividades com ﬁnahdade clemfﬁcs) fol expedldo nom base ‘na Instrug3o Normativa n® 03/2014, Através do codigo
de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo podera vanﬁwrd Bmmhddadedu regularldade desta documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

| B
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacso e Informagdo em Blodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 57261-1 | Data da Emissio: 20/03/2017 14:15 | Data para Revalidagao*: 28/04/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esla autorizagio tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser lidad: e medi aap wtacdo do refatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do ani ario de sua emissao

Dados do titular -

Nome: Cléudio Dias Timm = | j_ch 303.022.340-04

Titulo do Projeto: Similaridade entre cepas de miau-organlsmos pa!ug],pleos isqladeq an Ieltar(as e de aves silvestres e 4 feros capturad;
nestes estabelecimentos

Nome da Institui¢io : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS CNPJ: 92.242,080/0001-00
[2_|ARROIC GRANDE RS edades rurais produtoras ge laite Gra 0= UC Federal

3 _|CAPAO DO LEAQ RS Propriedades rurais produtaras de lelle Fora de UC Federal
4| MORRO REDONDO RS Propriadades rurais produtoras de leite Fora de UC Fedaral

5 | ARROIO DO PADRE RS dades rurais produtoras de lelle Fora de UC Federal

SAD LOURENCO DO SUL RS adades rurais produtoras de lsite ora de UC Federal

7_| CANGUCU RS Proprisdades rurals produtoras de lede ora de UC Federal
|8 | TURUCU RS ropriedades rurais produtoras de lefe Fora de UC Federal
19 | RIO GRANDE RS Prapriedades rurais produtoras de lade Fora de UC Federal

10 | CERRITO Propriadades rurals utoras de |eds Fora de UC Federal
| 71 [ PEDRO OSORIO RS | Propriedades rurais produtoras de leits Fora ce UC Federal

12 | JAGUARAQ RS edades rurais produtoras de laita Fora de UC Federal
Alividades X Taxons

7 Alividade TAxons

C Fumariidae, Icienida, Pl Tnynuae.T lodytidae, Cavidae, F
1| Coptura de animais siivestras in situ Carcinaidae, Plodae, Scienuidia, e FewoiNdee, Parafidas, Tyanolda. .,
Hirundinidae, Murldae, Turdidae, Estrildidae. capensis

Material e métodos

1 _| Amostras biclogicas [Aves! Fezes

2 | Amostraa bickdgicas (Outros mamileras) ezns
|3_| Método da capturalcoletn (Aves) Rade de neblina
14| Método de capluralcoleta (Outros mamileros) Armadiha tipo gaiola com atragao por iscas ("Box Trap/Tomanawk/Sharman')

5 | Método de mi Aves) Coranies

€ | Mélodo de marcacao (Outros mamiteros) Qutros mélodos da marcacaa(corante)

Destino do material biolégico coletado

# Nome local destino | Tipe Destino ]
1 [_UNNE%!BAD‘_E FEDERAL DE PELOTAS 1 ]

Este documento (Autorizagdo pars atividades com ﬂnalidade ?antm::a) fol éxpegida corn base ha Instrugio Nomativa n® 0372014, Através do cddigo
de icagao abaixo, lquer cidaddo poderé venﬁcars wwnuddade regtuaguaﬂe desxg documente, por meio da pégina do Sisbio/ICMBIo na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio). o

Cddigo de autenticagio: 36741826

| Pagina 2/4
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservac&o da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacao e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 57261-1 Data da Emissdo: 29/03/2017 14:15 I Data para Revalidacao®: 28/04/2018

* De acordo com o art, 28 da IN 03/2014, esta aulorizagdo lem prazo de validad valente ao p no ql de allvidades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de auvidadas a ser enviado por meio do Sisblo no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversanio de sua emissa

Dados do titular

Nome: Cléudio Dias Timm B I = | cPF: 303.022.340-04

Titulo do Projeto: Similaridade entre capas de mlcro-orgmlsmoq patogyuaqs‘lsolqdqa em lenatiqs e de aves silvestres e micromam feros capturados
nestes estabelecimentos e e .

Nome da Instituicao : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS ICNPJ: 92.242.080/0001-00

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa n® 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagéo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado 2 instituigéo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Téxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este d o (Autorizago para ativi com ﬂhaﬂdade :lsﬁllﬂw} 1ol expedida com base fa Instrugdo Normativa n® 03/2014. Através do codigo
de autentlcagdo abaixo, qualquer cidadao podera venﬁata autenliddlde au regwaﬂdadg desw documento, por meio da péagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (wavw.icmbio.gov.br/sisbla). FTr= L

Cédigo de autenticagio: 36741826 IMII""II"II L_Pégna3it |




Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéio da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Infa ¢do em Biodi idade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 57261-1 | Data da Emissao: 23/03/2017 14:15 l Data para Revalidagio®: 28/04/2018
~ De acordo com o art, 28 da IN 03/2014, esla autorizagao lem prazo de validade equivalente ao previsio no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser lidada ar diante a ap gdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da dala do aniversario de sua em|ssao.
Dados do titular
Nome: Cléudio Dias Timm o B 20 L0 [ 40 |CPF: 303.022.340-04

Titulo do Projeto: Similaridade entre cepas de micro-organismos pamgydt;ushdqdoa sm‘leﬂaﬂ‘a;s e de aves silvestres e micromam feros capturados

nestes estabelecimentos

Nome da Instituico : UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS CNPJ: 92,242.080/0001-00

* Identificar o écime no nivel dmico passivel,

Este documanto (Autorizacao para atividades ‘com finalidads elentifica) ol expedida coni base fia Instrugio Normativa n° 03/2014, Através do cédigo
de icacio abalxo, qualquer cidadao podera verificara ngﬁd@em reélsﬁc]laﬁgdes;‘n"docmnento. por meio da pagina do Sisblo/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.brisisblo). D1\ i

Cédigo de autenticagao: 36741826 w“mm' [ Pagrads |
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Anexo Il — Parecer consubstanciado do CEP

UFPEL - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE ({W
FEDERAL DE PELOTAS

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DADOS O PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Simiaridade entre cepas de micro-onganismos patogénicos isolados em leitarias e de
aves silvesires & micromamifencs capturados nestes estabelecimentos.

Pesquisador: CLAUDID DIAS TIMM

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 70237617 2.0000.5317

Instituigao Proponente: Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas
Patrecinador Principal: Financiamento Progrio

DADOS O PARECER

Mumero do Parecer: 2177858

Apresentagdo do Projeto:

0 leite & seus derivados s30 um grupo de aimentos importante em casos & sutos de intoxicacies causadas
por Staphylococous coagulase positiva. As espeécies gue apresentam interesse em microbiologia de
alimentos por causarem intoxicagles em decorréncia da ingestao de enterotoxinas pré-formadas s3o
Staphwlocooous aureus. S hyicus & S, intermedius. O homem e os anamais =30 05 principais resenvatonos
de 5. aureus, estando presente nas vias respiratorias e pels, além de ser um dos princicais agentes
etiologicos da mastite bovina e tambem ser encondrado no intesting de animais domesticos & sivesires. O
génerc Yersinia relne um conjunts de bacterias responsavel por ampla variedade de

patologias, tanto em sabde plblica quante em sadde animal. Os animais destinados

ao abate, o5 de estimac3o e os silvestres, incluindo mamiferos, aves, répteis & pescados, podem ser
reservatonos do agente. O leite & considerado o aimento mais complete que existe para o ser humano,
enfretanto possui destague como responsavel por surios de gastroenterite. Embora todas as fases da
obtengio e industrializac3o do leite sejam impertantes para preservac3o da qualidade, a producdo & de
destacada relevancia. Os

problemas com a produgio nas propriedades rurais podem iniciar com a ocorméncia de processos
inflamatdrios nas glandulas mamarias das vacas leiteiras, grande parte dos guais nao apresents

Ersdoreqoc R Prof Arago, £65 sala 301

EalTo:  Ceniro CEPT 5g020-350
UF: RE Munlsiple: FELOTAZ
Telefome: (23)3284-4580 Fax: (53)3221-3554 E-mall: repfamedomal. com
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UFPEL - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE W
FEDERAL DE PELOTAS

Cortinuaclo ds Paiecer, X 177858

manifestagao clinica visivel, como também podem onginar-se de falhas no processo higiénice durante a
crdenha

Objetivo da Pesquisa:

Verificar a similaridade de cepas de micro-organismos patogenicos isolados de bovinos leiteinos, leite &
maos de ordenhadores e de awes silvestres e micromamiferos capiurados no estabelecimento.

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Alergia a cloreto de sadio efou algodao.

Beneficios:

Sabers= 3 pessoa cameia oF Micro-organismos estudados & as possiblidades de efiming-los.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

) presente ira verficar 3 similaridade das cepas de Staphylococous coagulase positiva, Yersinia
enterocoliica e Salmonella isoladas em lefarias de aves silvestres, micromamiferos e vacas leiteiras, bem
como do leite obido desses animais. Através do isolamento desses micro-organismos das fezes do animais
& tambem do keite. Apds isolamento, destes serd feita extragao de DMNA & t2cnicas biomaleculares para que
seja observada 3 similaridade enfre as cepas isoladas, podendo assim, determinar se sao de origem em
comum, ou ndo. Durante o pericdo de estudo, serao coletadas amostras de fezes de vacas leiteiras, de leits
e das m@os dos ordenhadores de 10 estabelecimentos keiteiros, localizados no sul do Rio Grands do Sul.
Tambeém sera feita coleta de amostras de fezes de aves silvestres & micromamiferos captwrados nas
mesmas propriedades.

Az coletas serdo realizadas em duas visitas semanais consecutivas. Em cada visita, constiuida pela tarde
de um dia & a manhad do dia seguinte, serdo colstadas amostras de fezes & de leite de 10 vacas em
producdo, da superficie das mdos dos ordenadores e de fezes de aves silvestres & micromamiferos.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
8]

Recomendagtes:
0]

Emdsregoc  Rua Prof Arago, £65 salky 301

Balro:  Canino CEF: 5E020-380
UF: RE Munisipic: FELOTAZ
Telefone:  (333284-4560 Fax: (53)3221-3554 E-mall: cepfamedfomal.com
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UFPEL - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE erm
FEDERAL DE PELOTAS

Continucio de Panecer: 2 177 358

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
QK

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos ababoo relacionados:

Tipe Documento Arquivo Postagem Autor Situagao

Clutros TCLE CLAUDID doc 18/07/2MT | Patricia Abrantes Aceito
074720 | Duval

Infiormaghes Basicas |PE_INFOR DES BASICAS DO P | 13ma2my Acsitn

do Projeto ROJETO 8383731 pdf O8:43:52

TCLE/ Temos de  [TCLE.doc 1303207 | CLAUDIO DIAS Acsito

Ascentimento | 084121 | TIMM

Justificativa de

-

Progeto Detalhado ! |projeto.docx 120327 | CLAUDIO DIAS Aceito

Broctwra 214355 | TIMM

Inwestigador

Folha de Rosto fiolhaDeRosto pdf 0032017 | CLAUDIO DIAS Aceitn
11:54:36 | TIMM

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da CONEP:

a0

PELOTAS. 18 de Julho de 2017

Assinado por:
Patricia Abrantes Duval
(Coordenador)
Ensdsregoc  Fua Prof Araujo, £465 salks 30
Balro:  Cenbro CEP =e0x0-350
UF: RE Munloiplc: FELOTAS
Telefore:  (S33284-4560 Fax: (53)3221-3554 E-mall: cepfamediomal.oom
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Anexo lll = Comité de Etica de Experimentac¢do Animal

UFPel

Comissdo de Efca em Dpermentacad Armo.

Pelotas, 04 de abril de 2017

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada “Isolamento de bactérias patogénicas
de animais domésticos e silvestres de propriedades pluriativas e comparacio dos
perfis moleculares dos isolados” registrada com o n° 23110.000978/2016-03, sob a
responsabilidade de Cldudio Dias Timm - que envolve a produgdo, manutengéo ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), e recebeu parecer FAVORAVEL a sua execugio
pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal, em reunido de 27/03/2017.

Finalidade ( X ) Pesquisa () Ensino

| Vigéncia da autorizagdo 01/04/2017 a 31/12/2021

Espécie/linhagem/raca Bos taurus, Equus caballus, Sus scrofa, Gallus gallus,
Ovis aries, Sicalis flaveola, Zonotrichia capensis,
Columbina picui, Furnarius rufus, Columbina talpacoti

N° de animais 384 de cada espécie

Idade variavel

Sexo ambos

Origem Fazendas da Regido Sul do Rio Grande do Sul
N° Sisbio 52270-1

Método de captura Aves — rede de neblina

Micromamiferos — armadilhas do tipo Sheridan

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a3 CEEA.
Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao COBALTO
para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n° CEEA 0978-2016).

[ Jeefeaw

M.V. Dra:-Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da CEEA

ienteem: 27/ Y 1017
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