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MORAIS, A.B.C. Ocorréncia de patdgenos de origem bacteriana e viral e
marcadores de viruléncia de Escherichia coli e Rhodococcus equi isolados das
fezes de aves da fauna brasileira. Botucatu, 2014. 66p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

RESUMO

O presente estudo investigou a ocorréncia de Escherichia coli, Rhodococcus
equi, Salmonella sp., Coronavirus e Rotavirus nas fezes de Passeriformes e
Psitaciformes pertencentes a fauna nacional, de 29 diferentes espécies, sem sinais
entéricos. Foram investigados também marcadores de viruléncia nas linhagens de E.
coli (cnfl, hly, papC, papGl, papGll, papGilll, fimH, afa, sfa, iucD, usp, vtl, vi2, eae,
k88) e R. equi (genes vapA e vapB). As aves utilizadas no estudo foram provenientes
do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS) FMVZ - UNESP/
Botucatu, SP, do Parque Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros” (PZMQB) de
Sorocaba, SP e de criadores particulares com aves registradas no Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Renovéaveis (IBAMA) da regido de Botucatu, SP.
Do total de 152 amostras avaliadas foram isoladas 46 (30,26%) linhagens de E. coli
das quais 37 (80%) foram provenientes de amostras de Psitaciformes e 9 (20%) de
Passeriformes. Houve diferenca significante (p<0,05) entre 0s grupos para o maior
isolamento de E. coli nos Psitaciformes. Dentre os marcadores de viruléncia de E. coli
foram detectados os genes fim H (58,69%) e eae (4,34%). Foram isoladas 2 (1,32%)
linhagens de R. equi, todas de Psitaciformes. Nestes isolados de R. equi ndo foram
identificados os genes vapA e vapB associados a viruléncia. Foi encontrado material
genético de Rotavirus bovino em trés (1,97%) amostras de Psitaciformes. Salmonella
sp. e Coronavirus ndo foram identificados nas aves amostradas. A presenca de E. coli,
R. equi e Rotavirus em amostras de fezes de aves silvestres, sem sinais entéricos,
reforca o potencial destas espécies de servirem como reservatorios de patdégenos de
eliminacdo entérica para os humanos, devido a presenca destes animais no ambiente

domiciliar e peridomiciliar.

Palavras-chave: Passeriformes; Psitaciformes; E. coli; R. equi; Rotavirus;



MORAIS, A.B.C. Occurrence of pathogens of bacterial and viral origin and
virulence markers of Escherichia coli and Rhodococcus equi isolates from bird
feces of Brazilian fauna. Botucatu, 2014. 66p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

The present study investigated the occurrence of Escherichia coli,
Rhodococcus equi, Salmonella sp., Coronavirus and Rotavirus in the feces of
Passeriformes and psittaciformes belonging to Brazilian wildlife, from 29 different
species, without enteric signs. Virulence markers were also investigated in strains of E.
coli (cnfl, hlyA, papC, papGl, papGll, papGilll, fimH, afa, sfa, iucD, usp, vtl, vt2, eae,
k88) and R. equi (vapA and vapB genes). The birds used in the study came from the
Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS) FMVZ - UNESP /
Botucatu, SP, Parque Zooldgico Municipal "Quinzinho de Barros" (PZMQB) Sorocaba,
SP and private breeders with birds recorded in Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e
dos Recursos Renovaveis (IBAMA) from Botucatu region, SP. Of the total 152 fecal
samples evaluated were isolated 46 (30.26%) strains of E. coli. From these, 37 (80%)
were from psittaciformes samples and 9 (20%) of Passeriformes. There was a
statistical difference (p <0.05) between groups with greater isolation of E. coli in
psittaciformes. Among the virulence markers of E. coli were detected the genes fimH
(58,69%) and eae (4,34%). Were isolated 2 (1.32%) R. equi strains, all from
psittaciformes. Among these R. equi isolates any vapA and vapB genes associated
with virulence were founded. Genetic material of bovine Rotavirus was found in three
(1.97%) psittaciformes samples. Salmonella sp. and Coronavirus weren't identified in
any of the sampled birds. The presence of E. coli, R. equi and Rotavirus in fecal
samples of wild birds without enteric signs from Brazil wildlife, reinforces the potential
of these birds as a reservoirs of pathogens of enteric elimination for humans, due to the

presence of these animals in the domestic and peridomestic, environment of human.

Key words: Passeriformes; psittaciformes;, E. coli; R. equi; Rotavirus;



1. INTRODUCAO

O Brasil possui um dos biomas mais ricos e complexos de todo o
mundo. No tocante as aves, estima-se que o pais detenha cerca de 1.832
espécies pertencentes a fauna nacional. E o segundo pais com maior nimero
de espécies de aves conhecidas (Comité Brasileiro de Registros
Ornitolégicos, 2014). Os micro-organismos de veiculagdo entérica figuram
dentre as principais classes de patdégenos para humanos e animais. Este
grupo peculiar de organismos caracteriza—se por permanecerem viaveis e
com capacidade infectante em condicbes hostis do ambiente, apds a
eliminacdo fecal pelos hospedeiros. Em sua grande maioria, estabelecem
infeccdo nos susceptiveis mediante a contaminagdo de alimentos de origem
animal, agua, verduras, frutas e utensilios de uso comum. O contato estreito
dos humanos com animais, ou mesmo com 0 ambiente de criacdo dos
animais, sdo importantes elos na cadeia epidemiolégica de transmissdo de
patdgenos de eliminacdo fecal dos animais para os humanos (ACHA e
SZYFRES, 2003).

O acesso das aves da fauna silvestre ao ambiente proximo aos
domicilios favorece a contaminacdo peridomiciliar pelas fezes dos
Passeriformes e Psitaciformes. Ademais, a deficiente higienizagdo de pragas
e parques publicos e privados e a falta de conscientizagdo da populagdo em
geral quanto aos riscos representados por micro-organismos entéricos, torna
estes ambientes de alto risco a veiculagcdo de enteropatdégenos para 0s
humanos (FERNANDES et al., 2013).

Dentre os patdgenos de veiculacéo fecal, com reconhecida resisténcia
ambiental e de potencial zoondtico, relacionados a graves doencas em
humanos, merecem destaque: Escherichia coli (E. coli), Salmonella spp.,
Rhodococcus equi (R. equi), Coronavirus sp. e Rotavirus sp. (ACHA e
SZYFRES, 2003).

E. coli € reconhecida classicamente como a enterobactéria mais
importante dos animais e humanos. Linhagens da classe enterohemorragica
(EHEC) pertencentes ao sorotipo O157:H7, tém sido investigadas nos

altimos anos quanto a produgdo de verotoxinas, um tipo especial de toxina



de efeito citotdéxico (TAUXE, 1997). As estirpes produtoras desta toxina
estdo relacionadas a graves manifestacdes clinicas de colite hemorragica e
falha renal aguda em humanos, de curso geralmente fatal em criancas e
pacientes debilitados. O desenvolvimento dos quadros clinicos esta
intimamente relacionado ao consumo de carne e subprodutos de origem
bovina (com tratamento térmico inadequado) leite e derivados, verduras,
frutas e agua contaminados com as fezes de animais portadores (TARR,
1995; TAUXE, 1997). Na&o estad claramente estabelecido na literatura,
particularmente no Brasil, o impacto da manutengdo deste sorotipo
patogénico no ambiente dos humanos.

No Brasil, as investigacfes de E. coli O157:H7 verotoxigénicas foram
iniciadas com a deteccdo do sorotipo nas fezes de bovinos de
abatedouro (CERQUEIRA et al., 1999). Subsequentemente, os estudos
avancaram na investigagdo do sorotipo em alimentos de origem animal
(RIBEIRO et al., 2006) e, de forma preocupante, em pacientes humanos
acometidos por distarbios gastroentéricos e/ou renais (TRABULSI et
al.,1999). A despeito da ocorréncia do sorotipo em humanos na América
Latina, sdo ainda pouco frequentes as identificacbes de linhagens
verotoxigénicas em pacientes no Brasil (DE SOUZA et al.,2007), dificultando
aquilatar o real impacto da doenca no pais.

Sao também escassos no pais estudos voltados a investigacdo do
sorotipo O157:H7 de E. coli no ambiente cotidiano dos humanos,
notadamente de criancas, em face da alta mortalidade neste grupo
considerado de vulnerabilidade (ou de risco). Neste contexto, estudo recente
investigou a presenca de marcadores de viruléncia em 63 linhagens de E.
coli isoladas da areia de pracas e parques, publicos e privados, da regido
central do estado de Sao Paulo, sugerindo a participacdo de Passeriformes
e Psitaciformes na contaminacdo destes ambientes (FERNANDES et al.,
2013).

O género Salmonella frequentemente € incriminado como agente
causal de severos surtos de toxi-infeccdes de origem alimentar nos
humanos. O micro-organismo possui Varios sorotipos que Sao comuns aos
animais e humanos (ACHA e SZYFRES, 2003). Este género de bactérias



coloniza principalmente a porcdo distal do intestino delgado e/ou célon
das aves e de outros animais (AGUILAR et al., 2006; GODQY, 2007). A
bactéria € eliminada intermitentemente pelas fezes por varias espécies de
animais domésticos, répteis, anfibios e aves (com e sem sinais entéricos)
mantendo-se viavel por meses no ambiente (ACHA e SZYFRES, 2003).

Determinados sorotipos de Salmonella spp. isolados de animais s&o
reconhecidos atualmente como emergentes de doenca nos humanos, como
Salmonella enterica sorotipo Enteritidis (RIBEIRO et al., 2003). A grande
maioria dos estudos de casos e surtos de salmonelose em humanos tem-se
voltado & investigacdo da bactéria nos manipuladores de alimentos, nos
utensilios de cozinha e dos proprios alimentos (ACHA e SZYFRES, 2003).
No entanto, denota—se pouca preocupacdo com a participacdo da
contaminacdo ambiental pela bactéria no estabelecimento das infecgfes
nos humanos.

Em aves silvestres do zoolégico “Quinzinho de Barros” em Sorocaba,
SP, foi realizado estudo para avaliar a presenca de Salmonella spp. em
exemplares mantidos em cativeiro. Foram analisadas 100 amostras de
fezes, das quais 11foram positivas nas seguintes espécies: quatro corujas-
do-mato (Ciccaba sp), dois emus (Dromiceius novaehollandiae), um ireré
(Dendrocygna viduata), um urumutum (Nothocrax urumutum), um mutum de
penacho (Crax fasciolata), um papagaio-do-mangue (Amazon amazonica) e
um frango d’agua (Gallinula chloropus) (SCHUBERT, 2008). A semelhanca
de E. coli, ambientes peridomiciliares de visitagdo humana como pracas e
parques estdo sujeitos a contaminacdo por fezes de Passeriformes e
Psitaciformes contento salmonela, em especial para criancas e adolescentes
(FERNANDES et al., 2013).

R. equi sdo bactérias de comportamento oportunista, relacionadas a
graves infeccdes piogranulomatosas nos animais e humanos. O micro-
organismo € eliminado pelas fezes de varias espécies de animais
domeésticos e silvestres (RADOSTITS et al.,, 2007; RIBEIRO et al., 2007).
Evidéncias suportam que pacientes humanos possam adquirir a bactéria
pelo contato com o solo ou fezes de animais (PRESCOTT, 1991). R. equi

multiplica—se ativamente no solo que contenha material de origem fecal,



mantendo-se viavel por varios meses no ambiente (LINDER, 1997).
Recentemente, a patogenicidade do organismo foi relacionada a presenca de
plasmideos e proteinas associados a viruléncia (Vap) identificados
principalmente em linhagens isoladas de doenca pulmonar e entérica em
potros, linfadenite em suinos e em pacientes humanos imunossuprimidos,
em especial acometidos pela sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Aids)
(TAKAI, 1997). Nao esta completamente esclarecido o papel do ambiente
do cotidiano dos humanos, assim como o ambiente dos animais, na
transmissdo de R. equi, tendo em vista que estudos em outros paises tém
identificado tanto linhagens virulentas (presenca de Vap) como avirulentas no
solo de criatérios de animais de producdo e de ambientes de entretenimento
humano, como parques e pracas (TAKAI, 1997). Em dias atuais, a deteccéo
dos marcadores de viruléncia de R. equi sdo imprescindiveis para a
investigacdo da epidemiologia molecular da doenca nos humanos e em
animais, assim como para avaliar os reflexos em saude publica da
rodococose. No Brasil, sdo pontuais o0s estudos direcionados a
caracterizacdo de viruléncia em linhagens de R. equi de origem humana e
animal (RIBEIRO et al., 2011a,b). Ainda, sdo incipientes os estudos no pais
visando detectar a viruléncia de estirpes isoladas do ambiente dos humanos
e/ou dos animais (RIBEIRO et al., 2011b). Em estudo recente, Fernandes et
al. (2013) identificaram em 200 amostras de areia obtidas de pracas
publicas e privadas da regido central do estado de S&o Paulo, a presenca
de 23 linhagens de R. equi, aventando que a contaminacdo da areia
possa ter ocorrido pelas fezes de Passeriformes e/ou Psitaciformes.

O género Coronavirus pode infectar varias espécies de aves e de
mamiferos. Este virus possui tropismo pelas células epiteliais intestinais e
respiratorias. Nos animais, causam doencas como a bronquite infecciosa das
galinhas, a gastroenterite transmissivel dos suinos, enterite em cées, bovinos
e felinos, e a peritonite infecciosa dos felinos. As infecgbes em animais
domésticos geralmente sdo inaparentes (QUINN et al.,, 2005). O interesse
por essa familia aumentou recentemente com a classificacdo de novo
coronavirus humano causador da pneumonia asiatica (SARS-COV), visto

gue, classicamente, o coronavirus estava relacionado aos resfriados comuns



em humanos (FLORES, 2007).

Os coronavirus ndo sao estritamente espécie-especificos e sao
capazes de mutacdes frequentes. Desta forma, podem infectar novas
espécies e, portanto, € possivel a infeccdo cruzada entre animais e
humanos (GREENE, 2012). Assim, as aves domésticas e selvagens,
devem ser consideradas na cadeia epidemiologica de transmissdo da
coronavirose humana. Neste contexto, sdo escassos 0s estudos envolvendo
a deteccdo de coronavirus obtidos das fezes de Passeriformes e
Psitaciformes da fauna nacional. Fernandes, et al. (2013) detectaram duas
cepas de coronavirus na areia de parques/pracas de Botucatu, SP, e
aventaram a participacdo de aves sinantropicas/silvestres na contaminacao
destes ambientes por eliminacao fecal do virus.

O género Rotavirus é considerado um dos principais enteropatégenos
para 0os animais e humanos. Encontram-se amplamente difundidos na
natureza. Acomete humanos, aves, animais domeésticos e silvestres. As
infeccbes por rotavirus constituem uma das principais causas de
morbimortalidade infantii em todo o mundo (CDC, 1991; GLASS et al.,
1991; ACHA e SZYFRES, 2003). A eliminacao viral em altos titulos por
periodos prolongados, a existéncia de portadores e a alta resisténcia
ambiental, contribuem para a ampla disseminagdo da rotavirose. O rotavirus
€ predominantemente espécie-especifico, embora infeccbes heterdlogas
sejam relatadas. Cepas geneticamente relacionadas com virus de origem
bovina, suina, canina, felina e aviaria tém sido isoladas de criangas com
infecgcbes entéricas ou assintomaticas. De maneira similar, cepas de
rotavirus do grupo A, de origem humana, tém sido identificadas em animais
(NAKAGOMI e NAKAGOMI, 1993; DE LEENER et al., 2004; STEYER et
al., 2008). A rotavirose afeta principalmente criancas de até cinco anos,
com predominio entre seis meses a um ano de idade (ACHA e SZYFRES,
2003). Nos animais de producédo, a rotavirose ocorre predominantemente
nas primeiras semanas de vida (RADOSTITS et al., 2007).

Nao se tem notado na literatura especializada estudos que avaliem,
simultaneamente, os principais patégenos de veiculag¢édo fecal com potencial

zoonotico, de origem bacteriana e/ou viral, em aves da fauna brasileira



presentes em ambientes do cotidiano humano, tampouco voltados a
investigacdo de marcadores de viruléncia destes micro-organismos. Estudos
desta natureza sdo fundamentais para sinalizar a ocorréncia destes
patbgenos em animais saudaveis, a viruléncia dos agentes, bem como os
reflexos das aves da fauna nacional como fontes de infeccdo de patdgenos

de eliminacéo fecal para os humanos.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Colibacilose

7z

E. coli é certamente,. o principal representante das bactérias da
familia Enterobacteriaceae. Morfologicamente apresenta-se sob a forma de
bastonete Gram-negativo, encontrado na microbiota entérica de animais e
humanos (CAMPOS e TRABULSI, 1999). Diferentes autores consideram a
presenca de micro-organismos Gram-negativos no trato digestério de
Psitaciformes e Passeriformes como fator preocupante, devido ao potencial
de patogenicidade destas bactérias para as aves, outros animais e
ocasionalmente humanos (MATTES et al., 2005). E. coli é a bactéria mais
frequentemente isolada em tecidos obtidos na necropsia de aves silvestres
(DORRESTEIN et al., 1985). Determinadas linhagens isoladas de aves sao
patogénicas para 0s humanos e animais.

Nos animais de producdo, E. coli causa classicamente quadros
gastroentéricos e grande variedade de outras afeccdes, incluindo mastite,
diarreia, endometrite, cistite, nefrite, artrite, abortamento, osteomielite,
endocardite, pneumonia, conjuntivite e septicemia (RADOSTITS et al., 2007).

Nos humanos, estd bem documentada a participacdo do agente em
disturbios gastrintestinais graves, infec¢des urinarias, meningites do recém-
nascido e septicemias (FRANCO e LANDGRAF, 1996). Campos e Trabulsi
(1999) afirmaram que E. coli € responsavel por cerca de 40 a 50% da
casuistica de septicemias por bactérias Gram-negativas em humanos.
Quase que, invariavelmente, E. coli pode ser isolada do material fecal de

animais com e sem diarreia. A colonizacdo intestinal das aves por E. coli



patogénicas esta intimamente associada a fatores de estresse, ma nutricdo
ou problemas de manejo (MATTES et al., 2005).

A severidade clinica das colibaciloses depende da presenca de
fatores de viruléncia, que determinam o grau de patogenicidade das
linhagens. Certos fatores de viruléncia sdo componentes intrinsecos da
estrutura bacteriana (lipopolissacarideos de membrana), também
denominados endotoxinas (CASTRO e YANO, 1992). Outros, porém,
constituem-se de diferentes tipos de exotoxinas ou citotoxinas
(enterotoxinas, verotoxinas, hemolisinas e fator necrosante citotoxico), bem
como propriedades que permitem a multiplicacdo em meios com baixa
disponibilidade de ferro (CAMPOS e TRABULSI, 1999).

A patogénese das infec¢des de Psitaciformes, Passeriformes e outras
aves silvestres por E. coli é pouco conhecida. Aparentemente, E. coli de
origem aviaria produz menor diversidade de exotoxinas comparativamente
as estirpes de mamiferos que apresentam grande complexidade destas
toxinas, resultando em diversas manifestagcdes clinicas nestas espécies
(RITCHIE et al., 1994).

As linhagens de E. coli responséaveis por disturbios entéricos nos
humanos e nos animais foram agrupadas nas ultimas décadas em seis
classes patogénicas: enterotoxigénicas (ETEC), enteropatogénicas (EPEC),
enterohemorragicas (EHEC), enteroinvasoras (EIEC), enteroagregativas
(EaggEC) e de aderéncia difusa (DAEC), subdivididas pela capacidade de
producdo de toxinas, de invasao celular e pela apresentagcdo de
determinadas manifestacbes clinicas (FRANCO e LANDGRAF, 1996).
Recentemente, tem-se proposto nova classe denominada uropatogénica
(ACHA e SZYFRES, 2003). Nos ultimos anos, E. coli EHEC sorotipo
0157:H7 tem emergido como causa preocupante de doenca entérica e
sindrome urémica em humanos (TARR, 1995; TAUXE, 1997). E. coli
sorotipo O157:H7 inibe a sintese protéica, produz toxinas com efeito
citopatico “in vitro” em células Vero denominadas de verotoxinas (VTsS) ou
Shiga-like toxinas (STX) (LEVINE, 1987) e altera os fatores de coagulagéo
sanguinea. O conjunto desses efeitos patogénicos culmina em grave quadro

de colite hemorragica, trombocitopenia e sindrome urémica hemolitica,
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frequentemente fatal em criangas e individuos com debilidade organica
(TAUXE, 1997).

Epidemiologicamente, a espécie bovina € caracterizada como a
principal fonte de infeccdo do sorotipo O157:H7, eliminado pelas fezes de
bovinos com e sem sinais entéricos (FAITH et al., 1996). A absorcdo das
toxinas pelo trato intestinal desencadeia, inicialmente, forte dor abdominal,
acompanhada ou néo de estado febril, com evolucéo para disenteria, emese
e desidratacdo (DOYLE, 1991). A doenca pode evoluir para grave
comprometimento renal ou sindrome urémica hemolitica (HUS), provocada
por lesbes no endotélio vascular renal pela acdo das VTs. Em criancas
com idade inferior a dez anos, os sinais clinicos tornam-se mais
pronunciados, com elevada letalidade (TARR, 1995). Altekruse et al. (1997)
afirmaram que E. coli O157:H7 representa a maior causa de falha renal
aguda em criancas nos EUA, das quais 3 a 5% com evolucao fatal. Dentre
as criancas que se recuperam, aproximadamente 12% apresentam
sequelas secundarias a doenca renal crbnica, hipertensdo e/ou sinais
neuroldgicos.

No Brasil, Cerqueira et al. (1999) notificaram pela primeira vez o
sorotipo O157:H7 nas fezes de bovinos em abatedouros no Rio de Janeiro.
Subsequentemente, outros estudos se sucederam no pais no intuito de
investigar a ocorréncia do sorotipo O157:H7 em leite bovino (RIBEIRO et al.,
2006), ou em casos de infeccdo entérica e renal em criancas por linhagens
verotoxigénicas (DE SOUZA et al., 2007).

Apesar da ocorréncia deste sorotipo em paises da América Latina
(ACHA e SZYFRES, 2003) ndo esta esclarecido o real impacto de E. coli
verotoxigénicas na epidemiologia de doencas nos humanos e em animais no
Brasil (FRANCO e LANDGRAF, 1996). Adicionalmente, estudos conduzidos
na investigacdo do agente em animais, alimentos, agua, ambiente e em
infeccbes nos humanos sdo fundamentais na vigilancia epidemioldgica da
doenca, notadamente em virtude da alta letalidade dos casos clinicos,
especialmente em criancas (TARR, 1995. TAUXE, 1997). As manifestacdes
clinicas da colibacilose em aves incluem sinais de intensa prostracao,

enterite, hepatite, hepato e esplenomegalia, aerossaculite, poliserosite e
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comprometimento de diversos 6rgaos como rins, oviduto, pulmdes, medula
6ssea e articulagées (KNOBL et al., 2008).

Em S&o Paulo, Knobl et al. (2008) realizaram a caracterizacéo
molecular dos fatores de viruléncia de estirpes de E. coli isoladas de
papagaios com colibacilose e detectaram a presenca do gene pap
associado a infeccbes do trato geniturinario em trés de oito linhagens. A
fimbria P € uma adesina manose-resistente frequentemente observada em
linhagens uropatogénicas presentes em isolados de infec¢cdes do trato
urinario (cistite e pielonefrite) em humanos. A expresséo da fimbria P em E.
coli de aves parece estar relacionada a colonizacdo de 6rgédos internos
(figado e coracdo) nos estagios mais avancados da colibacilose. Estudo
recente conduzido na identificacdo de marcadores de viruléncia de E. coli
isolados de areia em parques e pracas do interior do estado de Sao Paulo,
detectaram os genes eae, bfp, saa, iucD, pap GI, sfa e hly em 63 isolados,
postulando a possivel participacdo de Passeriformes e Psitaciformes na
contaminacdo dos ambientes por eliminacdo fecal do patégeno
(FERNANDES et al., 2013). No Brasil, os estudos de infeccédo por E. coli
geralmente sdo conduzidos na avaliacdo de alimentos, agua e de humores
organicos de pacientes infectados. Nota-se pouca preocupag¢do no pais
guanto aos riscos de transmissdo destes agentes patogénicos provenientes
de aves silvestres, que podem se constituir em reservatdrios ou portadores

de linhagens patogénicas para os humanos.

2.2. Salmonelose

A salmonelose é considerada uma das principais zoonoses em todo o
mundo. Salmonella spp. € um micro-organismo ubiquo, que acarreta
diversas afec¢cdes nos humanos, animais domeésticos e silvestres. O
conhecimento da ocorréncia e a distribuicio de salmonela em animais
silvestres e domésticos € essencial para relacionar 0s possiveis
reservatorios relacionados a transmissao do agente. Fatores que provocam
desequilibrio na microbiota intestinal, como o uso de antimicrobianos,

mudancas na dieta ou privacdo de comida e &agua, podem facilitar a
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multiplicacdo do patdgeno no trato intestinal (QUINN et al., 2005; GODOY,
2007).

A taxonomia do género Salmonella € objeto de controveérsia entre os
bacteriologistas em virtude da coexisténcia de classificacdo sorologica e,
recentemente, molecular. Aceita-se atualmente a existéncia de duas
espécies, S. enterica (patogénica) e S. bongori (saproéfita). S. enterica é a
espécie mais patogénica contendo varios sorotipos, que tém sido
relacionados a quadros de gastroenterite, pneumonia, septicemia e,
eventualmente, abortamentos nos animais e humanos (ACHA e SZYFRES,
2003).

As aves domésticas e selvagens sao consideradas reservatorios de
salmonela para os humanos, sobretudo devido as contaminacdes que
ocorrem durante a cadeia de producao e beneficiamento de alimentos de
origem animal (PEDERSEN et al., 2006). Comumente, aves de vida livre
podem estabelecer contato direto ou indireto com aves de producao,
favorecendo a infeccdo de humanos pelo consumo de carne e ovos de
aves infectadas. Ademais, é crescente o0 uso de aves selvagens/exoticas
como animais de estimacdo, estreitando o contato destes animais e
humanos, aumentando significativamente o0s riscos de infeccéo,
independente da ave ser proveniente de criador legalizado ou de comércio
ilegal (NETO et al., 2009).

Nos humanos, o micro-organismo esta intimamente relacionado as
toxinfecgbes alimentares mediante o consumo de produtos de origem
animal. A principal forma de transmissdo da bactéria para os humanos é
representada pela via fecal-oral por contaminacdo de alimentos, agua e
utensilios, levando a gastroenterite severa, ocasionalmente fatal. As
manifestagbes clinicas da doenga nos pacientes incluem febre, dor
abdominal, vdomito e diarreia com estrias de sangue, mialgias e sinais de
desidratacdo (ACHA e SZYFRES, 2003).

A salmonela é eliminada pelas fezes e possui elevada resisténcia
ambiental, especialmente em ambientes Umidos, ao abrigo da luz solar
direta. Diferentes espécies de animais e inclusive os humanos podem

albergar a bactéria no intestino, com eliminagéo intermitente pelas fezes.



13

Os caes, gatos e animais de producdo sao considerados,
epidemiologicamente, como importantes fontes de infeccdo. Em virtude da
proximidade de contato estreito entre as criancas e 0s animais de companhia
e, por vezes, pelos habitos indevidos ou precérios de higiene observados em
criangas nessa faixa etéria, o risco de infec¢cbes por bactérias do género
Salmonella é motivo de grande preocupacgdo entre os profissionais da area
de saude, principalmente em criancas abaixo dos quatro anos de idade
(SCHUTZE et al., 1999; TREVEJO et al., 2003).

As aves podem se infectar pelo contato direto com outros animais
infectados ou superficies contaminadas, pela ingestdo de agua ou alimento,
ou pela inalacdo de aerossois contendo o micro-organismo. As aves de vida
livre podem servir como portadores ou reservatorios para animais mantidos
em cativeiro (FRIEND, 1999; BROWN, 2000; GODOY, 2007).

Salmonella enterica sorotipo Enteritidis tem sido considerada agente
emergente de zoonose (ALTEKRUSE et al., 1997). No Brasil, Ribeiro et al.
(2003) descreveram caso de gastroenterite, septicemia e falha renal, por este
sorotipo de salmonela em cédo domiciliado, e ressaltaram os riscos do convivio
estreito do proprietario e o cdo na transmissdo desta zoonose.

As bactérias do género Salmonella podem causar trés doencas
distintas nas aves: (1) tifo aviario causado pela Salmonella gallinarum, (2)
pulorose causada pela Salmonella pullorum e o (3) paratifo aviario causados
por varios sorotipos do género Salmonella (BERCHIERI JR., 2000). As
infecgbes causadas por S. pullorum e S. gallinarum podem ser transmitidas
verticalmente e se caracterizam por quadros entéricos e septicémicos, com
elevada mortalidade em aves jovens. As infec¢des paratifoides, causadas por
qualquer outro sorotipo, exceto S. gallinarum e S. pullorum, podem ser
transmitidas pelo contato com outros animais, incluindo aves, répteis,
mamiferos, roedores e humanos (HOEFER, 1997). Salmonella spp. é o
agente responsavel por quadros agudos, subagudos e crbénicos de enterite
nas aves que, apdés a recuperagdo da infeccdo, permanecem
assintomaticas, continuando a eliminar o agente nas fezes por varias

semanas (CARTER, 2005). Animais que ndo desenvolvem a doenca, ou que
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se recuperam clinicamente podem tornar-se portadores, servindo como
fontes de infeccao para outros animais e humanos (KETZ — RILEY, 2003).

Diferentes sorotipos de Salmonella sp. tém sido descritos em aves de
varias espécies, a saber: Salmonella pullorum em cacatua de palma preta
(Probosciger aterrimus) [LIOW, 1978], Salmonella Typhimurium em “bullfinch”
(Pyrrhula pyrrhula), “Eurasian siskin” (Carduelis spinus), “common redpoll”
(Carduelis flammea), “eurasian greenfinch” (Carduelis chloris) [REFSUM et al.,
2003], lorikeets, lories (WARD et al., 2003), codornas (Colinus virginianus)
[HELM et al.,, 1999] e pombos (Columba livia) [KIMPE et al.,, 2002]. Em
contraste, Salmonella sorotipo Typhimurium variante Copenhagen e Hadar foi
descrita em codornas (Coturnix coturnix japonica) [SANDER et al., 2001].
Salmonella arizonae foi relatada em cacatua de penacho amarelo claro
(Cacatua galerita galerita) [OROS et al., 1998], enquanto Salmonella spp. foi
descrita em abetarda (Chlamydotis undulata) [D’ALOIA et al., 1996].
Salmonella enterica subespécie enterica serovar Kottbus foi relatada em patos
e marrecos [GALLETTI et al., 1999]. S. havana, S. virchow, S. livingstone, S.
hadar, S. paratyphi B e Salmonella sp. foram reportadas em coruja orelhuda
(Bubo bubo), falcdes peregrinos (Falco peregrinus), aguia dourada (Aquila
chrysaetos) e gavides (Buteo buteo) [BATTISTI et al., 1998].

No zooldgico infantil (local onde criangas tém contato com animais) de
Nagano, Japao, 11 aves domésticas representadas por quatro gansos da
China (Anser cygnoide), trés patos (Anas platyrhynchos), trés perus
(Meleagris gallopavo) e um ganso de Toulouse (Anser anser) foram positivos
para o isolamento de Salmonella Typhimurium (SATO et al.,, 1999). No
Brasil, no zooldgico pertencente ao estado do Rio Grande do Sul, foram
colhidas fezes de 280 psitacideos, utilizando suabes cloacais, de aves
pertencentes a treze espécies mantidas em cativeiro. Utilizando a técnica de
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) foi detectada Salmonella spp. em
37 amostras, indicando que 13,2% dos psitacideos eram portadores
assintomaticos ou transientes infectados pela bactéria (ALLGAYER, 2003).

Em pombos domésticos capturados no municipio de Jaboticabal, SP,
foi isolado Salmonella spp. de 6rgaos (pulmdes, gbnadas, figado e baco) e

conteudo intestinal em dez (7,94%) dentre 126 pombos. Dos dez pombos
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positivos para Salmonella spp., em sete o agente foi isolado de apenas um
orgdo e em trés aves o isolamento ocorreu em mais de um o6rgao. A
tipagem soroldgica revelou oito isolamentos pertencentes ao sorotipo S.
Typhimurium, um sorotipo S. enterica subsp. enterica 4, 12 e um S. enterica
subsp. enterica 4, 12, i (MARCIANO, 2004).

Com efeito, poucos estudos no Brasil tém investigado o risco
microbiologico que as aves da fauna nacional representam para os humanos

como portadores ou reservatorios do género Salmonella.

2.3. Rodococose

A rodococose é uma doenca infectocontagiosa piogranulomatosa
causada por R. equi que acomete animais domésticos, selvagens e
humanos. De comportamento oportunista, 0 micro-organismo esta
relacionado as diversas manifestacbes clinicas, de dificil resolucéo
terapéutica (LINDER, 1997). Entre os animais, 0 equino € a principal
espécie-alvo de R. equi, particularmente os potros. Clinicamente, a doenca
manifesta—se por infeccbes pulmonares e, em menor frequéncia, por
distarbios entéricos e/ou articulares. Nos suinos a doenca nao € progressiva,
apresentando—se como linfadenite com lesbes semelhantes as observadas
na tuberculose (TAKAI, 1997). Em outras espécies de animais de producéo,
de companhia e selvagens, a doenca é rara, ocorrendo sob a forma de
enterite, linfadenite, abortamento, mastite, dermatite e piometra
(PRESCOTT, 1991).

R. equi € eliminado principalmente pelas fezes de herbivoros e
onivoros, incluindo equinos, bovinos, suinos, ovinos, caprinos e cervos.
Raramente a bactéria é isolada das fezes de aves, humanos, cdes e até o
momento, néo foi isolada das fezes de gatos (PRESCOTT, 1991).

Nos ultimos anos, a viruléncia das linhagens de R. equi foi atribuida a
presenca de plasmidios e antigenos (proteinas) denominados VAP (virulence
associated protein). Estes marcadores de viruléncia impulsionaram o0s
estudos da epidemiologia molecular e patogenicidade de R. equi isoladas de

animais e de humanos.
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As linhagens virulentas possuem antigenos de 15 a 17 kDa, que
codificam proteinas VapA. Os isolados VapA s&do encontrados em estirpes
isoladas de pneumonia em potros, em humanos imunocompetentes e,
também, acometidos pela Aids. As estirpes de viruléncia intermediaria ou
vapB (20 kDa) sao identificadas na linfadenite em suinos e,
predominantemente, em pacientes com Aids. Em contraste, as estirpes
avirulentas (nédo detentoras dos genes vapA e vapB) ocorrem principalmente
no ambiente de criacdo de herbivoros domésticos (solo, fezes),
especialmente em criatérios de equinos e bovinos (HINES et al., 1997;
TAKAIL1997). Linhagens avirulentas tém sido encontradas também em
humanos com rodococose, com ou sem imunossupressao (TAKAI, 1997),
incluindo no Brasil (RIBEIRO et al., 2011b). Dentre a literatura consultada,
nao existe referencial de estudos sobre o perfil de viruléncia de R. equi
isolados de aves silvestres, apesar da descricdo do patégeno isolado das
fezes de Passeriformes e Psitaciformes (PRESCOTT, 1991).

A rodococose humana é considerada em certos paises como doenca
emergente (LINDER, 1997). As infec¢cdes por R. equi sédo descritas,
principalmente, em individuos severamente comprometidos ou
imunossuprimidos, transplantados, portadores de neoplasias, submetidos a
terapia prolongada com corticoides e, em especial, pacientes acometidos
pela Aids (LINDER, 1997; TAKAI et al.,, 2002). Estima-se que, em média,
39,4 milhdes de pessoas convivam atualmente com a Aids em todo o
mundo. No Brasil, o Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
assinalou que, entre 1980 e 2006, ocorreram 433 mil casos de Aids
oficialmente notificados. Até metade da década de 90, as taxas de
incidéncia atingiram 19 casos de Aids / 100 mil habitantes. Destes, cerca de
80% concentravam-se nas regides Sudeste e Sul do pais (BRASIL, 2007).
No Brasil, Caterino—de—Araujo et al. (2000) descreveram 0 primeiro caso
de rodococose em paciente humano acometido por Aids, apresentando
sinais pulmonares, no qual foi isolada estirpe de R. equi de viruléncia
intermediaria (VapB). Nos EUA, Verville et al. (1994) investigaram
detalhadamente a epidemiologia de 12 casos de rodococose humana, dos

guais seis pacientes eram coinfectados com o virus da Aids, e constataram
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que dois tinham histérico de contato estreito com equinos e seu ambiente
de criacdo, um com cédo domestico e outro com ambiente rural.

Evidéncias suportam que a transmissdo de R. equi dos animais para
0os humanos estaria relacionada a exposicdo ao agente no ambiente,
secundaria a inalacéo ou por lesdes transcutaneas (PRESCOTT, 1991; ADAL
et al., 1995). Clinicamente, a rodococose manifesta—se nos pacientes por
pneumonia cavitaria crénica com derrame pleural. Secundariamente, sdo
observados quadros extrapulmonares como abscessos renais, diarreia com
sangue, caquexia, pleurisia, hepatopatias, peritonite, artrite séptica,
osteomielite, linfadenite e meningite (BROWN, 1995; SEVERO e LONDERO,
1996).

R. equi multiplica-se ativamente no ambiente, tendo como exigéncia
condicbes minimas de temperatura, pH e umidade obtidas, principalmente,
no solo e material fecal de animais. Multiplica—se em extremos de
temperatura (15°C a 37°C), mas preferencialmente em ambientes quentes,
0 que explicaria a elevada ocorréncia da doenca em paises de clima tropical.
Diferencas entre as condicbes ambientais a cada ano, principalmente de
temperatura, poderiam justificar variacbes anuais e sazonais nas infeccdes
pela bactéria em animais (PRESCOTT, 1991).

No Brasil, Fernandes et al. (2013) investigaram a viruléncia de 23
linhagens de R. equi isoladas de 200 amostras de areia de parques e pracas,
publicas e privadas, do interior do estado de Sao Paulo. Em nenhuma destas
linhagens foram detectados plasmideos VapA ou VApB. Os autores
aventaram a possibilidade de veiculacdo fecal das estirpes de R. equi por
passaros da fauna nacional, que poderiam justificar a presenc¢a do patégeno
na areia nos parques publicos, e principalmente nos privados sem acesso a
animais domésticos. Apesar da emergéncia da doenca, S0 escassos 0S
estudos no Brasil investigando os mecanismos de viruléncia de estirpes de
R. equi isoladas dos animais e humanos.

Ribeiro et al. (2006) revelaram a presenca de estirpes virulentas
(VapA) 41 linhagens isoladas de potros no estado de Sao Paulo, enquanto
Farias et al. (2007) relataram a viruléncia (VapA) de R. equi em gato com

infeccdo cutanea. Recentemente, foi investigada a viruléncia de estirpes de



18

R. equi isoladas de 20 humanos no Brasil. Destes, nove linhagens eram
provenientes de pacientes HIV - positivos, seis de HIV - negativos e cinco
de status desconhecido. Foram detectadas cinco linhagens VapB (todas
em pacientes com Aids), quatro VapA e onze avirulentas. Dentre os 20
individuos, onze tinham histérico de contato com ambiente rural e/ou
animais de producdo (bovinos, equinos). Os autores destacaram a
necessidade de novos estudos de epidemiologia molecular com R. equi
no intuito de esclarecer o impacto de linhagens avirulentas na doenca no
Brasil, incluindo em pacientes sem contato com animais domésticos, que
poderiam ter se infectado com isolados oriundos do ambiente (RIBEIRO et
al., 2011b).

Dentre a literatura consultada, ndo existe, at¢é o momento, nenhum
estudo no pais que tenha investigado a viruléncia de R. equi isoladas de
fezes de aves silvestres, que possibilitasse a comparagdo com o perfil de
viruléncia de estirpes humanas ou de outros animais. O reconhecimento
dos antigenos de viruléncia do micro-organismo e a sua utilizacdo como
marcadores de patogenicidade tém permitido avancos significativos na
identificac@o do perfil de viruléncia e de novas variantes da bactéria, e séo
imprescindiveis no entendimento da epidemiologia, patogenia, controle e

reflexos em saude publica da doenca (RIBEIRO et al., 2007).

2.4. Coronavirose
Os virus da familia Coronaviridae estdo classificados na ordem

Nidovirales e sdo subdivididos em trés sorogrupos (grupos [, IlI, i),
classificados com base no hospedeiro natural, reacbes sorologicas e
técnicas moleculares (FLORES, 2007). O grupo | estd envolvido em
manifestacbes entéricas e respiratdérias em suinos, gastroenterite em cées e
peritonite em felinos. O grupo Il causa resfriado em humanos, encefalite e
gastroenterite em suinos, hepatite em camundongos e sinais de enterite em
bovinos e perus, enquanto o grupo Il provoca traqueobronquite e nefrite em
aves (FLORES, 2007).

Os coronavirus sdo virus RNA envelopados. Possuem o maior
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genoma conhecido entre os virus RNA. Os virions possuem forma esférica,
entre 80 a 120 nanémetros (nm), circundados por projecdes externas de
aproximadamente 20nm de extensdo, que conferem a particula viral
aparéncia similar a uma coroa (QUINN et al., 2005). Este grupo de virus
sdo inativados por solventes lipidicos, agentes oxidantes, formaldeido,
detergentes e desinfetantes comuns. Apresentam grande sensibilidade ao
calor e ao pH acido, e podem permanecer viaveis em pH 3 (GREENE,
2012). Gundy et al. (2009) avaliaram a viabilidade do coronavirus em agua
parada e agua de esgoto a 4°C e 23°C, e observaram presenca de
particulas virais viaveis por mais de 100 dias na agua a 4°C, 10 dias na
agua a 23°C e entre 2 a 4 dias na agua de esgoto.

O género Coronavirus apresenta complexo mecanismo de replicacdo
viral, que inclui a producdo de RNAs mensageiros (mMRNA) subgendmicos,
gerando alta frequéncia de recombinacbes, grande variacdo antigénica e a
existéncia de varios sorotipos. Além disso, os coronavirus sofrem mutacdes
frequentes no seu genoma, decorrentes de erros cometidos pela RNA
polimerase e dele¢Bes no genoma de virus pré-existentes (FLORES, 2007).

Os coronavirus podem infectar varias espécies de aves e de

mamiferos. Apresentam tropismo por células epiteliais intestinais e
respiratorias. As infeccbes podem ser graves em animais jovens e nos
adultos, mas comumente sdo brandas ou inaparentes (QUINN et al., 2005).

O interesse por este grupo viral aumentou recentemente com a

classificacdo de um novo coronavirus humano, o agente causal da
pneumonia asiatica (SARS-COV). Antes do reconhecimento deste
coronavirus nos humanos, os patégenos deste género estavam relacionados
principalmente a resfriados de evolucdo benigna (FLORES, 2007). Os
coronavirus nao sao estritamente espécie-especificos e podem de infectar
novas espécies. Desta forma, postula-se a possibilidade de infeccdes
cruzadas entre animais e humanos, incluindo aves silvestres ou selvagens.
Neste contexto, estudos voltados a deteccdo de coronavirus em aves
silvestres ou selvagens assumem importancia na vigilancia epidemiolégica
da SARS em humanos.

Montassier et al. (2013) investigaram a presenca de coronavirus do
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grupo 3 em 29 aves silvestres da regiao nordeste do Estado de Sao Paulo,
distribuidas em 18 espécies e 12 familias. Os resultados evidenciaram que 3
das 29 aves pertencentes as espécies Coragyps atratus (Urubu de cabeca
preta), Passer domesticus (pardal) e Zenaida auriculata (Pomba de bando),
foram positivas para a presenca de coronavirus semelhante ao virus da

bronquite infecciosa das galinhas (VBI).

2.5. Rotavirose
Os rotavirus sdo reconhecidos mundialmente como um dos

principais virus entéricos para humanos e animais. Estdo amplamente
distribuidos na natureza e acometem grande diversidade de hospedeiros,
incluindo mamiferos domésticos, silvestres e aves (ACHA e SZYFRES,
2003).

As particulas destes virus quando observadas na microscopia
eletrbnica apresentam aparéncia de “roda”, fato que motivou a denominacéo
rotavirus. Os virions medem cerca de 85nm de diametro e ndo possuem
envelope. S&o o0s Uunicos virus de mamiferos e aves que possuem 11
segmentos de RNA de fita dupla (dsRNA) no genoma e com diferentes
tamanhos. A diferenca de tamanho permite caracterizar o perfil de migracao
singular dos segmentos gendmicos para 0s rotavirus quando separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Cada segmento codifica pelo
menos uma proteina viral, totalizando seis proteinas estruturais e seis nao
estruturais. O segmento 11 do genoma é o unico que codifica mais de uma
proteina. No ndcleo viral estdo presentes as proteinas VP1, VP2 e VP3. No
capsideo intermediario localiza-se a VP6 e, no capsideo externo, a VP4 e
VP7 (QUINN et al., 2005).

Os rotavirus podem ser classificados em sete sorogrupos,
designados pelas letras A a G, segundo diferengas antigénicas da proteina
VP6, como também pelo padrdo eletroforético de migracdo dos 11
segmentos gendmicos. Os grupos A, B e C sdo encontrados tanto em
humanos quanto em animais, enquanto os grupos D e G séo identificados
exclusivamente em animais. As proteinas do capsideo externo VP4 e VP7
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permitem também a caracterizagdo do virus em sorotipos e/ou genotipos.
Dessa forma, o rotavirus possui sistema binario de classificacao,
constituido por tipos de VP4 e tipos de VP7. Atualmente, sdo reconhecidos
mais de 27 diferentes tipos de VP4 e VP7 e mais de 405 combinagdes
possiveis entre os diferentes gendtipos (ACHA e SZYFRES, 2003; FLORES,
2007). A diversidade antigénica dos rotavirus ocorre devido a mutacdes
pontuais (substituicbes de aminoacidos das proteinas), de ressortimento
(troca de segmentos gendmicos por cepas diferentes ao coinfectarem uma
célula) e de rearranjos genémicos (delecbes ou duplicagcbes em porcbes de
um segmento gendémico) (FLORES, 2007).

Os rotavirus mantém a infectividade em pH entre 3 e 9. Sao
relativamente estaveis em condi¢cdes ambientais e podem se manter viaveis
por meses nas fezes. Sao sensiveis a formalina, cloro, betapropiolactona,
etanol (95%) e glutaraldeido (GREENE, 2012).

Os enterdcitos dos animais jovens sdo altamente susceptiveis a
infeccdo devido ao desenvolvimento completo do ciclo replicativo e a
producédo de progénie viral (RADOSTITS et al., 2007; FLORES, 2007).
Clinicamente, as infeccdes nos animais manifestam-se por diarreia,
desidratacdo, desequilibrio  eletrolitico e  acidose, acometendo
principalmente animais jovens durante o primeiro més de vida, o que
acarreta grandes perdas econémicas nas criacdes comerciais. Em adultos, a
infeccdo geralmente é assintomatica, porém podem se tornar portadores e
transmitirem o virus para 0s animais jovens. A transmissdo da rotavirose
ocorre via oral-fecal pela agua, alimentos e fémites contaminados (ACHA e
SZYFRES, 2003; RADOSTITS et al., 2007; GREENE, 2012).

Os rotavirus sao predominantemente espécie-especificos. Entretanto,
infeccOes heterdlogas sao relatadas com grande frequéncia. Cepas virais
gue sdo geneticamente relacionadas com virus de origem bovina, suina,
canina, felina e aviaria tém sido isoladas de criangcas com infecgles
sintomaticas ou assintomaticas. Ademais, combinacbes genotipicas
comumente associadas com cepas de rotavirus do grupo A de origem
humana tém sido identificadas em animais (FLORES, 2007).

O Center for Disease Control - CDC (CDC, 1991) dos EUA,
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examinaram amostras fecais de criangas por 23 meses e 20% das amostras
foram positivas para rotavirus, com maior incidéncia nos meses de inverno.
No Brasil, foram analisadas 557 amostras fecais de criancas hospitalizadas
em Goiania, com ou sem gastroenterite. No grupo de criangas com diarreia
foi encontrado 29,2% de amostras positivas, enquanto no grupo sem
diarreia 4,1% foram positivas (CARDOSO et al., 1992).

Veronesi e Focaccia (1996) referiram a participacdo de rotavirus na
etiologia das diarreias em comunidades indigenas da Amazobnia e
ressaltaram alguns aspectos singulares, como a rapida disseminacdo dos
surtos epidémicos, o0 acometimento de todas as faixas etarias com
severidade clinica, e a existéncia de animais silvestres como reservatorios
ou portadores do virus entre esses silvicolas.

Silva et al. (2013) analisaram 85 amostras fecais de frangos de corte
(Gallus gallus), provenientes de 37 granjas aviarias no Brasil. No total, das 85
amostras fecais, 35 (41,2%) mostraram-se positivas para Rotavirus. Foram
encontrados 19 (51,4%) aviarios com pelo menos um galpdo positivo para
rotavirus aviario. No entanto, poucos estudos tém investigado rotavirus em
aves da fauna nacional.

A maioria dos estudos no Brasil envolvendo a identificacdo de
patégenos de eliminacdo fecal em aves da fauna nacional estdo restritos a
um agente. Devido a complexidade destes agentes no ambiente entérico, a
possibilidade de coinfec¢cdes e o potencial zoonotico de muitos destes micro-
organismos, sao necessarios estudos que avaliem, simultaneamente, 0s
principais patdégenos de eliminacdo fecal em aves da fauna brasileira,
visando avaliar o impacto destes patdgenos como agentes de diarréia, a
viruléncia destes micro-organismos, assim como a participacdo destes
animais na transmissdo de patdgenos de potencial zoondtico para 0s
humanos. Neste cenario, o presente estudo investigou a ocorréncia de
patdogenos de origem bacteriana e viral e marcadores de viruléncia de E. coli

e R. equi isolados das fezes de aves da fauna brasileira.
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3. OBJETIVOS

Geral:

Verificar a ocorréncia de patégenos de origem bacteriana e viral, de
potencial zoondtico, presentes nas fezes de aves silvestres de cativeiro, sem
sinais entéricos, da fauna brasileira, bem como investigar marcadores de

viruléncia de E. coli e R. equi

Especificos:

v’ Investigar a ocorréncia de R. equi, E. coli, Salmonella spp., coronavirus e/ou

rotavirus na microbiota intestinal de aves pertencentes a fauna brasileira;

v Detectar a presenca de marcadores de viruléncia (genes vapA e vapB) em
linhagens de R. equi;

v Investigar a presenca de diferentes citotoxinas, enterotoxinas e fatores de
colonizacdo em linhagens de E. coli (hly, cnf-1, cnf-2, vtl, vt2, papC, papGl,

papGll, papGilll, fim H, iucD, k88, sfa, afa e usp).

v’ Determinar os sorotipos patogénicos nos isolados do género Salmonella;

v Detectar a presenca de material genético de Coronavirus e Rotavirus na

microbiota intestinal das aves.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Locais de colheita de material
As amostras de fezes para o estudo foram colhidas exclusivamente de

aves silvestres ou sinantropicas pertencentes a fauna brasileira, no Centro de
Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres (CEMPAS), da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ)-UNESP/ Botucatu, SP, e de criadores
gue possuem animais registrados pelo IBAMA na cidade de Botucatu, SP. As
amostras foram colhidas também no Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de
Barros” (PZMQB), em Sorocaba, SP.

4.2. Colheita de material e universo amostral
Foram colhidas 152 amostras de fezes de aves silvestres de cativeiro,

diretamente da cloaca, utilizando suabes esterilizados, apds contencéo
mecanica (rede), de acordo com 0s preceitos recomendados para a espécie.
Nas aves de pequeno porte, foram utilizados plasticos esterilizados que
suportassem temperatura de autoclave, do tamanho do fundo de gaiolas
comuns de aves. Para colheita, estes plasticos esterilizados foram retirados da
embalagem e dispostos no fundo de uma gaiola vazia. Imediatamente, esta
gaiola foi justaposta (com as portinholas abertas) a gaiola da ave objeto de
colheita. Instintivamente, os animais tendem a passar para a gaiola vazia,
defecando no plastico esterilizado. Este plastico imediatamente era removido, e
o material fecal nele presente acondicionado no meio de Stuart utilizando
suabe estéril, mantido em condi¢cdes de refrigeracdo (4 a 8°C) e levado

imediatamente ao laboratoério.

As amostras foram colhidas de diferentes espécies de Psitaciformes e
Passeriformes pertencentes a fauna brasileira, em animais de cativeiro,
apreendidos e/ou vitimados de maus-tratos. As amostras de fezes foram
identificadas e acondicionadas em refrigeracéo (4 a 8°C), processadas para as
diferentes técnicas microbiolégicas em no maximo 48 horas apés a colheita. Os
suabes foram submersos em tubos contendo 5 mL de solucéo esterilizada de

agua bidestilada, e agitados em Vortex por dois minutos. Uma aliquota deste
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material foi utilizada nos exames bacteriolégicos e o restante congelado (-

20°C), visando a realizacdo dos exames viroldgicos.

O tamanho amostral para demonstrar a presenca de cada patdégeno na
populacdo de aves disponiveis para amostragem (populacdo finita), de
acordo com os meétodos descritos por Dohoo et al. (2010), indicaram a
colheita de no minimo 58 aves, conforme o Quadro 1. Os calculos foram
baseados estimando uma prevaléncia de 5 a 10%, sensibilidade do teste

diagndstico = 90% e nivel de confianca = 95%.

Quadro 1. Calculo de tamanho amostral, considerando a prevaléncia e o
tamanho da populacéo de aves silvestres/sinantropicas, para expectativa
de populacdo disponivel visando andlise de 200 aves. Botucatu, SP,
2012-2013.

Prevaléncia
=0,02

Prevaléncia =
0,03

Prevaléncia =
0,04

Prevaléncia =
0,05

Prevaléncia =
0,1

Prevaléncia =
0,2

Populacgéo = 50

44

44

36

26

15

Populacédo = 100

87

71

59

51

29

16

Populacédo = 200

118

88

70

58

31

17

Populacédo = 300

132

95

74

61

32

17

4.3. Autorizacdo do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA

A autorizacao para atividades com finalidade cientifica foi concedida pelo

IBAMA, através do sistema SISBIO, obtendo-se a numeracao 33530-1.

4.4. Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) FMVZ- UNESP/
Botucatu, SP

O presente projeto foi submetido ao CEUA (protocolo nimero 49/2012) e
foi aprovado, visto que nado fere os preceitos éticos e de uso de animais na

conducédo de estudos cientificos.
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5. EXAMES BACTERIOLOGICOS

5.1. Diagnostico de  Rhodococcus equi

5.1.1. Cultivo microbiolégico

O material fecal foi cultivado em meio de CAZ-NB (ceftazidima,
novobiocina e cicloheximida), incubado a 30°C, por 48 a 72 horas
(MUSCATELLO et al., 2007). Simultaneamente, 0 mesmo material foi semeado
em meio de Agar acrescido de sangue ovino (5%), desfibrinado, mantido em
aerobiose, a 37°C, por 48 a 72 horas (QUINN et al., 1994, 2005, 2011).

5.1.2. Caracterizacao microbiolégica de linhagens de R. equi

Apos o cultivo em Agar sangue e CAZ-NB, coldnias suspeitas de R. equi
foram identificadas com base nas caracteristicas morfo—tintoriais (coloragédo de
Gram), de cultivo (WOOLCOCK et al.,, 1979) e bioquimicas, incluindo as
reacoes de catalase, oxidase, reducdo de nitrato, urease e utilizacdo de
substratos (glicose, maltose e sacarose), assim como coloracdes especificas
para acido—resisténcia, como o método de Ziehl-Neelsen modificado (QUINN
et al.,, 1994, 2005). A identificacdo fenotipica de R. equi foi realizada no
laboratorio de Diagnostico microbiolégico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. As
estirpes isoladas foram mantidas no meio de Ligniéres, em temperatura
ambiente (25°C), em tubos de vidro com tampa de borracha, até o momento do

processamento.

5.1.3. Determinacao de antigenos e plasmidios de viruléncia

5.1.3.1. Extracdo de DNA plasmidial
O DNA plasmidial foi obtido pelo método de lise alcalina. O material

genético extraido dos isolados foi analisado pela digestdo com enzimas de
restricdo (Hindlll, BamHI, EcoRI e EcoT22l), visando a determinacdo do
tamanho plasmidial: 85 a 90kb para linhagens virulentas (VapA), 79 a 100kb

para linhagens de viruléncia intermediaria (VapB) e avirulentas com auséncia
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de VapA e VapB (BIRNBOIM & DOLY, 1979; TAKAI et al., 1993). A deteccéo
molecular dos genes vapA (virulentos), vapB (viruléncia intermediaria) e
avirulentos (auséncia dos genes vapA e vapB) foram realizadas na
Universidade de Kitasato, no Japao, sob a responsabilidade do Prof. Shinji
Takai. Os isolados foram enviados para o Japdo em meio de Ligniéres, em
temperatura ambiente, em tubos devidamente lacrados e identificados,
acompanhados das respectivas autorizacdes para a exportacdo e importacéo
de micro-organismos, do Servico de Defesa Animal do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Brasil e do Ministério da

Agricultura e Pesca do Japao.

5.1.3.2. Reacao em cadeia pela polimerase
A amplificacdo do material genético foi realizado em 10ul de DNA

preparado em 50ul de volume contendo 10mM de Tris—HCI (pH 8,3, a 25°C),
50 mM de KCI, 0,2 mM de desoxinucleotidios trifosfatos, 1,5 mM de MgCI?,
2,5U de Taq DNA-polimerase e 1mM de cada primer. As amostras foram
submetidas a 30 ciclos de amplificacdo, segundo as seguintes condic¢des:
desnaturacdo por 90 segundos a 94°C; anelamento por 1 minuto a 55°C, e
extensdo por 2 minutos a 72°C. A deteccdo de sequéncias de genes de
antigenos virulentos ou vapA (15-17 kDa) foi realizada utilizando o primer 1
(5-GACTCTTCACAAGACGGT-3) e primer 2 (5-
TAGGCGTTGTGCCAGCTA-3’), visando a amplificacdo de sequéncia entre
569 e 552 pares de base. Para estirpes de viruléncia intermediaria ou vapB (20
kDa) foram utilizados o primer 3 (5'~AACGTAGTCGCGGTGAGAA-3’) e primer
4 (5- ACCGAGACTTGAGCGACTA-3’), para amplificacdo génica entre 240 e
258 pares de base (TAKAI et al., 1995a,b). Os primers, Taq polimerase e
cepas—controle foram cedidos pelo Prof. Shinji Takai da Universidade de

Kitasato, Japao.
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5.2. Diagnéstico de Escherichia coli

5.2.1. Caracterizacao microbiolégica

O material fecal foi cultivado em meio seletivo de agar MacConkey,
mantido em condi¢cBes de aerobiose, a 37°C, por 48 horas. Colbnias suspeitas
de E. coli foram identificadas segundo as caracteristicas morfo-tintoriais,
bioguimicas e de cultivo (KRIEG e HOLT, 1994), no laboratério de Diagndstico
Microbiolégico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, utilizando os meios de MILI
(motilidade, indol e lisina), citrato e da Escola Paulista de Medicina — EPM
(glicose, gas, LTD, H,S, uréase) (TRABULSI et al., 1999). A partir da
identificacdo, todas as linhagens foram mantidas em agar Lignieres (25°C), no

mesmo laboratorio, até a avaliacdo dos fatores de viruléncia.

5.2.2. Deteccéo genotipica de linhagens de  E. coli produtoras de intimina
e/ou toxinas

5.2.2.1. Controles positivos
Como controles positivos para os fatores de viruléncia foram utilizadas

as seguintes cepas padrao: O157:H7 (fimH, vt2), 039 (hly, sfa, cnf-1), H30
(eae), 023 (vt1, papGlll, papC, hly, usp, sfa, cnf-1), 024 (papC), 044 (afa, iuc),
06 (papGl, papC, hly, sfa, cnf-1), 021 (papGll, papC, hly, iuc, usp), 073 (k88).
Todas as cepas controles foram cedidas pelo Prof. Dr. Domingos da Silva
Leite, do Laboratério de Antigenos Bacterianos, do Departamento de Genética,

Evolucédo e Bioagentes da UNICAMP, Campinas, SP

5.2.2.2. Obtencéo de DNA para PCR
O método para obtencdo de DNA foi realizado conforme descrito por

Blanco et al. (1997). A totalidade das linhagens foi cultivada em caldo cérebro
coracao (BHI), a 37°C, “over night”. Em seguida, as estirpes foram semeadas
em agar TSA (Tryptic Soy Agar), a 37°C, por 24 horas, para crescimento
confluente. Um raspado de cada uma das linhagens foi suspenso em 100 puL

de agua ultra-pura estéril. Estas suspensdes foram fervidas por 10 minutos e
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centrifugadas a 9676,8g (12.000 rpm) por 3 minutos (centrifuga Sorvall®,
MC12). Apdés a centrifugacdo, foram utilizados os sobrenadantes destes

materiais para as reacdes de PCR.

5.2.2.3. Amplificacdo do DNA (PCR)

Para a PCR foram utilizados primers especificos para cada um dos
genes: vtl, vt2 (verotoxinas dos tipos 1 e 2), papC (proteina de membrana
externa da fimbria P), papGIl/Gll/GIIl (alelos da adesina papG), sfa (gene
codificador da fimbria S), afa (gene codificador de adesina afimbrial), hlyA
(proteina estrutural hemolitica), iucD (oxigenase responsavel pela biossintese
da aerobactina), eae (gene codificador para eae — E. coli attachment and
effacing), cnf-1 (citotoxina CNF-1), fimH (gene codificador de fimbria H), usp
(proteina especifica uropatogénica) e k88 (antigeno capsular).

A Tabela 1 mostra os reagentes e respectivas quantidades utilizadas nas
reacoes. O Quadro 2 apresenta a sequéncia de iniciadores, peso molecular e
temperatura de anelamento das reacfes de cada fator de viruléncia investigado

de E. coli.
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Tabela 1. Reagentes para as reacdes de PCR para deteccdo de fatores de
viruléncia de Escherichia coli isoladas das fezes de aves da fauna
nacional. Botucatu, SP, 2012-2013.

Reagentes Volume (L) Concentracéo final
Agua ultra-pura estéril (gsp) 3 e
10X “PCR Buffer” (Fermentas) 3 1X
10mM “dNTP mixture”
0,6 0,2 mM cada

(Fermentas)
primer 1 o e
primer 2 o e
50mM MgCl, (Fermentas) 1,2 2,0 mM
DNA extraido T
“Tag-DNA Polimerase”

1 10U
(Fermentas)
TOTAL 0

*Os iniciadores foram preparados em uma concentragdo de 30 ng/ul. De acordo com a necessidade de

iniciadores para as reacdes de PCR foram utilizadas 1, 2 ou 3 vezes da concentracgao inicial.
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Quadro 2. Iniciadores utilizados para detecgcdo de diferentes fatores de

viruléncia em linhagens
fauna nacional. Botucatu, SP, 2012-2013.

de Escherichia coli isoladas das fezes de aves da

Quantidade
Produto
. . i TA* » iniciadores/ o
Gene Sequéncia de oligonucleotideos (5’ — 3’) amplificado . Referéncias
(°C) (ob) reacédo
p
(ng/ ng)
CNF1: GAACTT ATT AAG GAT AGT Blanco et al.
cnfl 63 543 20
CNF2: CAT TAT TTATAACGC TG (1997)
1: AAC AAG GAT AAG CACTGTTCTGGC T Yamamoto et al.
hlyA 63 1.177 60
2: ACC ATATAA GCG GTCATT CCC GTC A (1995)
1: GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G Daigle et al.
papC 60 328 60
2: ATATCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A (1994)
1: CAACCT GCT CTC AATCTT TAC TG Karkkainem et
papGl 63 692 60
2: CATGGC TGG TTG TTC CTA AAC AT al. (1998)
1: GGAATG TGG TGA TTA CTC AAA GG Karkkainem et
papGill 63 562 60
2: TCC AGA GAC TGT TCA AGA AGG AC al. (1998)
PG1: CAT GGC TGG TTG TTC CTA AAC AT Karkkainem et
papGliI 63 421 60
PG2: TCC AGAGAC TGT GCAGAAGGAC al. (1998)
. A: TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG Johnson, J. R.
fimH 63 508 60
B: GCAGTC ACC TGC CCT CCG GTA (1991)
1: GCT GGG CAG CAAACT GATAACTCTC Yamamoto et al.
afa 76 750 60
2: CAT CAAGCT GTTTGT TCG TCC GCC G (1995)
1: CGG AGG AGT AAT TAC AAACCT GGC A Daigle et al.
sfa 63 410 20
2: CTC CGG AGAACT GGG TGCATCTTAC (1994)
) A: TAC CGG ATT GTC ATATGCAGACCG T Yamamoto et al.
iucD 63 602 60
B: AATATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G (1995)
A: ATGCTACTGTTT CCG GGTAGTGTG T Nakano et al.
usp 66 1000 60
B: CAT CAT GTAGTC GGG GCG TAACAAT (2001)
A: AAG TTG CAG CTCTCTTTG AATA Yamamoto et al.
vtl 53 364 90
B: TGC AAA CAAATT ATC CCCTGAG (1995)
A: GGG CAGTTATTT TGC TGT GGA Yamamoto et al.
vi2 53 515 90
B: GTATCT GCC TGA AGC GTAA (1995)
A: GAC CCG GCA CAA GCATAA GG Blanco et al.
eae 63 384 30
B: CCA CCT GCA GCA ACAAGAGC (1997)
A: TGA ATG ACC TGA CCAATG GTG GAACC Gomes.
k88 60 601 20
B: GCG TTT ACT CTT TGA ATC TGT CCG AG (2012)

*TA: Temperatura de anelamento
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As PCRs das solucoes foram realizadas em termocicladores
(GeneAmp®, PCR System 9700 PE Applied Biosystems) programados para
pré-aquecimento a 94°C/05 minutos e 30 ciclos, como segue: 94°C/1 minuto,
temperatura de anelamento de acordo com o gene pesquisado, temperatura de
extensdo 72°C/1 minuto, seguida por 72°C/ 7 minutos.

5.2.2.4. Eletroforese em gel de agarose
O gel de agarose foi preparado em concentracdo 1,2% em TAE. As

bandas foram identificadas apos incubagdo em solucdo de brometo de etidio
(1,5 pg/mL) por 15 minutos e visualizadas em transiluminador de luz UV. Os

géis foram fotografados e as imagens capturadas.

5.5.5.5. Filogenia
A classificacdo filogenética das linhagens de E. coli foi realizada em

PCR-Multiplex, conforme Clermont et al. (2000). Foi utilizado um par de primers
para cada gene chuA (gene necessario para o transporte do grupo heme da
hemoglobina na E. coli enterohemorragica 0O157:H7) e yjaA (um gene
inicialmente identificado de E. coli K12 com func&o desconhecida) ou TspE4.C2
(fragmento an6nimo de DNA) (Quadro 3). O protocolo supracitado permitiu a
classificacdo das cepas nos grupos filogenéticos A e B1 (comensais), B2 e D
(extraintestinais). Como padrdes positivos para o gene chuA foram utilizadas as
cepas J96 e/ou 5925. Para yjaA foram utilizadas as cepas 0157:H7, 2348/69
e/ou J96, enquanto para TsPE4.C2 somente a cepa 2348/69.
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Quadro 3. Iniciadores utilizados para classificacdo filogenética de
linhagens de Escherichia coli isoladas das fezes de aves da fauna
nacional. Botucatu, SP, 2012-2013.

o Produto Quantidade
Sequéncia de TA - o
Gene ) amplificado iniciadores/
oligonucleotideos (5'- 3") (°C) .
(pb) reacao (ng/mg)
GACGAACCAACGGTCAGGAT
ChuA 55 279 30
TGCCGCCAGTAGGAAAGACA
) TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
YjaA 55 211 30
ATGGAGAATGCGTTCTCAAC
GAGTAATGTCGGGGCATTCA
TsSpE4.C2 55 152 30
CGCGCCAACAAAGTATTACG
*Classificac@o proposta por CLERMONT et al.,( 2000).
TA: temperatura de anelamento pb: pares de bases
°C: grau centigrado ng/MG: nanograma/ miligrama

5.3. Diagnodstico de  Salmonella

5.3.1. Caracterizacdo microbiolégica de  Salmonella spp.

Foram utilizados 1 mL de fezes aliquotadas a partir dos suabes, diluidas
em 24 mL de agua bidestilada esterilizadas e homogeneizado em “stomacher”
por 2 minutos. Aproximadamente 1 mL da amostra diluida foi transferida para
tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo Tetrationato (TT). A incubacéao foi
realizada a 35°C, por 18 a 24horas. Em seguida, os caldos de enriquecimento
seletivo foram cultivados com algca de niquel-cromo, na superficie de placas
contendo agar Salmonella / Shigella (SS), com incubacgéo a 35°C, por 18 a 24h.
Coldnias compativeis com o género Salmonella foram submetidas a testes
bioquimicos: producédo de indol, reacdo de Vermelho de Metila e de Voges-
Proskauer, utilizagdo de citrato, producao de urease, utilizacdo de glicose e
lactose, observacdo do movimento e producdo de fenilalanina desaminase
(ANDREWS et al., 1998).
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5.3.2. Teste de aglutinagdo com soro polivalente e caracterizagdo de
sorotipos

Foi utilizado o teste de aglutinacdo género-especifica em lamina nas
linhagens caracterizadas fenotipicamente como Salmonella sp. Utilizou-se o
soro polivalente comercial anti-Salmonella somatico, de acordo com as

recomendacdes do fabricante®.

Os resultados foram expressos em auséncia ou presenca de Salmonella
spp. As linhagens caracterizadas como Salmonella nos testes bioguimicos e
com aglutinacéo positiva em lamina foram encaminhadas para caracterizacéo
de sorotipos (POPOFF e LE MINOR, 1992), na Fundag&o Oswaldo Cruz, RJ.

6. EXAMES VIROLOGICOS

6.1. Diagndstico de Coronavirus bovino (BcoV)

6.1.1. Reacao de Transcriptase Reversa

Todas as amostras de fezes foram submetidas ao diagnéstico de
coronavirus bovino utilizando a reacdo de transcricdo reversa, seguida por
reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) dirigida a amplificacdo de
segmento de 179 pares de bases da ORF1b, codificadora da RNA-polimerase
RNA - dependente viral (ESCUTENAIRE et al., 2006).

6.1.2. Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido do sobrenadante das suspensfes da amostra
utilizando-se Trizol Reagent (Invitrogen ™), de acordo com as instrucées do
fabricante. A cepa padrdao Kakegawa de BCoV foi utilizada como controle

positivo e agua-DEPC (Dietilpirocarbonato) como controle negativo.

! Probac do Brasil. Produtos Bacteriolégicos Ltda. Sao Paulo, SP
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6.1.3. Sintese de cDNA (Transcricdo-Reversa)

Foram desnaturados 3,5uL do RNA extraido a 94°C durante 2 minutos e
adicionados ao mix de transcricdo reversa contendo 1 X First Strand Buffer
(Invitrogen ™), 10mM de cada dNTP, 10mM DTT, 50ng/ pl de primers
randdmicos e 200U/ul de M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen ™) para
reacao final de 10pL, realizando a transcri¢ao reversa a 37°C/60 minutos.

6.1.4. Amplificacao

Foi utilizado volume de 2,5uL de cada respectivo cDNA e adicionado ao
mix de PCR contendo 1 x PCR Buffer (Invitrogen ™), 0,2mM de cada dNTP,
0,5uM de cada primer (11FW e 13RV) (Quadro 4), 1,5mM MgCl, , 0,625U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen ™) e &gua ultra-pura esterilizada para uma
reacao final de 25puL. As amostras foram submetidas a 5 ciclos de
94°C/1minuto, 40°C/1minutos e 72°C/1lminuto, 35 ciclos de 94°C/1 minuto,
50°C/1 minuto e 72°C/1 minuto, seguidos por 72°C/10 minutos para extensao

final.

Apés a amplificagdo, 10uL foram analisados em eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo (0,5ug/mL) e observado sob
luz ultra-violeta. Foram consideradas positivas as amostras que resultaram em
banda de 179 pb.

Quadro 4. Primers utilizados na Reacdo em Cadeia da Polimerase para a
detecgdo de coronavirus bovino, em amostras de fezes de aves da fauna
nacional. Botucatu, SP, 2012-2013.

Primer Sequéncia (5’-3") Amplicon Referéncia
11FW ]
TGATGATGSNGTTGTNTGYTAYAA 179pb Alejo (2012)
senso
13RV
GCATWGTRTGYTGNGARCARAATTC 179pb Alejo (2012)
anti-senso
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6.1.5. Virus de Referéncia

Como virus de referéncia de coronavirus bovino foi utilizada a cepa
Kakegawa (AKASHI et al., 1980), com titulo hemaglutinante de 256. A deteccao
de Coronavirus foi realizada no Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal (VPS) da FMVZ - USP, Sédo Paulo, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Eduardo Brandéo.

6.2. Diagnostico de Rotavirus

6.2.1. Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido do sobrenadante das suspensfes das amostras
utilizando Trizol Reagent (Invittogen ™) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Foi utilizada a amostra Nebraska Calf Diarrhea Virus (NCDV),
(WHITE et al.,, 1970) como controle positivo e agua-DEPC como controle

negativo.

6.2.2. Sintese de cDNA (Transcri¢cdo-Reversa)

Foram desnaturados 3,5uL do RNA extraido a 94°C durante 2 minutos e
adicionados ao mix de transcricdo reversa contendo 1 X First Strand Buffer
(Invitrogen ™), 10mM de cada dNTP, 10mM DTT, 1uM de cada primer (ROT1
e ROT2) (Quadro 5) e 200U/pl de M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen ™)

para reacao final de 10uL, realizando a transcricéao reversa a 37°C/60 minutos.

6.2.3. Primeira amplificacao

Foi utilizado volume de 2,5uL de cada respectivo cDNA e adicionado ao
mix de PCR contendo 1 x PCR Buffer (Invitrogen ™), 0,2mM de cada dNTP,
0,5uM de cada primer (ROT1 e ROT2), 1,5mM MgCl,, 0,625U de Tag DNA

polimerase (Invitrogen ™) e agua ultra-pura esterilizada para uma reacéo final
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de 25uL. As amostras foram submetidas a 35 ciclos de 94°C/ 30 segundos,

50°C/ 30 segundos, 72°C/ 45 segundos e 75°C/ 5 minutos para extensao final.

6.2.4. Segunda amplificacéao

Foram adicionados 2,5uL do produto da primeira amplificacdo ao mix de
nested-PCR contendo 1 x PCR Buffer (Invitrogen ™), 0,2mM de cada dNTP,
0,5uM de cada primer ROT 1 e ROT3 (Quadro 5), 1,5mM de MgCl,, 0,625U de
Taq DNA polimerase (Invitrogen ™) e agua ultra-pura esterilizada para uma
reagdo final de 25uL. As amostras foram submetidas a 35 ciclos de 94°C/ 30
segundos, 55°C/ 30 segundos e 72°C/ 45 segundos, seguidos de 72°C/ 5

minutos para extensao final.

A cada trés amostras adicionadas na reacao de nested foi acrescido um
tubo contendo agua ultra-pura esterilizada para o monitoramento de
contaminacdes, também adicionada de mix de nested PCR e levado ao
termociclador. Ap6s a reacdo de nested, 10uL foram analisados em
eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etideo
(0,5ug/mL) e observado sob luz ultra-violeta. Foram consideradas positivas as

amostras que resultaram em banda de 228 pb.

Quadro 5. Sequéncia de oligonucleotideos para a deteccdo de rotavirus
do grupo A em amostras de fezes de aves da fauna nacional. Botucatu,
SP, 2012-2013.

Primer Sequéncia (5’-3) Amplicon Referéncia
ROT1 Asano et al.
CTCTGGCAAARCTGGTGTCA 492pb
(senso) (2010)
ROT2 Asano et al.
CATTCGACGCTGATGACATY 492pb
(anti-senso) (2010)
ROT3 Asano et al.
ARCAATCRACCAACCASTCCTGTA 228pb
(anti-senso) (2010)
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6.2.5. Virus de referéncia

Como virus de referéncia de rotavirus foi utilizada a cepa NCDV
(WHITE et al., 1970) mantida em células da linhagem MA-104 (rim fetal de
macaco Rhesus). A identificacdo de Rotavirus foi realizada no VPS da FMVZ-

USP, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Eduardo Brand&o.

7. ANALISE ESTATISTICA

A associacdo entre a presenca dos diferentes micro-organismos isolados
em Passeriformes e Psitaciformes, e a deteccéo dos fatores de viruléncia de E.
coli e R. equi foram avaliados utilizando o teste de Qui—quadrado (Exato de
Fisher), utilizando o programa EPI-INFO (versao 6.04), considerando diferenca

significante para valores de p <0,05 (DEAN et al., 1994).
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8. RESULTADOS

Foram colhidas 152 amostras de fezes de 152 aves silvestres de cativeiro
diferentes, da fauna nacional. Apesar do calculo amostral indicar no minimo 58
aves, foram colhidas 152 amostras visando maximizar a identificacdo dos

patégenos de eliminacao fecal.

A Tabela 2 sumariza as aves utilizadas no presente estudo amostradas no
CEMPAS, PZMQB e de aves anilhadas de criadores particulares do municipio
de Botucatu, SP. A Tabela 3 apresenta a frequéncia de patdgenos identificados

nas fezes de diferentes espécies de aves da fauna nacional.
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Tabela 2. Numero e porcentagem de espécies de aves da fauna nacional
anilhadas de criadores particulares de Botucatu, SP, do Parque
Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros” de Sorocaba, SP, e Centro
de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres da FMVZ — UNESP/
Botucatu, SP, utilizadas para identificacdo de patégenos bacterianos e
virais nas fezes. Botucatu, SP, 2012-2013.

% = porcentagem

Espécies Nome comum n Porcentagem
Anodorhynchus hyacinthinus arara azul 4 2,63%
Ara chloropterus arara vermelha 2 1,32%
Guaruba guarouba ararajuba 1 0,66%
Cyanoloxia brissonii azuldo 12 7,89%
Saltator fuliginosus bico-de-pimenta-do-campo 1 0,66%
Saltatricula atricollis bico-de-pimenta 2 1,32%
Sporophila lineola bigodinho 1 0,66%
Sicalis flaveola pelzelni canario-chapinha 1 0,66%
Sicalis flaveola brasiliensis canario-da-terra 4 1,97%
Sporophila caerulescens coleirinho 7 4,61%
Oryzoborus angolensis curio 16 10,53%
Paroaria dominicana galo da campina 2 1,32%
Primolius auricollis maracana-de-colar 3 1,97%
Pionus maximiliani maritaca 7 4,61%
Pionus menstruus maritaca-de-cabeca-azul 1 0,66%
Amazona aestiva papagaio verdadeiro 45 29,61%
Amazona amazonica papagaio-do-mangue 7 4,61%
Amazona vinacea papagaio-do-peito-roxo 4 2,63%
Sporophila plimbea patativa 3 1,97%
Aratinga cactorum periquito-da-caatinga 1 0,66%
Aratinga nenday periquito-de-cabeca-preta 1 0,66%
Sporagra magellanica pintassilgo 4 2,63%
Saltator similis pixarro 11 7,24%
Lanio cucullatus sangrinho 1 0,66%
Thraupis sayaca sanhaco 1 0,66%
Zonotrichia capensis tico-tico 2 1,32%
Pyrrhura perlata tiriba-de-barriga-vermelha 1 0,66%
Pyrrhura frontalis tiriba-de-testa-vermelha 5 3,29%
Forpus xanthopterygius tuim 3 1,97%
Total geral 152 100,00%

n = ndmero
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Tabela 3. Frequéncia de patdogenos de origem viral e bacteriana

identificados nas fezes de diferentes espécies de aves da fauna nacional.
Botucatu, SP, 2012-2013

Espécie Patégeno Neg Pos Total Neg(%) Pos(%)
arara azul R. equi 2 2 4 50 50
arara vermelha - 2 - 2 100 0
ararajuba Rotavirus - 1 1 0 100
E. coli
azulao E. coli 10 2 12 83,33 16,67
bico-de-pimenta-do-
campo - 1 - 1 100 0
bico-de-pimenta E. coli 1 1 2 50 50
bigodinho E. coli - 1 1 0 100
canario - chapinha - 1 - 1 100 0
canério-da-terra - 3 - 3 100 0
coleirinho E. coli 6 1 7 85,71 14,29
curio - 16 16 100 0
galo da campina - 2 - 2 100 0
maracana-de-colar E. coli fim H 2 1 3 66,67 33,33
Rotavirus 2
maritaca E. coli 1 3 7 14,29 85,71
E coli fimH 1
maritaca-de-cabeca-azul - 1 - 1 100 0
E. coli 7
papagaio verdadeiro E. coli fimH 20 17 45 44,44 55,56
E. coli eae 1
papagaio-do-mangue E. coli fimH 2 5 7 28,57 71,43
papagaio-do-peito-roxo = Eellim 2 1 4 50 50
E. coli eae 1
patativa - - 3 100 0
periquito-da-caatinga - 1 - 1 100 0
periquito-de-cabeca-preta E. coli fimH - 1 1 0 100
pintassilgo - 4 - 4 100 0
pixarro E. coli 10 1 11 90,91 9,09
sangrinho - 1 - 1 100 0
sanhago - 1 - 1 100 0
tico-tico - 2 - 2 100 0
tiriba-de-barriga-vermelha - 1 - 1 100 0
tiriba-de-testa-vermelha  E. coli fimH 4 1 5 80 20
tuim - 3 - 3 100 0
Total geral 104 48 152 68,42 31,58

Pos = identificacdo positiva

E. coli = Escherichia coli
% = porcentagem

Neg = identificacdo negativa
R. equi = Rhodococcus equi
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A variavel espécie foi categorizada e agrupada em apenas dois grupos
distintos, relacionados a Ordem das aves pesquisadas: Passeriformes e
Psitaciformes. Na Tabela 4 se observa a porcentagem de cultivos positivos e

negativos relativos a Ordem das aves amostradas.

Tabela 4. Frequéncia identificacdo de patégenos de eliminagéo fecal em
Passeriformes e Psitaciformes pertencentes a fauna nacional. Botucatu,
SP, 2012-2013

Ordem Neg Pos Total % Neg %Pos % Total
passe 72 9 81 69,23% 18,75% 53,29%
psita 32 39 71 30,77% 81,25% 46,71%
Total geral 152 100,00%

Valores de P menores que 0,05 indicam diferenca significante entre identificagdo de patégenos nas ordens de aves
amostradas, utilizando o teste do Qui—quadrado (Exato de Fisher).

Pos = identificacdo positiva Neg = identificacdo negativa

passe = Passeriformes psita = Psitaciformes

Houve diferenca significante (p<0,05) para a maior deteccdo de
patogenos nas fezes dos Psitaciformes se comparado aos Passeriformes.

Segundo a regresséao logistica (razdo das chances), com intervalo de
confiangca de 95% (entre 4,20 — 22,7), os Psitaciformes apresentam chance
9,7 vezes maior de apresentar 0s patdogenos de eliminacdo entérica
pesquisados se comparados aos Passeriformes.

Nas 152 aves foram isoladas 46 (30,26%) linhagens de E. coli, duas
(1,32%) linhagens de R. equi e em trés (1,97%) amostras foi detectado
rotavirus bovino. O isolamento de R. equi foi obtido exclusivamente no meio
seletivo de CAZ-NB. Em contraste, Salmonella sp. e Coronavirus ndo foram
identificados em nenhuma das aves amostradas.

Houve tendéncia de maior identificagcdo dos patdbgenos nas amostras de
aves colhidas do grupo de Psitaciformes (Figura 1).
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O Psitaciformes

B Passeriformes

Frequéncia de detecgdo

Escherichia Rhodococcus Rotavirus
coli equi

Enteropatégenos

Figura 1: Frequéncia de deteccéo de diferentes patdgenos de eliminacao
entérica em amostras de fezes de Passeriformes e Psitaciformes

pertencentes a fauna nacional. Botucatu SP, 2012-2013.

Ocorreu maior identificacdo e diferenca significante (p<0,005) para o
isolamento de E. coli em Psitaciformes do que Passeriformes, visto que das 46
linhagens, 37 (80%) foram provenientes de fezes de Psitaciformes, enquanto 9
(20%) foram oriundas de Passeriformes. As duas linhagens de R. equi foram
identificadas em araras azuis (Anodorhynchus hyacinthinus), enquanto que as
trés cepas de rotavirus também foram detectadas em Psitaciformes, uma em
ararajuba (Guaruba guarouba) e duas em maritacas (Pionus maximiliani). No
entanto, ndo houve diferenca significante (p>0,05) em relagdo aos grupos
estudados e a deteccdo de R. equi e Rotavirus, entre os Psitaciformes e
Passeriformes.

A Figura 2 apresenta a porcentagem de amostras de fezes colhidas em

cada local do estudo. A Figura 3 mostra a porcentagem de identificacdo dos

diferentes patdgenos de eliminacéo entérica, segundo o local de amostragem.
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O CEMPAS
B PZMQB
O Criadores

Figura 2: Porcentagem de colheita de material, proveniente de aves da
fauna nacional, segundo o local de colheita. Botucatu, SP, 2012-2013.

CEMPAS = Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres

PZMQB = Parque Zooldgico Municipal “Quinzinho de Barros

O CEMPAS
B PZMQB
I Criadores

Figura 3: Porcentagem de isolamento de patégenos de eliminacao fecal,
segundo o local de colheita das amostras de aves da fauna nacional.
Botucatu, SP, 2012-2013.

CEMPAS = Centro de Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres

PZMQB = Parque Zoolégico Municipal “Quinzinho de Barros”
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Houve diferenca significante (p<0,05) entre a identificacdo de micro-
organismos nas fezes das aves nos diferentes locais, com maiores valores no
PZMQB em relacio ao CEMPAS e aves amostradas de criadores de
Botucatu, SP. A Tabela 5 ilustra a porcentagem de patdégenos identificados,

nos diferentes locais amostrados.

Tabela 5. Frequéncia de patégenos de eliminacdo entérica, segundo 0s
diferentes locais de colheita de fezes de aves da fauna nacional.
Botucatu SP, 2012-2013.

Espécie CEMPAS PZMQB Criadores Total
Escherichia coli 15/ 46 (32%)  25/46 (54%) 06/46 (14%) 100%
Rhodococcus equi 0% 02/ 02 (100%) 0% 100%
Rotavirus 0% 03/ 03 (100%) 0% 100%

A caracterizagdo do perfil de viruléncia plasmidial (VapA, VapB) nas
duas linhagens de R. equi revelou que em nenhum dos isolados foi detectado
0S genes vapA ou vapB, considerados avirulentos.

Na classificacdo em grupos filogenéticos das linhagens de E. coli foram
obtidas 41 estirpes do grupo comensal A, 3 do grupo comensal B1 e 2 do grupo
extraintestinal B2.

Dentre os marcadores de viruléncia das linhagens de E. coli isoladas das
amostras de fezes das aves, em 27 (58,69%) linhagens foi detectado o gene da
fimbria H (fimH) e em duas (4,34%) linhagens o gene eae. Os demais
marcadores de viruléncia nao foram identificados em nenhuma das linhagens

de E. coli.
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9. DISCUSSAO
Houve a identificacdo incomum de R. equi e Rotavirus nas fezes das

aves silvestres de cativeiro. R. equi sdo bactérias de comportamento
oportunista, relacionadas a graves infec¢cbes piogranulomatosas nos
humanos e animais. O micro-organismo é eliminado pelas fezes de aves
silvestres/selvagens, principalmente de herbivoros e onivoros. Apesar da
eliminacédo de R. equi pelas fezes principalmente por herbivoros, a bactéria
nao € considerada da microbiota entérica nestas espécies animais, transitando
somente pelo trato intestinal apos infeccdo oral, ou mesmo permanecendo no
intestino por pequenos periodos, como em potros, nos dois primeiros meses de
idade (PRESCOTT, 1991; TAKAI, 1997). Em animais selvagens e silvestres a
doenca clinica é rara, se manifestando sob a forma de enterite, linfadenite,
abortamento, mastite, dermatite e/ou piometra (PRESCOTT, 1991).

No presente estudo foram identificadas duas linhagens de R. equi nas
fezes de Psitaciformes. Dentre a literatura consultada, ndo foi possivel
encontrar registros sobre o isolamento de R. equi das fezes de aves da fauna
brasileira. O sucesso no isolamento de R. equi das fezes das aves amostradas
pode ser creditado ao uso do meio seletivo CAZ-NB, indicado para o
isolamento desta bactéria em materiais ou espécimes clinicos contaminados,
como fezes, areia e solo (MUSCATELLO, et al., 2007).

Recentemente, a patogenicidade de R. equi. foi relacionada a presenca
de marcadores de viruléncia de origem plasmideal. As estirpes virulentas
(VapA) tém sido identificadas em potros e em pacientes humanos com Aids.
As estirpes de viruléncia intermediaria (VapB) séo identificadas, em sua
maioria, na linfadenite em suinos e em humanos coinfectados com o virus da
Aids. As linhagens avirulentas comumente s&o identificadas no ambiente de
criacdo de animais domeésticos, em solos/areia de parques de recreacédo e
entretenimento humano e também em humanos com Aids (TAKAI, 1997).

Foi identificado no presente estudo a presenca de duas linhagens de R.
equi avirulentas (auséncia dos genes vapA e vapB) nas fezes de Psitaciformes.
Este resultado indicou que as fezes de aves da fauna nacional possam
contribuir na contaminagdo por R. equi , do solo/areia de ambientes

peridomiciliares, parques e pragas publicos. O achado do presente estudo
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confirmou as evidéncias de Fernandes et al. (2013), que descreveram
linhagens avirulentas de R. equi na areia de pracas e parques da regido de
Botucatu, SP, e aventaram a possibilidade da contaminacdo destes ambientes
com R. equi pelas fezes de passaros.

Apesar da auséncia de linhagens virulentas VapA) ou de viruléncia
intermediaria (VapB), a presenca de R. equi nas fezes de aves da fauna
nacional encontra reflexos em Saude Publica. Estudos nos Estados Unidos da
América (VERVILLE et al., 1994), Japdo (TAKAI., 1997) e Tailandia (TAKAI et
al, 2002) tém referido a rodococose em humanos por linhagens avirulentas. No
Brasil, estudo recente identificou 11 dentre 20 estirpes de R. equi isoladas de
humanos, identificadas como avirulentas (RIBEIRO et al.,, 2011b). Nas
linhagens avirulentas, a presenca de outros fatores de viruléncia seriam
responsaveis pela patogenicidade da bactéria em humanos, como a presenca
de capsula e enzimas (oxidase, fosfolipase B), além da multirresisténcia de R.
equi aos antimicrobianos convencionais, causando doenca clinica de dificil
tratamento, particularmente em individuos com debilidade organica ou
imunossuprimidos (PRESCOTT, 1991; TAKAI, 1997; RIBEIRO et al., 2011b).

N&o foi encontrado na literatura internacional referéncias da deteccao do
perfil de viruléncia associado aos plasmideos em isolados de R. equi obtidos
das fezes de aves silvestres/selvagens. No entanto, a presenca de R. equi nas
fezes de aves da fauna nacional denota preocupacdo no contexto de Saude
Pulblica, posto que estes animais podem contaminar ambientes de recreacao
humana, ambientes peridomiciliares, ou mesmo domiciliares, em virtude da
pratica frequente de criacdo de aves nativas no domicilio, particularmente as
espécies com habilidade de canto.

E. coli pertence a microbiota entérica de humanos e animais, incluindo
aves (CAMPOS e TRABULSI, 1999). O micro-organismo se caracteriza pela
complexidade de fatores de viruléncia, principalmente relacionados a adeséao
bacteriana as células epiteliais e a producdo de toxinas. A presenca e
expressao destes fatores de viruléncia estdo intimamente relacionados as
afeccOes entéricas e extra-entéricas nas diferentes espécies animais e em
humanos (KAPER et al., 2004). Com efeito, o simples isolamento de E. coli

das fezes das aves nao significa, necessariamente, predizer que esta
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linhagem apresenta potencial patogénico, necessitando investigar o0s
principais fatores de viruléncia do isolado relacionados a espécies animal
(SUSMANN, 1997).

Dentre os genes investigados, nas aves amostradas, relacionados aos
fatores de viruléncia de E. coli foram encontradas 27 linhagens detentoras do
gene fim H. As fimbrias H, G e F sdo subunidades da fimbria A, que
compdem a fimbria tipo 1 ou pili tipo 1. Esta adesina fimbrial se adere a
células da orofaringe, intestinais e principalmente do trato urinario de
humanos e animais (TIBA, 2004).

FimH atua diretamente na adesdo de E. coli as células alvo. Atua
também estimulando a agregacédo bacteriana e formacao de biofilme. Estas
propriedades conferem maior resisténcia bacteriana frente as defesas do
hospedeiro e a determinados antimicrobianos, particularmente em E. coli
UPEC (SUSMANN, 1997; TRABULSI et al.,, 2002). A deteccdo de 27
linhagens detentoras de fimH indica que as espécies de aves amostradas
podem atuar como carreadoras de E. coli detentoras de fatores de adesao
relacionados a patogenicidade do trato urinario em animais e humanos. Nao
foram encontrados na literatura estudos similares que detectassem fimH em
grande namero de E. coli isoladas das fezes de aves silvestres, limitando
confrontar os achados do presente estudo.

Dentre outros marcadores de viruléncia investigados nos isolados,
foram detectadas, também, duas linhagens detentoras do gene eae. O gene
eae codifica a intimina, proteina responsavel pela jungéo intima de EPEC as
células epiteliais (TRABULSI et al., 2002). Este gene esta presente na ilha de
patogenicidade denominada “locus enterocyte effacement” (MCDANIEL et al.,
1995). A adesdo destas linhagens de E. coli esta associada também ao
plasmidio EAF, que codifica o pili BFP (bundle-forming pilus). O pili BFP
estabiliza a bactéria em microcol6nias favorecendo a infeccdo (NATARO e
KAPER, 1998). As estirpes enteropatogénicas (EPEC) tipicas detém,
simultaneamente, 0 gene eae e o plasmidio EAF. Em contraste, as linhagens
EPEC consideradas atipicas possuem somente o gene eae (TRABULSI et al.,
2002). Assim, no presente estudo, as duas linhagens de E. coli identificadas

nas fezes de aves da fauna nacional podem ser consideradas EPEC atipicas.
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E. coli EPEC é a principal causa de diarreia em criancas com menos
de um ano de idade, particularmente em paises emergentes (NATARO e
KAPER, 1998). A deteccdo de linhagens EPEC nas fezes das aves
amostradas € um achado relevante no contexto de Saude Publica, devido a
possibilidade de contaminacdo do ambiente peridomiciliar, por vezes até
domiciliar, por linhagens enteropatogénicas eliminadas pelas fezes de
passaros.

E. coli é a bactéria mais frequentemente isolada das fezes e de tecidos
obtidos na necropsia de aves silvestres (DORRESTEIN et al., 1985). No
presente estudo, pode-se observar a alta prevaléncia desta bactéria na
microbiota entérica das aves. Houve também diferenca significante entre os
dois grupos de aves pesquisados (Passeriformes e Psitaciformes) revelando
maior frequéncia de isolamento de E. coli nos Psitaciformes se comparado
aos Passeriformes. Tal achado poderia encontrar justificativa nos habitos
alimentares ou de proximidade com o solo, que favoreceriam a colonizacdo
intestinal por E. coli nos Psitaciformes.

A classificacéo filogenética das linhagens de E. coli isoladas das aves
identificou o predominio do grupo A (E. coli comensais) e linhagens
pertencentes ao grupo B2 (infeccOes extra-intestinais) (BINGEN et al., 1998).
O predominio de E. coli comensais (grupo A) pode ser creditado a
amostragem de animais sem sinais entéricos, visto que 0 micro-organismo
possui como habitat o trato intestinal, enquanto E. coli extra-intestinais na
filogenia (grupo B2) poderia ser justificado pela presenca de linhagens
contendo fimH relacionada a infec¢des do trato urinari0 (SUSMANN, 1997).

Foi identificado material genético de rotavirus bovino, no entanto, na
literatura consultada, ndo foram encontradas descricbes no Brasil da
deteccdo de rotavirus nas fezes das espécies das aves amostradas,
dificultando confrontar este resultado do presente estudo. A presenca de
rotavirus nas aves amostradas sinaliza para o risco de contaminacdo pelo
agente (com fezes de aves) do ambiente domiciliar e peridomiciliar dos
humanos, e reforca a necessidade de adocédo de medidas higiénico-sanitarias
no contato direto ou com o ambientes destas aves silvestres, particularmente

para criadores.
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N&o foi evidenciada a presenca de Salmonella spp. e Coronavirus nas
fezes das aves amostradas. Entretanto, a semelhanca dos demais patdégenos
investigados, estes micro-organismos sempre devem ser considerados em
estudos envolvendo patdégenos entéricos em animais, devido ao potencial
patogénico para humanos e a possibilidade de coinfecgdo na ocorréncia de
distarbios entéricos.

A maioria dos estudos envolvendo a identificacdo de patégenos
entéricos de potencial zoon6tico em aves silvestres da fauna nacional estédo
restritos aos relatos de casos, ou enfocam um patdgeno especifico de origem
bacteriana, viral ou parasitaria.No entanto, ndo raras vezes estes micro-
organismos atuam sob a forma combinada (coinfecc¢des), potencializando o
efeito dos disturbios entéricos. Neste contexto, o presente estudo procurou
abordar o diagndstico dos principais patdgenos de eliminagédo fecal em aves
silvestres, devido ao potencial zoondtico e a complexidade destes agentes,
envolvidos em afec¢cdes entéricas e, por vezes, extra-entéricas em animais e
humanos. Entretanto, ndo foi observada associagéo significante na deteccao
de coinfec¢bes nos animais amostrados apesar da presenca conjunta destes
patdgenos encontrada nas fezes de algumas aves.

A presenca de E. coli, R. equi e Rotavirus em amostras de fezes de aves
da fauna nacional, sinaliza o potencial zoonético destes animais para 0s
humanos, alertando para a necessidade de orientar individuos que possuem
contato direto com estes animais, ou com fezes, na limpeza de gaiolas ou
viveiros, (particularmente criadores), quanto aos riscos de contaminacgao

representada pelas fezes destes animais.
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10. CONCLUSOES

v' A identificacdo de R. equi, E. coli e rotavirus indicam o potencial
zoonotico das aves silvestres da fauna nacional amostradas na regido
do estudo, devido ao risco de contaminagdo de ambientes domiciliares
e peridomiciliares, ou mesmo pelo contato direto com criadores destas

espécies;

v' A deteccdo incomum de linhagens de R. equi nas aves amostradas,
ainda que sem a presenca dos genes vapA e vapB, demanda
preocupacdo em Saude Publica, em virtude da ocorréncia da
rodococose em humanos por estirpes avirulentas, particularmente em

individuos acometidos pela Aids, inclusive no Brasil,

v' A deteccdo dos genes fimH e eae nos isolados de E. coli indica o
potencial patogénico destas linhagens para outras aves ou mesmo
humanos, devido & relacdo destes fatores de viruléncia,

respectivamente, com estirpes UPEC e EPEC;

v A deteccdo de material genético de Rotavirus bovino em amostras
fecais de aves silvestres da fauna nacional € um achado incomum na
literatura consultada, e também sinaliza para o risco de contaminacao

ambiental ou por contato direto com estes animais;

v A presenca de diferentes patdgenos eliminados pelas fezes de
Passeriformes e Psitaciformes denota a necessidade de
conscientizacdo da populacdo em geral, particularmente criadores
destas espécies, sobre o potencial zoonético destes micro-organismos,
madiante a contaminagdo do ambiente ou por contato direto com

animais saudaveis, sem sinais entéricos;
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