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RESUMO

As aves silvestres podem ser reservatério de bactérias patogénicas e atuar como veiculadoras desses
microrganismos para o ambiente, os animais domésticos e 0 homem. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi verificar a ocorréncia de Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica e Salmonella enterica em aves
silvestres capturadas nas dareas préximas de avidrios e em frangos de corte alojados nesses
estabelecimentos, além de verificar a presenca dos genes cdtA, cdtB e cdtC nos isolados de
Campylobacter e identificar os sorotipos de Salmonella encontrados. Amostras de fezes de 189 aves
silvestres capturadas com redes de neblina nas areas proximas de 10 aviarios e de 200 frangos de corte
foram processadas para pesquisa de Campylobacter spp., S. enterica e Y. enterocolitica. Duas espécies de
aves silvestres, Sicalis flaveola (canério-da-terra) e Zonotrichia capensis (tico-tico), foram positivas para
Salmonella e Campylobacter, respectivamente. Foram isolados Campylobacter spp., S. enterica e Y.
enterocolitica de frangos. Todos os isolados de Campylobacter analisados apresentaram os genes cdt. Em
dois aviarios, Campylobacter foi isolado tanto de frangos como de aves silvestres, entretanto a
contaminacdo mdtua entre essas aves ndo foi comprovada. Este foi o primeiro relato de isolamento de
Campylobacter de Z. capensis e de Salmonella do sorotipo Derby de S. flaveola.
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ABSTRACT

Wild birds can be reservoirs of pathogenic bacteria and act as carriers of these microorganisms to the
environment, domestic animals, and humans. Therefore, this study had as objective to verify the
occurrence of Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica and Salmonella enterica in wild birds captured
in the surroundings of the aviaries and in the broilers housed in these establishments. The presence of the
cdtA, cdtB and cdtC genes in Campylobacter isolates was also investigated and Salmonella serotypes
were identified. Stool samples from 189 wild birds captured with mist nets in around 10 aviaries and from
200 broilers were processed for Campylobacter spp., S. enterica and Y. enterocolitica research. Two
species of wild birds, Sicalis flaveola (Saffron Finch) and Zonotrichia capensis (Rufous-collared
Sparrow) were positive for Salmonella and Campylobacter, respectively. Campylobacter spp., S. enterica
and Y. enterocolitica were isolated from broilers. The cdt genes were found in all Campylobacter
isolates. In two aviaries, Campylobacter was isolated from both broilers and wild birds, however the
mutual contamination among these birds has not been shown. This was the first report of Campylobacter
isolation from Z. capensis and of Derby Salmonella serotype isolation from S. flaveola.
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INTRODUCAO

Salmonella enterica, Campylobacter jejuni e
Yersinia  enterocolitica estdo entre  0s
microrganismos mais comumente associados a
toxinfecgdes alimentares envolvendo o consumo
de produtos de origem animal (Marder et al.,
2017). A importancia da Salmonella em salde
publica esta principalmente ligada a alta
ocorréncia do microrganismo em frangos de
corte (Grant et al., 2016). Diferentemente da
Salmonella, Campylobacter ndo €é patogénico
para as aves, o que faz com que seu controle seja
negligenciado nos sistemas de producdo avicola
(Germano e Germano, 2015). Um dos fatores de
patogenicidade de Campylobacter € a toxina
citoletal distensiva (CDT). Essa toxina é
composta pelas subunidades proteicas cdtA, cdtB
e cdtC, codificadas pelos genes cdtA, cdtB e
cdtC, respectivamente. E necesséria a expressao
dos trés genes para que a proteina esteja na sua
forma ativa e possa penetrar nas células (Jain et
al., 2008).

Yersinia enterocolitica é considerado um
patdgeno emergente e a sua incidéncia como
agente causador de diarreia, em alguns paises, sd
é superada por Salmonella e Campylobacter
(European Food Safety Authority, 2016).
Entretanto, a sua ocorréncia em aves, tanto
domésticas como silvestres, tem sido pouco
estudada.

As aves silvestres sdo consideradas reservatorios
de Campylobacter, Salmonella e Yersinia
(Kapperud e Rosef, 1983) e, devido a sua alta
mobilidade, podem atuar como potenciais
disseminadoras desses microrganismos para o
meio ambiente e outros animais, sejam silvestres,
domesticos ou 0 homem (Refsum et al., 2002b).
Portanto, ¢ de fundamental importancia o
conhecimento de quais espécies da avifauna
podem albergar essas bactérias patogénicas. Por
outro lado, as aves de produgdo podem
representar fontes potenciais de contaminacdo
para a fauna silvestre e o homem (Newman et
al., 2007; Pennycott et al., 2006). Assim, o
objetivo deste trabalho foi verificar a ocorréncia
de Campylobacter spp., Y. enterocolitica e S.
enterica em aves silvestres capturadas nas areas
proximas de avidrios e em frangos de corte
alojados nos mesmos  estabelecimentos,
buscando estabelecer uma relacdo entre a
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contaminagdo das aves domésticas e das
silvestres.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em 10 avidrios da
regido sul do estado do Rio Grande do Sul, que
trabalham com galpdes com lotacdo entre 5.200 e
5.400 frangos (10 aves/m?). Foram coletadas
amostras de fezes de aves silvestres capturadas
no entorno dos galpdes onde os frangos estavam
alojados. Para a coleta de fezes de aves silvestres
de diferentes espécies passiveis de captura,
quatro redes de neblina de 12m com malha de
30mm foram colocadas em locais estratégicos no
entorno dos aviarios. As redes permaneceram
abertas durante quatro periodos (duas manhés e
duas tardes) de quatro horas, totalizando 16h,
sendo revisadas em intervalos de tempo ndo
superiores a 30min. Todas as aves capturadas nas
redes tiveram amostras de fezes coletadas
diretamente da cloaca com o uso de zaragatoas
estéreis. Apo6s, as aves silvestres foram
identificadas taxonomicamente quanto ao género
e a espécie, de acordo com a Lista comentada das
aves do Brasil pelo Comité Brasileiro de
Registros Ornitoldgicos (Piacentini et al., 2015),
anilhadas com anilhas fornecidas pelo Centro
Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Aves
Silvestres (Cemave) e soltas imediatamente.
Também foram coletadas amostras de fezes dos
frangos que estavam nos avidrios durante o
periodo em que as aves silvestres foram
capturadas. De cada aviario, foram coletadas 20
amostras de fezes de frangos, obtidas
diretamente da cloaca das aves com o uso de
zaragatoas estéreis, um dia antes do embarque
para abate. As amostras de fezes foram
encaminhadas ao laboratério em meio de
transporte Cary Blair (Himedia, Mumbai, india),
em caixas isotérmicas com gelo, e imediatamente
processadas.

Para o isolamento de Campylobacter, as
zaragatoas com as amostras de fezes foram
diretamente semeadas em superficie de
Columbia Blood Agar Base (Acumedia, Lansing,
Michigan), adicionado de suplementos, conforme
descrito por Silva et al. (2014). Os isolados
foram criopreservados em meio estoque,
constituido por 1mL de soro fetal bovino (FBS,
Gibco, Invitrogen), 1mL de glicerol e 8mL de
caldo Mueller Hinton (Himedia, India), para
serem recuperados quando necessario.
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Para pesquisa de Salmonella, as zaragatoas
foram colocadas em tubos de ensaio com 10mL
de 4gua peptonada tamponada (APT, Acumedia).
O material foi incubado para pré-enriquecimento
e demais procedimentos para pesquisa de
Salmonella, conforme recomendado por U.S.
Food and Drug Administration — FDA (Andrews
etal., 2016).

Para pesquisa de Y. entrerocolitica, foi realizada
semeadura por esgotamento em agar MacConkey
(Acumedia, Lansing, Michigan, USA) com a
utilizacdo da zaragatoa previamente obtida. Apos
incubagdo a 37°C por 24h, trés coldnias lactose
negativas foram analisadas pela PCR para
identificacdo da espécie.

Culturas em BHI de cada isolado identificado
como Salmonella ou Y. entrerocolitica foram
misturadas com 20% de glicerol para
manutenc¢do de estoque a -70°C.

O DNA dos isolados suspeitos de Campylobacter
e de Y. enterocolitica (isolados lactose-negativa
obtidos em &gar MacConkey) foi extraido
conforme Sambrook e Russel (2001). A
identificacdo de Campylobacter jejuni e C. coli
foi feita por PCR, de acordo com protocolo
descrito por Harmon et al. (1997), e a pesquisa
dos genes cdtA, cdtB e cdtC por multiplex PCR,
segundo Martinez et al. (2006). A PCR para
identificacdo de Y. enterocolitica foi realizada
conforme Neubauer et al. (2000).

Os isolados de Salmonella foram encaminhados
ao  Departamento de Bacteriologia do
Laboratorio de Enterobactérias da Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz, Manguinhos, Rio de
Janeiro) para identificacdo dos sorotipos por
meio da determinacdo das estruturas somaticas e
flagelares.

O trabalho foi aprovado pela Comisso de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Pelotas, recebendo o cédigo para
cadastro n® 6323.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram estudados 10 aviarios, nos quais foram

amostradas 189 aves silvestres de 32 diferentes
espécies e 200 frangos (Tab. 1).
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Zonotrichia capensis (41 exemplares) e Sicalis
flaveola (40 exemplares) foram as espécies mais
frequentemente capturadas no presente estudo,
correspondendo a 42,3% das capturas. Essas
espécies, além de serem comuns na area de
estudo, tém dieta predominantemente granivora,
e a disponibilidade de alimento nos aviarios deve
ter sido fator determinante da sua presenca em
maior nimero nos locais de captura. Essas aves
sdo de pequeno porte e, mesmo com O
fechamento dos aviarios com telas de malha nédo
superior a 2,5cm (Brasil, 2009), elas conseguem
acesso ao interior deles por pequenas frestas para
alimentarem-se da racdo fornecida aos frangos.
Também foi possivel observar a presenca de aves
silvestres no interior do aviario durante o periodo
de vazio sanitario, quando ocorre 0 manejo da
cama e limpeza de equipamentos. A interacdo
entre aves silvestres e frangos de corte criados no
Rio Grande do Sul também foi reportada por
Scherer et al. (2011).

Foram isolados Campylobacter spp. e S. enterica
de amostras de fezes de frangos e de aves
silvestres, e Y. enterocolitica apenas de fezes de
frangos (Tab. 2).

Os isolados de Campylobacter obtidos de
amostras de aves silvestres foram oriundos de
uma Unica espécie, Z. capensis, dos quais trés
foram identificados como C. coli e um como C.
jejuni, sendo este o primeiro registro de
isolamento de Campylobacter de Z. capensis.
Nove isolados foram identificados morfolégica e
biogquimicamente como Campylobacter spp.,
mas, devido a dificuldades de cultivo da bactéria,
ndo foi possivel obter culturas com material
suficiente para determinacdo da espécie pela
PCR. Campylobacter possui um crescimento
fastidioso in vitro e pode facilmente perder a
capacidade de ser cultivado devido & exposicédo a
condi¢des desfavoraveis (Park, 2002). O estresse
causado pela presenga de oxigénio, temperatura
baixa ou falta de nutrientes muda a morfologia
das celulas para formas cocoides, que entram em
um estado viavel ndo cultivavel, sendo incapazes
de crescer em meios seletivos de isolamento (Lee
e Newell, 2006).
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Tabela 1. Espécies de aves silvestres capturadas nas areas proximas aos aviarios

Chloroceryle americana
Coereba flaveola
Colaptes melanochloros
Basileuterus culicivorus
Guira guira
Microspingus cabanisi
Saltator aurantiirostris
Sporophila caerulescens
Tachyphonus coronatus

Thamnophilus ruficapillus

Tangara preciosa
Tangara sayaca

Martim-pescador-verde
Cambacica
Pica-pau-verde-barrado
Pula-pula

Anu-branco
Quete-do-sul

Bico-duro

Coleirinho

Tié-preto
Choca-de-chapéu-
vermelho
Saira-preciosa
Sanhago-cinzento

Espécies Auviarios Tota
Nome cientifico Nome popular 2 I 10 |
Zonotrichia capensis Tico-tico 3 1 41
Sicalis flaveola Canério-da-terra 0 0 40
Columbina picui Rolinha-picui 4 1 17
Furnarius rufus Jodo-de-barro 2 2 14
Columbina talpacoti Rolinha-roxa 1 0 9
Lanio cucullatus Tico-tico-rei 1 1
Turdus amaurochalinus Sabia-poca 0 2
Turdus rufiventris Sabia-laranjeira 3 0
Agelaioides badius Asa-de-telha 0 2
Troglodytes musculus Corruira 1 0
. . . Guaracava-de-bico-
Elaenia parvirostris 1 2
curto
Saltator similis Trinca-ferro 0 0
Molothrus bonariensis Vira-bosta 0 0
Pipraeidea bonariensis Sanhacgo-papa-laranja 0 0
Parula pitiayumi Mariquita 1 0
Passer domesticus Pardal 0 1
Pitangus sulphuratus Bem-te-vi 0 0
Camptostoma obsoletum Risadinha 0 0
Chiroxiphia caudata Tangara 0 0
0 0
1 0
0 1
0 0
0 0
0 0
0 1
0 0
0 0
0 0
0 0
0 0
1 0

Vireo olivaceus
Total

Juruviara
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Tabela 2. NUumero de aviarios, animais amostrados e amostras positivas para Yersinia enterocolitica,
Salmonella enterica e Campylobacter spp.

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

*Amostras analisadas apenas morfoldgica e bioquimicamente.
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Salmonella foi isolada de uma amostra de fezes
coletada de S. flaveola. Ao contrario do que
ocorre com 0s animais de producéo, os relatos de
isolamento de patégenos de origem alimentar em
aves silvestres sdo raros e bastante variaveis
quanto aos resultados. Na Noruega, durante o
periodo de 1969 a 2000, Salmonella foi isolada
de 470 espécies de aves, incluindo 441 pequenos
passaros, 15 gaivotas, cinco aves aquaéticas,
quatro rapinantes, trés pombas e dois corvos
(Refsum et al., 2002a). VlIahovic et al. (2004), na
Croacia, ap0s andlise de amostras de 107 aves
silvestres de varias espécies, obtiveram dois
(1,9%) isolamentos de C. jejuni de pomba
(Columba livia) e oito (7,5%) de Salmonella,
dois de gavido (Buteo buteo), dois de corvo
(Corvus frugilegus), um de gaivota (Larus
ridibundus) e um de coruja (Strix aluco), sendo
as frequéncias de isolamento consideradas baixas
pelos autores. Hughes et al. (2008) isolaram
Salmonella de 32 amostras obtidas de pequenos
passaros (Carduelis chloris, Carduelis spinus,
Carduelis carduelis, Passer domesticus e Sturnus
vulgaris), pombas (Streptopelia decaocto e
Columba palumbus) e gaivotas (Larus
ridibundus e Larus argentatus) no norte da
Inglaterra. Por outro lado, Mirzaie et al. (2010)
isolaram Salmonella de apenas 3,8% (18/470) de
pardais (Passer domesticus) capturados na regido
de Teerd, Ird. No Brasil, Dias et al. (2014), em
estudo realizado no extremo sul do Rio Grande
do Sul, isolaram Salmonella de seis (24%)
amostras de fezes, cinco de C. ruficapillus e uma
de S. flaveola, de 25 analisadas. Os mesmos
autores também isolaram Campylobacter de oito
(32%) amostras de fezes de C. ruficapillus. Com
base nos resultados do presente estudo em
relacdo a esses outros trabalhos, a prevaléncia de
Campylobacter spp. e S. enterica em aves
silvestres na regido pode ser considerada baixa.

Y. enterocolitica ndo foi isolada das fezes de
aves silvestres, embora tenha sido de frangos. A
ocorréncia dessa bactéria em aves silvestres ndo
tem sido muito estudada. Castro-Silva et al.
(2011) analisaram amostras de aves silvestres no
litoral de Santa Catarina e ndo encontraram Y.
enterocolitica.

Oito Campylobacter isolados de frangos foram
identificados como C. jejuni, e dois como C. coli.
A presenca de Campylobacter ja tem sido
reportada em frangos da regido (Gomes et al.,
2006; Silva et al., 2014), assim como Salmonella
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(Tejada et al., 2016). Nos aviadrios 5 e 8,
Campylobacter foi isolado tanto de aves
silvestres como de frangos, mas ndo possivel
realizar a comparacdo entre essas cepas para
verificar a sua similaridade. Entretanto,
considerando a ocorréncia de aves silvestres
portadoras de Campylobacter no entorno dos
aviarios, tendo acesso ao ambiente em que se
encontravam os frangos, os quais albergavam o
mesmo microrganismo, a possibilidade de
contaminagdo entre as aves silvestres e as de
producdo ndo pode ser descartada. Segundo a
sorotipificacdo realizada pela Fiocruz dos
isolados de Salmonella, o isolado obtido das
fezes de S. flaveola pertencia ao sorotipo Derby.
Outros  estudos que tém  identificado
sorologicamente Salmonella isolada de aves
silvestres reportam os sorotipos Typhimurium,
Enteritidis, Newport, Senftenberg, Paratyphi e
Montevideo (Hughes et al., 2008; Mirzaie et al.,
2010; Refsum et al.,, 2002a; Vlahovic et al.,
2004). Este é o primeiro registro da ocorréncia
de S. Derby em S. flaveola. Embora os sorotipos
Enteritidis e Typhimurium sejam relatados em
outros trabalhos como os mais frequentes em
aves silvestres (Hughes et al., 2008; Mirzaie et
al., 2010), esses sorotipos ndo foram
identificados no presente trabalho. Dos trés
isolados de frangos, dois pertenciam ao sorotipo
Anatum. O outro foi identificado somente quanto
ao sorogrupo, denominado 0:3,10, por ndo ter
sido detectado o antigeno flagelar. Tejada et al.
(2016), ao estudarem frangos na mesma regido
deste trabalho, observaram maior ocorréncia do
sorotipo Schwarzengrund, seguido de Mbandaka.
Os sorotipos Enteritidis e Typhimurium parecem
ndo ser tdo frequentes em frangos no sul do Rio
Grande do Sul, como séo em outros locais.

Todos os isolados de Campylobactyer
apresentaram 0s genes cdt e possuiam os trés
genes cdtA, cdtB e cdtC, sendo potencialmente
capazes de produzir a toxina CDT. Segundo Jain
et al. (2008), as cepas produtoras de CDT
apresentam alto poder de aderéncia, maior
capacidade invasiva e citotoxicidade. Portanto,
embora a capacidade da bactéria de provocar
doenca independa da producdo da toxina, cepas
portadoras dos genes cdt sdo capazes de induzir
casos mais severos da enfermidade. Os genes
cdtA, cdtB e cdtC tém sido identificados na
maioria dos isolados de Campylobactyer obtidos
de aves domésticas (Silva et al., 2014) e de
amostras clinicas de humanos (Van Deun et al.,
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2007), o que reforca a importdncia da sua
presenca nos isolados das fezes de aves
analisadas neste estudo. A presenca desses genes
indica que as cepas obtidas apresentam elevada
patogenicidade, representando um perigo em
potencial para humanos e demais animais
domésticos ou silvestres, que entrem em contato
direto ou indireto com os portadores.

CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados, foi
comprovado que S. flaveola e Z. capensis podem
ser portadores de Salmonella e Campylobacter,
respectivamente, e que esses microrganismos,
bem como Y. enterocolitica, estdo presentes em
aviarios da regido sul do estado do Rio Grande
do Sul. S. Derby e S. Anatum foram isoladas de
frangos e S. flaveola, respectivamente. Todos os
isolados de Campylobacter apresentaram 0s
genes cdt, sendo potencialmente capazes de
produzir a toxina CDT. A contaminagdo mitua
entre aves silvestres e frangos de corte ndo foi
comprovada. Entretanto, ainda sdo poucos 0s
dados sobre os microrganismos patogénicos
albergados por aves silvestres e sobre quais
espécies podem contaminar ou ser contaminadas
por animais de producdo e 0 homem.
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