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Resumos Estendidos

Andlise Microbiolégica em
Aves Silvestres: Patégenos
Virais e Bacterianos

Carlos E. R. de Sant’Anaq, Talita S. Ramos, Wilia M. E. D. Brito,
Georgia R. S. de Sant’Ana, Luiz A. M. L. Baptista, Luana N. C. Alves
& Elaine M. Silva

Foram analisadas amostras de soro e “swabs” cloacais de 88 aves pertencentes a 13
diferentes espécies albergadas no CETAS de Goiania-GO para a identificag@o de patogenos
virais (influenza e Newcastle) e bacterianos (Salmonella sp e Escherichia coli). Os resultados
de soros ndo reagentes para os agentes virais indicam que os espécimes estudados ainda ndo
haviam entrado em contato com os antigenos virais influenza e Newcastle ¢ a identificacao
presuntiva de bactérias patogénicas indica a possibilidade de transmisséo destes patogenos
para humanos.

Palavras-chave: zoonoses, patogenos humanos, doengas infecciosas.

We analyzed serum samples and cloacal swabs of 88 birds of 13 different species
present in CETAS-GO to identify viral (influenza and Newcastle) and bacterial (Sa/monella
sp and Escherichia coli) pathogens. The results of non-reactive sera for viral agents indicate
that the specimens studied had not yet contacted with influenza viral and Newcastle
antigens and the presumptive identification of pathogenic bacteria confirms the possibility
of transmission of these pathogens to humans.
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Introducdo

Diversas gandemias, como as de coélera, gripe e
outras doencas, causam sérios impactos as populagdes
humanas. Surtos claramente definidos de doengas
panzoodticas em animais selvagens sdo provavelmente
raros, mas a falta de conscientizacdo e informagao,
ocorrida durante décadas, certamente escondem a
verdadeira extensdo desses eventosl. Historicamente,
as doencas dos animais selvagens foram consideradas
importantes apenas quando a agricultura ou saude
humana estavam sendo consideradas ameagadas. No
entanto, a ocorréncia de surtos de doengas em espécies
ameagadas1,2, aumento do envolvimento veterinario3,4
e os avancos da biologia populacional hospedeiro-
parasita5,6 tém feito as ameaca de doengas dos animais
selvagens serem levadas mais a sério.

O nGmero crescente de animais selvagens com
doengas infecciosas emergentes pode refletir um
aumento cada vez maior da vigilancia, mas paralelos
entre os fatores causais de conducdo de doencas humanas
emergentes e doengas na vida selvagem sugerem que
esta tendéncia ¢ valida'’. A expansio da populagdo
humana tem impulsionado o surgimento de doencas
infecciosas emergentes via aumento da densidade
populacional, especialmente em areas urbanas (dengue,
colera), e ambientes aquaticos devido a contaminagdo
dos mananciais®”’.

Cada vez mais os humanos estdo em exposi¢cdo a
patdgenos zoondticos, ou seja, os que foram transmitidos
naturalmente entre os animais e os seres humanos, com ou
sem a criagdo de um novo ciclo de vida em humanos. Os
animais selvagens desempenham um papel chave na sua
emergéncia, fornecendo um “pool zoonoético™ a partir dos
quais agentes patogénicos anteriormente desconhecidos
podem emergir'2. Isso ocorre classicamente para o virus
influenza, que causa a pandemia em humanos apods a
troca periddica de genes entre os virus de aves selvagens
e domésticas, porcos e seres humanos.

As aves silvestres, por sua vez, submetidas a
elevado nivel de estresse durante o trafico!® (terceiro
maior comércio ilegal mundial) e a sua recuperagao,
podem estar sujeitas a contaminagdo ¢ a colonizagao
por diversos tipos de patogenos'', dentre outros
motivos, devido ao processo de imunossupressao.
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A detecgdo precoce ¢ precisa desses patdogenos gera
uma melhor compreensdo das causas do surgimento
da doenca e dos agentes e seus hospedeiros, o que
ajudara na prevencdo do surgimento e controle de
futuros surtos zoonoéticos'>'*. Embora alguns desses
microrganismos constituam componentes normais da
microbiota intestinal dos animais, as aves silvestres
podem funcionar como reservatorios para esses agentes,
alguns dos quais invasivos e virulentos ao homem'#!>,

Os animais silvestres, apreendidos ou resgatados
pelos orgdos fiscalizadores, s3o encaminhados a
quarentena do Centro de Triagem de Animais Silvestres
(CETAS, do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA), a fim de serem
submetidos a exames especificos para a identificacdo de
doengas (particularmente zoonoses). Apds os resultados
dos exames e testes laboratoriais, necessarios a avaliagao
das condicdes biologicas dos animais, sdo definidos os
destinos das aves (soltura, por exemplo) que estardo
vinculados ao contato direto ou indireto com humanos!'®.

No presente estudo foram avaliadas as condic¢des
sanitarias de 88 aves de 13 diferentes espécies, albergadas
no CETAS de Goidnia-GO, para a identificagdo de
patogenos virais (influenza e Newcastle) e bacterianos
(Salmonella sp ¢ Escherichia coli) presentes em amostras
biologicas desses animais.

Metodologia

Apartir de 88 aves, de 13 espécies diferentes presentes
no CETAS de Goiania, no 1° semestre de 2010, foram
obtidas amostras de sangue (soro) e excre¢do cloacal
“swab”). As aves foram divididas em trés grupos (Tabela
1) de acordo com a respectiva Ordem (classificacdao
taxondmica) das espécies: a Ordem Psittaciformes, com
6 espécies e totalizando 52 individuos (araras, papagaios,
maritacas e periquitos); a Ordem Piciformes, com uma
unica espécie representante e totalizando 11 individuos
(tucanos) e a Ordem Passeriformes, nao subdividida em
estratos, representada por 6 espécies e totalizando 25
espécimes (passaros-pretos, sabids e canarios-da-terra,
dentre outros).

As amostras de sangue, para a pesquisa de anticorpos
para os virus influenza e Newcastle, foram coletadas
através de venopung¢do nas asas, nas patas e na jugular
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e foram mantidas em repouso em temperatura ambiente
por, no minimo, 30 minutos para a obtengdo de soro ¢ em
seguida estocadas a uma temperatura de 4°C.

Tabela 1. Distribuicdo de espécimes de aves silvestres, a partir das
quais foram coletados os materiais biolégicos no CETAS de Goiania-
GO, em suas respectivas espécies e ordens.

NDV, Laboratérios HIPRA S. A, Espanha) de acordo

com as recomendagdes do fabricante.

AMOSTRAS CLINICAS
N=88

Swab
cloacal

Sangue / Soro

NOME NOME NUMERO
CIENTIFICO COMUM DE AVES
ORDEM PSITTACIFORMES
Amazona aestiva (Linnaeus, 1758) papagaio-verdadeiro 10
Amazona amazonica (Linnaeus, 1766) Papagalo—do.—mangue 2
ou curica

Ara ararauna (Linnaeus, 1758) arara-canindé 20

Aratinga aurea (Gmelin, 1788) perlqlllltojcoco'ou 1

periquito-rei

Aratinga leucophthalma (Statius maritaca ou periquitdo- 10

Muller, 1776) maracand
Brotogeris chiriri (Vieillot, 1818) | Periauito-de-encontro- 9

amarelo

ORDEM PICIFORMES
Ramphastos toco (Statius Muller, 1776) tucanuagu 11
ORDEM PASSERIFORMES
Chrysomus ruficapillus (Vieillot, 1819) garibaldi 1
Gnorimopsar chopi (Vieillot, 1819) passaro—Preto ou 8
graina
Lo . candrio-da-terra-

Sicalis flaveola (Linnaeus, 1766) verdadeiro 12
Sporophila collaris (Boddaert, 1783) coleiro-do-brejo 1
Sporophila nigricollis (Vieillot, 1823) | papa-capim ou baiano 1

Turdus amaurochalinus (Cabanis, sabid-poca 5

1850) P
TOTAL 88

As amostras de excregao cloacal, para o isolamento
e identificacdo de bactérias (Salmonella sp e Escherichia
coli) foram coletadas através de “‘swabs” que,
imediatamente apos a coleta, foram imersos em um tubo
com 10 mL de solugdo salina a 0,9% e acondicionados sob
refrigeracdo. O fluxograma das etapas e procedimentos
realizados para a identificagdo de agentes infecciosos
com potencial zoondtico nas amostras de soro e excre¢ao
cloacal coletadas ¢ apresentado na Figura 1.

A pesquisa de anticorpos foi realizada por meio de
ensaio imunoenzimatico indireto para virus influenza de
diferentes cepas, independentemente de sua classificacao
HN (CIVTEST® AVI INFLUENZA, Laboratoérios HIPRA
S. A, Espanha), e para virus da doenca de Newcastle —
NDYV, Paramixovirus do tipo 1 — PMV1 (CIVTEST® AVI
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Figura 1. Fluxograma das etapas realizadas para a identificacao de
agentes infecciosos (virus e bactérias) com potencial zoonotico em
amostras de soro e excregdo cloacal de 88 aves de diferentes espécies
presentes no CETAS de Goiania-GO.

Inicialmente foi realizado o pré-enriquecimento,
adicionando-se 1 mL da suspensdo cloacal de cada
ave coletada em 9 mL de agua peptonada tamponada a
0,1%, a qual foi posteriormente incubada a 35°C por
no minimo 18h. Ap6s homogeneizagdo, inoculou-se
1 mL desta solugdo em um tubo contendo 10 mL de
caldo Tetrationato - TT (Acumedia Manufacturers,
Michigan) e 1 mL em um outro tubo com 10 mL do
caldo Selenito Cistina - SC (Acumedia Manufacturers,
Michigan), ambos incubados a 35°C por 24h, para o
enriquecimento seletivo'.

Em seguida, apds a agitacdo, uma algada de cada
meio de enriquecimento seletivo foi estriada por
esgotamento em placas de Petri contendo o agar Verde
Brilhante - BG (Neogen Corporation, Michigan) e¢ o
dgar Bismuto Sulfito — BS (Acumedia Manufacturers,
Michigan). As placas foram incubadas a 35°C por 24h.
As colonias sugestivas de Salmonella foram inoculadas
em tubos contendo o agar Triple Sugar Iron (Triplice
Acucar Ferro — TSI) (MERCK, Germany), que foi
incubado a 35°C por 24h, para uma identificagdo
presuntiva de Salmonella'.
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Para a deteccdo presuntiva de E. coli, 1 mL da
suspensdo de excregdo cloacal de cada ave foi inoculado
em placas contendo o agar MacConkey (Difco, USA) e
incubado a 42°C por 24h. Para a identificacao preliminar,
as colonias tipicas de E. coli foram inoculadas em placas
de Petri com o agar Eosina Azul de Metileno - EMB
(MERCK, Germany) e incubadas por 24h a 35°C. As
colonias tipicas foram inoculadas em tubos com agar
Triplice A¢ucar Ferro, os quais foram incubados por 24h
a 35°C, para uma identificacao presuntiva do género.

Os resultados analiticos foram avaliados quanto a
variancia (ANOVA) e, posteriormente, realizado o teste
de médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados e Discussao

Nenhuma das 88 amostras de soro analisadas foi
reagente para os virus influenza e Newcastle. Com base
nestes resultados negativos, os respectivos dados foram
excluidos das analises, pois em nenhum dos casos eles
influenciariam os resultados ou apresentaram algum
nivel de significancia estatistica.

A pesquisa de anticorpos foi direcionada para dois
sorotipos circulantes na espécie humana, HIN1 e H3N2
¢ a auséncia desses anticorpos, por sua vez, indica
que, provavelmente, nenhuma das aves analisadas teve
contato com os agentes virais pesquisados. Alguns casos
de aves silvestres sorologicamente positivas para estes
virus ja foram identificados em trabalhos realizados por
outros pesquisadores'®'?, também havendo estudos que
ndo identificaram a presenca de RNA viral em amostras
de aves silvestres, capturadas proximas a granjas avicolas
no Estado de Sdo Paulo®.

Em relacdo ao NDV (Newcastle), as pesquisas
sobre a enfermidade sdo frequentemente realizadas
em aves domésticas reprodutoras, de corte, poedeiras
comerciais*' ¢ poucos sdo os estudos realizados em
aves silvestres. Diferentemente do presente trabalho,
outros estudos identificaram anticorpos em soro
de pardais (Passer domesticus) em Pernambuco®
e observaram soros reagentes para NDV em aves
silvestres no Rio de Janeiro? (mesmo com uma baixa
frequéncia de 0,95%). Como as aves silvestres servem
como reservatorios para a manutengdo dos virus no
ambiente®*, refor¢a-se a necessidade de investigagdes
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sobre a sua importancia na epidemiologia dessa
enfermidade, uma vez que a identificagdo de aves
domésticas e/ou silvestres positivas torna factivel a
recrudescéncia e a propagacdo para humanos®.

A deteccdo presuntiva dos agentes infecciosos
bacterianos foi apresentada por grupos (Tabela 2) e,
particularmente, para os Psittaciformes (Tabela 3).
Entre as 88 aves analisadas, 30 (34%) foram positivas
para bactérias.

Os dados encontrados neste estudo referentes a
ocorréncia de microrganismos oscilaram muito entre as
ordens. O maior indice de microrganismos encontrados
foi no grupo dos Psittaciformes (Figura 2), com destaque
para as araras (que apresentaram a maior incidéncia,
dentre os estratos) e com predominancia de agentes
bacterianos, principalmente E. coli. Nos outros estratos
(papagaios, maritacas e periquitos) a ocorréncia dos
agentes microbianos foi baixa, com excecdo da E. coli
(75% nos papagaios e 90% maritacas). Os Passeriformes
apresentaram percentagens baixas de bactérias e os
Piciformes possuiram quantidades intermedidrias de
bactérias em relagdo aos outros grupos, apresentando
maior quantidade de E. coli. Salmonella sp foi detectada
apenas nas araras (Psittaciformes).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0.4
0,3
0,2
0,1

0,0

Numero de Aves portadoras

=I= Salmonella sp
=% Escherichia coli

-0.1

-0,2

-0,3

PSITTACIFORMES PICIFORMES PASSERIFORMES

Trés diferentes ordens de 88 avessilvestres (Psittaciformes, Piciformese
Passeriformes)

Figura 2. Agentes infecciosos, bactérias em amostras de excrecdo
cloacal de 88 aves silvestres distribuidas em trés diferentes Ordens
(Piciformes, Passeriformes e Psittaciformes) presentes no CETAS de
Goiania-GO.

Dentre as doencas aviarias que acometem seres

humanos, as causadas por Salmonella sp e E. coli merecem
destaque para a Satde Publica®®. Das 52 amostras de
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Tabela 2. Agentes infecciosos em amostras de excregdo cloacal de 88 aves silvestres distribuidas em trés diferentes Ordens (Piciformes, Passeriformes

e Psittaciformes) presentes no CETAS de Goiania-GO (n representa o nimero de individuos infectados).

AVES
AGENTES PICIFORMES PASSERIFORMES PSITTACIFORMES TOTAL
INFECCIOSOS (11 espécimes) (25 espécimes) (52 espécimes) (88 espécimes)
n (%) n (%) n (%) n (%)
Salmonella sp - - 8 (15,4) 8(9,1)
Escherichia coli 2(18,2) 3(12,0) 33 (63,5) 38 (43,1)

Tabela 3. Agentes infecciosos em amostras de excregdo cloacal de 52 aves da ordem Psittaciformes presentes no CETAS de Goiania-GO (n representa

o nimero de individuos infectados).

PSITTACIFORMES
AGENTES ARARAS PAPAGAIOS MARITACAS PERIQUITOS
INFECCIOSOS (20 espécimes) (12 espécimes) (10 espécimes) (10 espécimes)
n (%) n (%) 1 (%) n (%)
Salmonella sp 8 (40,0) - - -
Escherichia coli 11 (55,0) 9 (75,0) 9 (90,0) 4 (40,0)

“swabs” cloacais analisadas para os Psittaciformes, as
de Ara ararauna (araras) obtiveram um total de 40%
positivas preliminarmente para Salmonella sp. Esse
resultado deve ser analisado com cautela, pois algumas
espécies apresentam este agente naturalmente em sua
microbiota e podem ser portadoras assintomaticas, nao
desenvolvendo manifestagdes clinicas. Por outro lado,
o contato com essas aves portadoras pode desencadear
a transmissdo dos agentes bacterianos, favorecendo
a ocorréncia de enfermidade em humanos?. Alguns
estudos ja detectaram a presenga de DNA bacteriano
de Salmonella sp em amostras de “swabs” cloacais pela
técnica de PCR?, embora resultados negativos, diferentes
do presente estudo, também ja tenham sido obtidos por
outros autores®.

Em relagdo a ocorréncia de Escherichia coli em aves
silvestres no Brasil, detectou-se a presenga deste agente
em 80% das amostras de “swabs” cloacais de Fregata
magnificens, ave marinha da ordem Pelecaniformes, na
costa do Estado de Sao Paulo®. Estes resultados foram
superiores aos valores encontrados no presente trabalho,
que analisou géneros de aves diferentes e obteve os
valores de 18,2%, 12,0% e 63,5% para Piciformes,
Passeriformes e Psittaciformes, respectivamente.

De modo geral, os Psittaciformes apresentaram os
indices mais elevados para Salmonella sp e Escherichia
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coli pesquisados. Entre os estratos desta ordem, as
araras e oOs papagaios obtiveram as percentagens
mais significativas, possivelmente por ambas serem
espécies mais procuradas e apreendidas no trafico
de animais silvestres no Estado de Goias, o que gera
um comprometimento e alteragdo na imunidade da
ave, um provavel aumento da vulnerabilidade destes
animais em relagdo aos agentes infecciosos, uma
maior aquisi¢do, manutencdo e transmissdo destes
microrganismos ao homem.

Conclusées

A auséncia de anticorpos para os dois agentes virais
pesquisados constituem dados importantes para a Saude
Publica e também para a Sanidade Avicola, pois indicam
que provavelmente uma parcela das aves silvestres
circulantes no municipio de Goidnia e outros estados,
ainda ndo entraram em contato com os antigenos virais
do virus influenza e Newcastle, ndo sendo portadoras
destes patogenos. Como as aves analisadas sdo apenas
uma pequena parcela, ressalta-se a importancia de novas
pesquisas com outros grupos aviarios.

A ordem Piciformes necessita de pesquisas
vinculadas aos agentes potencialmente zoonoticos, pois
existem poucos estudos com este grupo nesta area e eles
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despertam um grande interesse no trafico de animais
silvestres, em decorréncia da sua beleza de cores.

Em relagdo a zoonoses transmitidas por aves
silvestres em Goias, os resultados obtidos neste trabalho
poderdo servir como subsidios para o estabelecimento de
medidas preventivas e ressaltam a necessidade de novas
investigagdes nesta area, para que o controle de doencgas
infecciosas no municipio de Goiania ¢ no Estado de
Goids possa ser implementado.

N .
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