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RESUMO

SOUZA, M. L. Deteccéo de Salmonella spp. em psitacideos de um Centro de
Reabilitacdo de Animais Silvestres em Campo Grande, Mato Grosso do Sul e
comparacdo das técnicas de diagnodstico. 2019. 43p. Dissertacdo de
Mestrado - Programa de Pdés-Graduagcdo em Ciéncias Veterinarias.
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

Em busca de informacgfes sobre a importancia das aves silvestres na transmissao
de agentes patogénicos, tanto para outras aves de vida livre como para as
mantidas em cativeiro, teve-se o intuito de investigar a infeccdo por Salmonella
spp. em aves recebidas e mantidas no Centro de Reabilitacdo de Animais
Silvestres (CRAS) de Campo Grande, MS e também comparar a eficiéncia de
técnicas de diagnostico para esse micro-organismo. Foram coletadas 379
amostras de swabs cloacais de psitacideos em seus recintos de permanéncia no
CRAS-MS, dentre estes, no momento de entrada da ave no CRAS-MS, no recinto
de quarentena e nos recintos de convivio coletivo das aves. As amostras foram
submetidas a cultura bacteriana utilizando caldo de enriquecimento seletivo para
Salmonella (Rappaport-Vassiliadis) e ndo seletivo (Agua Peptonada) e meios de
cultura seletivos para Salmonella (XLD e Hektoen) e nédo seletivo (MacConkey),
também foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a
deteccdo de Salmonella spp. Das amostras analisadas por cultura bacteriana
(379), nenhuma apresentou resultado positivo para o isolamento de Salmonella
spp. sendo identificadas outras col6nias de bactérias Gram-negativas, entretanto
quando analisadas por PCR, 1,05% (4/379) das amostras foram positivas. A
frequéncia de amostras positivas foi de 75% (3/4) no momento de entrada da ave
no CRAS e 25% (1/4) no recinto de quarentena. Os resultados sugerem que
mesmo com uma baixa frequéncia, as aves podem ser reservatorios para

Salmonella spp., e seu potencial disseminador ndo deve ser desprezado.

Palavras-chave: Aves Silvestres, Cultura Bacteriana, PCR
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ABSTRACT

SOUZA, M. L. Detection of Salmonella spp. in psittacines of a Wildlife
Rehabilitation Center in Campo Grande, Mato Grosso do Sul and
comparison of diagnostic techniques. 2019. 43p. Dissertacdo de Mestrado —
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias Veterinérias. Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2019.

In search of information about the importance of the transmission of pathogens in
birds, between wild and captive birds, the present study investigated the infection
by Salmonella spp. in birds received and manteined at the Wild Animal
Rehabilitation Center (CRAS) in Campo Grande, MS and also compare the
diagnostic techniques efficiency for this microorganism. A total of 379 samples of
Cloacal swabs were collected from the psittacines in the enclosures on CRAS-MS,
the enclosures are divided in arrival, quarantine and collective enclosures. The
samples were submitted to bacterial culture using selective (Rappaport-
Vassiliadis), and non-selective enrichment broths (peptone water) and selective
(XLD and Hektoen) and non-selective (MacConkey) culture Agar, it were also
submitted to the Polymerase Chain Reaction (PCR) to identify Salmonella spp.
None of the analyzed samples (379) showed a positive result by bacterial culture
isolation and other Gram-negative bactéria were identified, whereas by PCR,
1.05% (4/379) of the samples were positive. The frequency of positive samples
was 75% (3/4) at the moment of the birds arrival in the CRAS-MS and 25% (1/4) in
the quarantine enclosure. The results suggest that even with a low frequency, the
birds can be reservoirs of Salmonella spp., and it's potential disseminator should

not be despised.

Key words: Bacterial Culture, PCR, Wild Birds
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CAPITULO 1
1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas houve um crescimento na criagdo de animais
silvestres como animais de companhia, e dentre estes, destacam-se o0s
psitacideos, que sédo conhecidos por serem sociaveis, inteligentes, apresentarem
uma coloracéo exuberante e por sua capacidade em imitar sons (CUBAS et al.,
2014).

Os Centros de Reabilitacdo de Animais Silvestres (CRAS) definidos pela
resolucado 489/2018 (CONAMA, 2018) sdo os locais destinados a receber, triar,
identificar, avaliar, marcar, recuperar, e reabilitar a fauna silvestre proveniente de
acOes de apreensdo, resgate ou entrega voluntaria. Esses locais atuam em
programas de reintroducdo dos animais em ambiente natural, apés periodo de
reabilitacdo ou quarentena, de acordo com cada espécie, suas caracteristicas e
distribuicdo original. Além disso, atuam para evitar a introducdo de espécies
exoticas, evitando assim problemas ambientais e sanitarios decorrentes da soltura
de animais fora de sua area original de ocorréncia. Fatores como o elevado
namero de animais recebidos, a falta de informacao sobre a origem dos mesmos,
o tempo de cativeiro, as restricdes fisicas, a regido de distribuicdo original, os
riscos sanitarios, a infraestrutura insuficiente, e a falta de monitoramento pés-
soltura dificultam o bom andamento dos programas de reintroducéo realizados por
esses centros.

A problematica sobre Salmonella spp. em aves ja €& amplamente
pesquisada quando se trata de aves domésticas devido aos seus subprodutos
destinados ao consumo humano, mas deve-se também mencionar a importancia
de sua ocorréncia em aves de vida livre, uma vez que podem atuar como
importantes disseminadoras. O isolamento de Salmonella em aves silvestres ou
de estimacdo demonstra a importancia sanitaria que esses animais apresentam
para o meio ambiente e para 0 homem (MARIETTO-GONCALVES et al., 2010),
pois as aves podem carrear sorotipos nao espécie-especificos, e o contato
dessas com outros animais ou humanos podem levar a infec¢bes e disseminacgéo
da bactéria (DAOUST E PRESCOTT, 2007). De acordo com Vigo et al. (2009)

Salmonella Typhimurium é um sorotipo frequentemente isolado em psitacideos,
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podendo causar infec¢cdes subclinicas em aves jovens ou debilitadas,
caracteristicas essas que estdo relacionadas as aves que chegam ao ambiente
de cativeiro. Além disso, € um sorotipo associado aos casos zoonoéticos de
salmonelose (THORNLEY et al., 2003).

Os centros de reabilitagdo, como o CRAS, recebem animais de diferentes
regibes do estado. Oriundos de apreensfes e até mesmo entrega voluntaria.
Assim, representam um importante centro de convergéncia de animais silvestres,
0S quais, uma vez avaliados, possibilitam identificar os principais sorotipos de
Salmonella em circulacdo na regido, reduzindo significativamente os custos de
uma pesquisa a campo. Além disso, com as informacdes obtidas, € possivel a
idealizacdo e implementacao de procedimentos no centro de reabilitacédo, visando
reduzir a contaminacdo ambiental e a consequente infeccdo de outras aves,

reduzindo os riscos de surtos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e é constituido
por bactérias Gram-negativas, com formato de bastonete, ndo formadoras de
esporos, anaerodbicas facultativas e oxidase negativas (SILVA et al.,, 2010). O
método de classificacdo das salmonelas mais aceito na atualidade e adotado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) é o esquema de Kauffmann-White, na qual
0 género € composto por duas espécies, S. bongori e S. enterica, sendo esta
altima dividida em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica). Além da espécie S. enterica ser dividida em subespécies,
também pode ser classificada em sorotipos, sendo conhecidos mais de 2.659
sorotipos, sendo todos potencialmente patogénicos para as diferentes espécies
(ISSENHUTH-JEANJEAN et al., 2014). As salmonelas sdo consideradas como
agentes causadores de doencas em humanos e animais (SMITH et al., 2002). Os
sorotipos que apresentam maior importancia para as aves sao Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis, que também sao patogénicos para 0s
humanos, além da Salmonella Gallinarum e da Salmonella Pullorum. Os sorotipos
gue pertencem a espécie Salmonella enterica ndo sdo hospedeiro-especificos, ou
seja, ndo sado adaptados a uma Unica espécie animal, podendo infectar diferentes
espécies como aves, répteis, peixes e mamiferos. Devido ao contato proximo com
os humanos, as aves de cativeiro aparentemente sdo mais susceptiveis a
infeccdo que outras aves e se mantém como carreadores desta bactéria
(DILMAGHANI et al., 2011).

2.2 Epidemiologia

Salmonella spp. sdo amplamente distribuidas geograficamente e este
grupo possui uma grande heterogeneidade em relacdo a sua ecologia, seus
hospedeiros e seu potencial patogénico. Estdo presentes na agua, no solo ou
alimentos contaminados com fezes e podem ser encontradas infectando o
intestino de humanos e animais. Sua viabilidade no ambiente pode variar de dias
a meses dependendo das condi¢des ideais tais como temperatura, umidade, pH e

incidéncia da luz solar (HIRSH, 2004). A susceptibilidade para o desenvolvimento
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da enfermidade é amplamente variavel entre as diferentes espécies animais e 0s
sorotipos de Salmonella envolvidos no processo de infeccdo. Alguns sorotipos
podem fazer parte da microbiota normal de alguns animais e ndo determinarem
quaisquer sinais de doenca, outros, porém, podem levar ao desenvolvimento de
quadros graves de doenca e resultar em O&bito. Os hospedeiros que nao
desenvolvem sinais clinicos, na maioria das vezes, tornam-se reservatorios da
bactéria podendo ser importantes disseminadores do micro-organismo no meio
ambiente (SILVA et al., 2010). As aves aparentemente saudaveis podem portar
Salmonella spp. em seu organismo e excretar o patdgeno de forma intermitente
(GOPEE et al., 2000).

A microbiota cloacal das aves € diretamente influenciada por fatores
ecologicos, pela dieta e pelo habitat podendo variar entre espécies e até mesmo
entre individuos de uma mesma espécie (HIDASI, 2013). A microbiota cloacal da
maioria das aves € composta predominantemente por bactérias Gram-positivas,
tais como Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Corynebacterium sp., Bacillus
sp., Lactobacillus sp., Enterococcus sp., Lactococcus sp. e Pediococcus sp.,
entretanto, alguns géneros de bactérias Gram-negativas também podem ocorrer
(XENOULIS et al., 2010; DONGEN et al., 2013; FRAZAO, 2014). Estudos
demonstram que a microbiota intestinal das aves varia conforme a porcédo do
intestino, aumentando em densidade e diversidade nas regiées mais distais do
trato (WISE e SIRAGUSA, 2007; ALEGRETTI, 2009).

A higiene inadequada dos recintos, associado a aglomeracdes favorece o
acumulo e dispersdo de Salmonella no ambiente. Assim, a probabilidade de
animais de cativeiro serem expostos ao patdgeno aumenta, tornando-os
portadores intestinais e dispersantes desta bactéria. Sendo assim, existe uma
correlacdo direta entre a prevaléncia de Salmonella spp. no trato intestinal de
varias espécies silvestres de aves e a infeccdo de pessoas e animais de producéo
(HIDASI, 2013). A principal forma de infecgéo ocorre por via fecal-oral, na qual os
individuos se infectam principalmente ingerindo agua e alimentos contaminados,
também podem se infectar indiretamente pelo contato com animais ou superficies
contaminadas e pela inalacdo de particulas aerolizadas. Animais com infec¢cdes
cronicas séo fontes de contaminacédo e aves de vida livre podem ser carreadoras
e servirem como reservatorios para animais mantidos em cativeiro (FRIEND,
1999).
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2.3 Patogénese

O conhecimento da microbiota residente ou transitéria que compdem as
diferentes areas do organismo € essencial para a compreensdao das doencas
infecciosas que acometem homens e animais. A microbiota residente conserva e
promove o bem-estar e a auséncia de doencgas no trato gastrointestinal. J4 a
microbiota transitéria € formada por microorganismos patogénicos ou nado, que
provém do meio ambiente e que se estabelecem no tecido por um tempo menor
gue a microbiota residente (ISOLAURI et al., 2004).

As espécies de Salmonella habitam o trato gastrointestinal de véarias
espécies de animais e do homem, resultando em diferentes manifestacdes da
doenca incluindo, febre entérica, bacteremia e gastroenterites. Cepas que
acometem um hospedeiro especifico levam a forma mais grave da doenca,
enquanto aquelas relacionadas a mais de um hospedeiro apresentam sinais
clinicos mais brandos (KARASOVA et al.,, 2009). As diferentes formas clinicas
ocorrem devido a variagdo no mecanismo de patogenicidade, além da idade e da
resposta imune do hospedeiro (OCHOA e RODRIGUEZ, 2005). O mecanismo de
patogenicidade da Salmonella é multifatorial e complexo, incluindo presenca de
fatores de viruléncia que sao codificados por genes de viruléncia. Os fatores de
viruléncia sdo necessarios aos micro-organismos patogénicos para invadir,
colonizar, sobreviver, multiplicar no interior das células do hospedeiro e causar
doenca. Os genes de viruléncia podem fazer parte de regides especificas do
cromossomo da bactéria, chamadas de ilhas de patogenicidade (SPI) (VAN
ASTEN e VAN DIJK, 2005). Ao todo ja foram descritas 17 SPIs, algumas séo
conservadas para 0 género enquanto outras sdo especificas para determinados
sorotipos (OLIVEIRA et al., 2013) . A abordagem sobre patogenicidade e genes
de viruléncia de Salmonella ndo é estética, uma vez que decorre das alteracdes
dos perfis epidemiolégicos quanto as modificagbes do microrganismo, as
alteracdes nos ambientes de criagdo dos animais, dos habitos comportamentais e

alimentares das populacoes.

2.4 Sinais clinicos
Nas aves, a doenga normalmente se manifesta com sinais entéricos,
contudo, sinais extra-intestinais podem ocorrer. Apenas uma pequena quantidade

de Salmonella sdo espécie-especificas e a gravidade da doenca esta diretamente
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correlacionada a condicdo imune da ave desafiada e ao sorotipo de Salmonella
envolvido. Sabe-se que alguns individuos infectados podem desenvolver desde
diarreia branda até quadros septicémicos. Dentre os sinais citados por Back
(2010) estdo: sonoléncia, tendéncia das aves amontoarem-se junto a fonte de
calor, anorexia severa, polidipsia, retardo no crescimento, falhas no
empenamento, desidratacéo, diarreia, emplastamento das penas ao redor da
cloaca, cegueira, conjuntivite e morte subita.

Com relacdo aos aspectos clinicos da salmonelose, podem ser
diferenciados quatro grupos distintos: 1- Gastroenterite com desinteria leve a
fulminante que pode ser acompanhada de nauseas, vomitos e febre baixa. E a
manifestacdo clinica mais comum da salmonelose; 2- Bacteremia e septicemia
sem sintomas gastrointestinais, caracterizada por picos de febre alta e
hemocultivos positivos. Estd associada a sorotipos altamente invasivos como
Salmonella Choleraesuis; 3- Febre entérica que manifesta-se por meio de diarreia
acompanhada de febre baixa (exceto para febre tifdide); 4- Estado de portador em
que a bactéria esta presente no intestino, porém o individuo permanece
assintomatico. Ocorre em individuos que foram infectados previamente e
sobreviveram a doencga, sendo que esse estado pode estender-se por até 1 ano
(KONEMAN et al., 2001).

As aves silvestres podem ser muito sensiveis as espécies de Salmonella e
algumas infecgBes resultam em lesdes de diversos 6rgéos e sistemas podendo
inclusive levar ao 6bito (PENNYCOTT et al., 2006). LesGes generalizadas em
diversos 6rgdos sdo resultantes de septicemia. Enterites severas com congestao
e necrose do intestino podem ocorrer. Dependendo da duracdo das lesdes, a ave
infectada pode apresentar perda de peso e atrofia da musculatura peitoral.
Congestao, hemorragias e foco necrético podem ser observados em pulmao, rim,
baco, figado, tecido subcutaneo, musculo peitoral e cérebro. Devido ao intenso
processo inflamatorio, pode haver deposicéo de fibrina no pericérdio, peritbnio e
sacos aéreos. Em infec¢des crbnicas podem ser observadas artrites, bursites,
tenossinovites, aerosaculites e osteomielite multifocal (DAOUST e PRESCOTT,
2007).
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2.5 Diagnéstico

Ainda que provas sorolégicas possam fornecer evidéncias da infec¢ao por
Salmonella, a cultura bacteriana é considerada o padréo ouro, permitindo tanto o
isolamento quanto a identificacdo, mas € uma técnica que requer certo periodo de
tempo.

Diversos s&@o os meios de cultura disponiveis, tanto na forma de Agar, para
realizacdo do isolamento, como na forma de caldos para enriqguecimento. Dentre
esses caldos, os mais utilizados e recomendados séo: Tetrationato, Selenito e
Rappaport-Vassiliadis, entanto, cada um desses possuem vantagens e
desvantagens. O Tetrationato pode inibir alguns sorotipos se o indculo for
demasiadamente pequeno, o Selenito é toxico para alguns sorotipos como
Salmonella Choleraesuis, enquanto o Rappaport-Vassiliadis permite uma baixa
recuperacdo de Salmonella do subgrupo lll. Desse modo, a utilizacao paralela de
dois caldos de enriquecimento aumenta as chances de recuperacédo do patégeno
(MITCHELL e SHANE, 2000).

Com relacdo aos meios para isolamento, existem os considerados de baixa
seletividade como Agar MacConkey, Agar Eosina Azul de Metileno e Agar Verde
Brilhante que sao utilizados para o desenvolvimento de uma ampla gama de
micro-organismos e aqueles que sdo descritos como de alta seletividade: Agar
Xilose-Lisina-Desoxicolato (XLD), Agar Xilose-Lisina-Tergitol 4 (XLT4), Agar
Salmonella-Shigella (SS) e Agar Rambach utilizados para selecionar as espécies
que serdo isoladas, impedir o crescimento de micro-organismos indesejados e
promover mudanca na coloracdo das colbnias das bactérias possibilitando a
distincdo de varios géneros e espécies de micro-organismos (KONEMAN et al.,
2001; MITCHELL e SHANE, 2000). Diante da relativa abundancia de caldos de
enriguecimento e meios para isolamento, muitas sdo as combinagcfes e
metodologias possiveis, ndo se observando a utilizagdo de uma metodologia
universal, mas sim diferentes combina¢des de meios de cultura.

Outra técnica bastante empregada para identificacdo de Salmonella é a
PCR, que permite realizar varias copias de um segmento especifico de DNA com
rapidez e precisido em um tempo muito menor. E uma técnica que identifica
guantidades minimas do micro-organismo presente na amostra, e € possivel fazer

a identificacéo dos sorotipos especificos (DILMAGHANI et al., 2011).
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A amplificacdo de DNA na técnica de PCR envolve trés etapas, cada uma
repetida muitas vezes. Essas etapas incluem: Etapa 1 — Desnaturagéo, a dupla
fita € aberta, tornando-se uma fita Gnica. Etapa 2 - Anelamento: ApOs a separacao
das fitas, um par de iniciadores ou primers complementam a fita oposta da
sequéncia de DNA a ser amplificada. Etapa 3 — Extensdo: Com o molde ja
identificado, a enzima DNA-polimerase adiciona as bases complementares,
formando uma nova fita de DNA.

Hidasi (2013) observou que os resultados positivos foram mais frequentes
na analise por PCR em relacdo aos resultados obtidos pela bacteriologia
convencional, alegando que resultados negativos na cultura bacteriana podem
estar correlacionados com um alto nimero de células de Salmonella spp. nédo
cultivaveis ou mortas, interferindo no crescimento das col6nias bacterianas, ou
ainda que os meios de enriquecimento bacteriano utilizados podem diminuir a
sensibilidade da técnica bacterioldgica, o que pode justificar a maior positividade

na técnica molecular.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral
Detectar a presenca de Salmonella spp. em psitacideos provenientes do
estado de Mato Grosso do Sul, enviadas ao Centro de Reabilitacdo de Animais
Silvestres (CRAS) em Campo Grande.
3.20bjetivos Especificos
e Avaliar a frequéncia de infeccdo dos psitacideos na chegada, durante a
guarentena e nos recintos de convivio coletivo.
e Comparar a eficiéncia dos métodos de diagndstico: empregando cultura
bacteriana e reagdo em cadeia da polimerase.
e Propor medidas preventivas mais efetivas para reduzir a circulacdo desse

patdégeno em ambiente de cativeiro.
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CAPITULO 2

DETECCAO DE Salmonella spp. EM PSITACIDEOS DE UM CENTRO DE
REABILITACAO DE ANIMAIS SILVESTRES EM CAMPO GRANDE, MATO
GROSSO DO SUL E COMPARAGAO DAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO

DETECTION OF Salmonella spp. IN PSITTACINES OF A WILDLIFE
REHABILITATION CENTER IN CAMPO GRANDE, MATO GROSSO DO SUL
AND COMPARISON OF DIAGNOSTIC TECHNIQUES
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RESUMO

Em busca de informacgbes sobre a importancia das aves silvestres na transmissao de
agentes patogénicos, teve-se o intuito de investigar a presenca de Salmonella spp. em
psitacideos mantidos no centro de reabilitacdo de animais silvestres (CRAS) de Campo
Grande, MS e comparar a eficiéncia das técnicas de diagndstico. Foram coletadas 379
amostras de swabs cloacais de psitacideos em seus recintos de permanéncia no CRAS,
dentre estes, no momento de entrada da ave no CRAS, no recinto de quarentena e nos
recintos de convivio coletivo das aves. As amostras coletadas foram submetidas a cultura
bacteriana, as quais foram negativas para o isolamento de Salmonella spp. e Rea¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) que apresentou resultado positivo em 1,05% (4/379) das
amostras, sendo trés no momento de chegada das aves ao CRAS e uma no recinto de
quarentena. Os resultados sugerem que mesmo com uma baixa frequéncia, as aves podem
ser reservatorios para Salmonella spp., e seu potencial disseminador ndo deve ser
desprezado.

Palavras-chave: Aves Silvestres, Cultura bacteriana, Doencas infecciosas, PCR,

Salmonelose.
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ABSTRACT

In search of information about the importance of wild birds in the transmission of
pathogens, the present study aimed to detect the Salmonella spp. presence in birds kept at
the Wild Animal Rehabilitation Center (CRAS) in Campo Grande, MS and also compare
the diagnostic techniques efficiency for this microorganism. 379 samples of Cloacal swabs
were collected of the psittacines in the CRAS-MS enclosures. The enclosures were, arrival,
quarantine and collective enclosure. The samples were submitted to bacterial culture,
which were negative for the isolation of Salmonella spp., and Polymerase Chain Reaction
(PCR) which showed positive results in 1.05% (4/379) of the samples, being three at the
momento f the arrival of the birds to the CRAS-MS and one in the quarantine enclosure.
The results suggest that even with a low frequency, the birds can be reservoirs of
Salmonella spp., and its potential disseminator should not be despised.

Key-words: Bacterial culture, Infectious diseases, PCR, Salmonelosis, Wild birds.

INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas houve uma crescente procura para a criacdo de animais
silvestres como animais de companhia e dentre estes destacam-se 0s psitacideos, que sdo
conhecidos por serem sociaveis, inteligentes, terem uma coloracdo exuberante e por sua
capacidade em imitar sons (CUBAS et al., 2014).

As aves de vida livre sdo potenciais carreadoras de patdgenos para animais criados
em cativeiro e em ambientes domésticos, por serem consideradas um importante
reservatorio de Salmonella spp. na natureza (CORREA et al., 2013), o que demonstra a
importancia sanitaria que esses animais apresentam para 0 meio ambiente e para 0 homem,
porém sua frequéncia é considerada baixa quando comparada as outras espécies, como
répteis e mamiferos (ALLGAYER et al., 2009). Em aves silvestres o sorotipo mais isolado
é Salmonella Typhimurium (VIGO et al., 2009; LOPES et al., 2015; SOUZA et al., 2018).
Aves clinicamente sadias podem ser portadoras de Salmonella, e eliminar
intermitentemente nas fezes quando em condicdes de estresse ou imunodepressdo tornando
possivel a ocorréncia de resultados falsos-negativos nas andlises microbiologicas
(DLUGOSZ et al., 2015). Apesar da baixa frequéncia de isolados de Salmonella em aves
silvestres, quando um grande nimero de aves esta confinada em um mesmo local, um
potencial risco para a satde do ser humano e dos demais animais pode ocorrer (VAZ et al.,
2015). Objetivou-se com o presente trabalho detectar a presenca Salmonella spp. em
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psitacideos recebidos e mantidos em cativeiro em Mato Grosso do Sul e comparar a
eficiéncia dos métodos de diagndéstico: cultura bacteriana e PCR.

METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de aves silvestres, mais precisamente psitacideos,
provenientes de acBes de apreensdo, resgate ou entrega voluntaria ao Centro de
Reabilitacdo de Animais Silvestres (CRAS) de Campo Grande-MS no periodo de
Novembro de 2017 a Julho de 2018. Para tanto, o projeto recebeu autorizacdo do SISBio
(Sistema de Autorizacdo e Informacéo em Biodiversidade) nimero 59465-1 de acordo com
o art. 28 da IN 03/2014, CEUA (Comiss&o de Etica no Uso de Animais)/UFMS protocolo
N° 898/2017 e SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado) sob o cddigo de acesso A763D91.

Como amostras clinicas foram coletados swabs cloacais dos animais em estudo por
Médicos Veterinarios devidamente habilitados, com experiéncia na contencdo de animais
silvestres. Para contencdo e imobilizacdo foram utilizados pucas e luvas de couro e a
identificacdo das aves foi realizada por anilhas numeradas. A escolha dos animais ocorreu
de acordo com a disponibilidade da instituicdo e néo incluiu animais em tratamento com
antimicrobianos.

Apds a coleta, as amostras foram devidamente identificadas e acondicionadas em
meio de transporte de Stuart e em caixas térmicas contendo gelo reciclavel, para envio ao
laboratério de Bacteriologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul. Chegando ao laboratério, as amostras foram
imediatamente processadas.

As coletas foram realizadas de acordo com o recinto que as aves se encontravam.
Foram feitas coletas de aves que deram entrada no CRAS-MS no periodo estudado, coletas
de aves que estavam no recinto de quarentena e coletas de todo o grupo de aves em cada
recinto coletivo.

Apbs a coleta das amostras bioldgicas, foram coletados dados clinicos e
epidemioldgicos (espécie, procedéncia, idade, condi¢Bes corporais e comportamentais) de
cada animal amostrado. Os dados clinicos foram obtidos por meio de exame fisico dos
animais amostrados pelos médicos veterinarios do CRAS-MS, ja as informagoes
epidemioldgicas foram coletadas por meio da analise das fichas de recebimento das aves

no CRAS-MS. Um total de 379 amostras, provenientes de 258 aves foram obtidas.
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Como o centro de reabilitacdo de animais silvestres € um centro que recebe animais
de todo o estado de Mato Grosso do Sul, as amostras foram provenientes de diversos
municipios deste estado (Campo Grande, Camapua, Jardim, Nova Andradina, Rio Negro,
Trés Lagoas e Bonito).

Para o isolamento e identificagdo de Salmonella spp., as amostras foram submetidas
a trés diferentes técnicas de bacteriologia convencional.

A primeira técnica consiste em semeadura direta do swab sem pré-enriquecimento
em meio de baixa seletividade (Agar MacConkey).

A segunda técnica consiste em pré-enriquecimento da amostra em agua peptonada e
caldo Rappaport-Vassiliadis e posterior semeadura em meio de baixa seletividade (Agar
MacConkey).

E a terceira técnica consiste em pré-enriquecimento da amostra em agua peptonada
e caldo Rappaport-Vassiliadis e posterior semeadura em meio de alta seletividade (XLD e
Hektoen).

Os swabs cloacais foram semeados em Agar MacConkey e inoculados em solucéo
de agua peptonada e incubados em estufa bacterioldgica a 37°C por 18-24 horas. Em
seguida, 1 mL desta solugdo foi transferida para um tubo contendo caldo Rappaport-
Vassiliadis que foi incubado a 37°C por 18-24 horas.

Apbs o periodo de crescimento inicial as amostras provenientes do cultivo em Agar
MacConkey foram avaliadas quanto a morfologia de coldnias e pela coloracdo de Gram.

Apos o enriquecimento seletivo em caldo Rappaport-Vassiliadis, as amostras foram
plaqueadas em trés diferentes meios de cultivo: Agar MacConkey, Agar XLD e Agar
Hektoen e incubadas a 37°C por mais 18-24 horas.

Foi observado se houve crescimento bacteriano e se apareceu alguma colénia com
morfologia sugestiva de pertencer ao género Salmonella. As colbnias sugestivas foram
analisadas quanto as suas caracteristicas morfotintoriais (coloracdo de Gram) e bateria de
provas bioquimicas especificas para enterobactérias utilizando Agar TSI (Triplo Agucar
Ferro), SIM (Sulfureto, Indol, Motilidade), Citrato de Simmons, Lisina descarboxilase,
Fenilalanina e Uréia.

Para a analise em PCR, os tubos contendo caldo Rappaport-Vassiliadis foram
centrifugados a 3.500 rpm por 30 minutos, descartou-se 0 sobrenadante e aliquotas de
500uL foram resuspendidas e armazenadas em microtubos de 2mL. As amostras foram
congeladas a -20°C e posteriormente processadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR). As amostras foram submetidas a extracio de DNA de acordo com (ARAUJO et al.,
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2009), utilizando 500 pL de volume da amostra. A reacdo de PCR foi realizada para o gene
fliC (flagelin gene) com os primers fliC-F (5’-CCTGTCGCTGTTGACCCAGA-3’) e fliC-
R (5-GAGAGGACGTTTTGCGGAACC-3"). Os primers foram desenhados com o
auxilio do programa Primer-Blast (YE et al., 2012) para reconhecer as extremidades 5° ¢ 3’
do gene, conservadas no género Salmonella spp., delimitando um fragmento de
aproximadamente 1400 pb. As reagdes de PCR foram realizadas em volume final de 25uL
contendo 2,5ul de tampdo 10x (20 mM de Tris-HCI, pH 8,3, 50 mM de KCI), 1,5 mM de
MgClz, 0,2 mM de cada deoxinucleosideo trifosfatado, 10 pmol de cada primer, 1,5 U de
TagDNA polimerase (Ludwig Biotec®) e aproximadamente 100ng de DNA gendmico. A
termociclagem foi realizada como descrito a seguir: desnaturacdo inicial a 95°C por 3 min,
30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 90 seg, anelamento a 57°C por 30 seg, e extensao a
72°C por 90 seg. Uma etapa de extensdo final a 72°C por 2 min foi realizada. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose a 1% e apds purificados conforme
instrucdes do fabricante, com o kit Clean Sweep PCR Purification Reagent (Thermo Fisher
Scientific®) foram sequenciados em ambas as dire¢cfes pelo método de Sanger em
sequenciador automatico ABI 3130 (Applied Biosystems®). Os cromatogramas foram
avaliados com o auxilio do programa BioEditv.7.2.5 (HALL, 1999), e as sequéncias
consenso submetidas a busca por homologia com o programa BLASTn (ALTSCHUL et
al., 1990).

A comparacdo entre as frequéncias de infeccdo (chegada, quarentena e recinto
coletivo) bem como a comparacdo entre as metodologias de diagndstico para avaliar a
sensibilidade frente as técnicas de Cultivo Bacteriano e PCR foram realizadas por meio de

estatistica descritiva e analise exploratoria de dados.

RESULTADOS

Dentre as espécies de aves amostradas encontram-se Araras (Ara chloropterus e
Ara ararauna), Jandaia (Eupsittula aurea), Maracand (Diopsittaca nobilis), Maitaca
(Pionus maximiliani), Papagaio Verdadeiro (Amazona aestiva) e Periquito de Encontro

Amarelo (Brotogeris chiriri) (Tabela 1).
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Tabela 1: Numero de aves coletadas de acordo com a espécie no CRAS

Espécie Nome popular NUmero NUmero Recinto
Coletados Positivos Positivo
Ara chloropterus  Arara Vermelha 01 00 -
Ara ararauna Arara Canindé 69 01 Entrada
Eupsittula aurea Jandaia 07 01 Quarentena
Diopsittaca nobilis Maracana 02 00 -
Pionus Maitaca 13 00 -
maximiliani
Amazona aestiva Papagaio 90 00 -
Brotogeris chiriri Periquito 76 02 Entrada
Total 258 04

Dos 258 animais avaliados, 80 animais foram coletados em dois momentos, entre
entrada, quarentena e recinto coletivo e 17 foram coletados em trés momentos, os demais
houve uma Unica coleta, obtendo-se 379 amostras.

Das 379 amostras processadas pelo exame bacterioldgico convencional, nenhuma
apresentou resultado positivo para Salmonella spp., independente da metodologia utilizada.
Tanto em meios ndo seletivos que foram utilizados com o intuito de aumentar as chances
de recuperacdo do patdgeno, quanto em meios seletivos, utilizados para selecionar a
espécie desejada e impedir o crescimento de contaminantes.

Foram encontradas col6nias de Escherichia coli, Enterobacter sp., Serratia sp.,
Citrobacter freundii, Proteus sp., Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Shigella sp. e
Morganella sp.

Pela técnica de PCR, 1,05% (4/379) das amostras apresentaram amplificacdo
positiva para Salmonella spp.

Apesar das amostras processadas pela técnica de PCR serem oriundas de um pré-
enriquecimento bacteriano, confirmando, portanto a presenga do micro-organismo, nao foi
possivel a identificacdo de Salmonella spp. por cultura bacteriana.

Considerando o total de aves analisadas separadas por especie, foram positivas
1,42% das Araras (Ara ararauna) amostradas, 14,28% das Jandaias (Eupsittula aurea) e

2,63% dos Periquitos (Brotogeris chiriri) (Figura 1).
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Figura 1: Comparativo entre positivos e negativos para Salmonella spp. entre as espécies
de aves estudadas.

Dentre as quatro aves identificadas positivas, trés estavam eliminando Salmonella
no momento de sua entrada no CRAS e uma enquanto permanecia no recinto de
quarentena. Todos foram reavaliados no momento em que se encontravam no recinto
coletivo, e nenhuma deles apresentou novamente resultado positivo para Salmonella.

Foram coletadas amostras das aves em nove diferentes recintos, sendo a Entrada e a
Quarentena o local por onde todas as espécies também sdo recebidas e 0s Recintos
divididos por espécies, sendo: Recinto 10 (Papagaios), Recinto 11 (Araras), Recinto 13
(Papagaios), Recinto 17 (Periquitos, Maitacas, Maracana e Jandaia), Recinto 20 (Araras),
Recinto 25 (Papagaios) e Recinto 26 (Araras). Exceto o0 momento de entrada e o recinto de
quarentena em que as coletas eram feitas de acordo com a chegada das aves, nos outros
recintos foi feito uma Unica coleta de todos os individuos que ali estavam.

Os momentos com maior frequéncia de aves positivas para Salmonella spp. foram
na entrada do animal no CRAS, com 75% das amostras positivas por PCR, e durante a
quarentena, com 25% das amostras positivas também por PCR.

A procedéncia dos animais avaliados abrange todas as regifes do estado de Mato
Grosso do Sul (Campo Grande, Camapud, Jardim, Nova Andradina, Rio Negro, Trés
Lagoas e Bonito), no entanto, os quatro animais positivos foram originarios do municipio

de Campo Grande. Todos 0s animais apresentavam bom escore corporal e néo
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apresentavam comportamento compativel com domesticagdo. Com excecdo da Arara
Canindé, que era jovem, todas as outras aves positivas eram adultas.

As coletas para o presente estudo estenderam-se por nove meses, entre hovembro
de 2017 a julho de 2018. Porém, todas as aves positivas foram amostradas em novembro
de 2017.

As amostras amplificadas por PCR foram encaminhadas para sequenciamento e
apresentaram identidade com os seguintes sorotipos: Jandaia — Salmonella Javiana (busca
por homologia com 1142pb, 99% de cobertura e 99,91% de identidade); Periquito —
Salmonella Newport (busca por homologia com 1386pb, 99% de cobertura e 99,49% de
identidade) e Salmonella Javiana (busca por homologia com 1246pb, 100% de cobertura e
99,92% de identidade), e Arara Canindé — Salmonella Arizonae (busca por homologia com
474pb, 100% de cobertura e 93,05% de identidade).

DISCUSSAO

Dentre os caldos seletivos mais utilizados e que possuem boas taxas de recuperagao
de Salmonella spp. estdo os caldos Rappaport-Vassiliadis, Tetrationato e Selenito (SAIF,
2003; CORRENTE et al., 2004). Apesar da alta eficiéncia de recuperacdo do Caldo
Rappaport-Vassiliadis, no presente estudo ele néo foi suficiente para garantir o isolamento
de bactérias do género Salmonella com auxilio de meios seletivos, ao passo que para a
identificacdo pela técnica de PCR, observou-se DNA de bactérias do género Salmonella no
caldo. A escolha por diferentes técnicas de isolamento e diferentes meios de cultura foi
feita em busca de uma maior eficiéncia na recuperagdo de Salmonella spp. nas amostras
coletadas.

Os meios XLD e Hektoen sdo meios de cultura indicados para o isolamento de
Salmonella spp. por sua seletividade e poder discriminatorio, enquanto o Agar MacConkey
possui menor seletividade porém maior poder de recuperacdo da bactéria. Em meios menos
seletivos hd um grande crescimento de outras bactérias indesejaveis, o que pode dificultar
o0 isolamento de Salmonella. Os meios XLD e Hektoen, apesar de serem seletivos, ndo séo
exclusivos para Salmonella spp. e também permitem o crescimento de outros micro-
organismos indesejaveis, dificultando a identificacdo das coldnias de interesse. Devido a
dificuldade de recuperagdo, Mitchell e Shane (2000) e Lopes (2008) recomendaram a
utilizacdo conjunta de meios menos seletivos, como MacConkey, e meios mais seletivos,

como XLD, pois em seus estudos, algumas colénias de Salmonella sé foram observadas
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em meios menos seletivos enquanto outras apenas em meios mais seletivos. E mesmo com
a associacao dessas técnicas, ndo foi possivel o isolamento de Salmonella nas amostras
avaliadas.

No isolamento de salmonelas oriundas de amostras clinicas, resultados negativos na
cultura bacteriana podem estar relacionados a auséncia de células viaveis de Salmonella,
sua eliminagdo intermitente em baixo nimero, ou a inibi¢cdo/competicdo com outros micro-
organismos devido ao crescimento de outras colnias bacterianas na cultura (ERIKSSON e
ASPAN, 2007). Além disso, meios de enriquecimento bacteriano podem diminuir a
sensibilidade da técnica bacteriologica, o que pode justificar a maior positividade na
técnica molecular.

Outros estudos em aves tiveram pouco sucesso em isolar Salmonella por
bacteriologia convencional (TEMELLI et al.,2010; SOMMER et al., 2012; CORREA et
al., 2013; DLUGOSZ et al., 2015), corroborando nossos resultados.

Outros micro-organismos identificados no presente estudo s&o compostos em sua
totalidade por bactérias Gram-negativas. Analisando dados da literatura observa-se que a
microbiota intestinal dos psitacideos € composta principalmente por bactérias Gram-
positivas (XENOULIS et al., 2010; FRAZAO, 2014). No presente estudo utilizou-se meios
seletivos para bactérias Gram-negativas, e por isso 0 ndo isolamento de bactérias Gram-
positivas. Outra possivel explicacdo é o fato de serem aves de cativeiro, uma vez que estas
apresentam quantidade de bactérias Gram-negativas significativamente mais abundante
que aves de vida livre (XENOULIS et al., 2010).

A rapidez na identificacdo do agente etioldgico através da detec¢do do seu material
genético, em comparacdo aos métodos bacteriologicos, faz com que a técnica de PCR se
torne uma alternativa pratica aos laboratorios de diagnostico, uma vez que este método
elimina o tempo de incubacdo, isolamento e testes bioquimicos em micro-organismos
permitindo uma identificacdo precisa, rapida e com custos reduzidos. Por ser uma técnica
altamente especifica, a PCR pode detectar uma regido Unica para a espécie e ndo apresentar
homologia com outros micro-organismos, também n&o é vulneravel a reacbes atipicas e
ndo depende de variacbes fenotipicas evitando, assim, resultados falso-negativos
fornecidos pela técnica microbiologica (ANDRADE et al., 2010).

As técnicas moleculares vém sendo usadas com sucesso na detecgdo de Salmonella,
inclusive de sorotipos especificos (DILMAGHANI et al., 2011). A maior sensibilidade da

técnica molecular pode ser justificada por sua maior capacidade em detectar pequenas
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quantidades de DNA dos microorganismos, mesmo que estes estejam inviaveis
(MALORNY et al., 2004).

Das aves positivas para Salmonella no presente estudo, 75% foram identificadas no
momento da entrada no CRAS-MS. Esse € um periodo bastante estressante para o animal
devido ao processo de resgate/captura, e também devido as mas condi¢es de transporte,
restricdo de &gua e alimentos que pode ter sofrido antes da captura. Nas aves, o estresse e a
imunodepressdo estdo na maioria dos casos relacionados ao aumento da ocorréncia de
agentes patogénicos (ROCHA et al., 2014). Os animais portadores de patégenos como a
Salmonella spp. podem atuar como disseminadores dentro de centros de triagem (JIJON et
al., 2007). Além disso, na presenca da doenca clinica, os micro-organismos sdo eliminados
em grande quantidade, o que pode aumentar os riscos de contaminacdo ambiental. Dessa
forma, a ocorréncia de imunodepressao pode representar um risco, uma vez que pode haver
0 desenvolvimento de doengas com potencial zoon6tico relevante e a maior taxa de
eliminacdo de micro-organismos potencialmente patogénicos no ambiente. Sendo assim,
animais que chegam ao CRAS-MS eliminando agentes patogénicos podem contaminar o
ambiente, desta forma, uma atencdo especial deve ser dada aos animais nesses momentos.

O periodo de reproducdo das aves ocorre entre a primavera e 0 verdo, com 0
aumento das chuvas e do calor (DANTAS, 2013). Além do periodo reprodutivo, todo o
processo de captura e transporte desses animais até 0 CRAS-MS desencadeiam o aumento
do estresse nas aves, que pode estar relacionado ao fato das amostras positivas serem
identificadas todas no més de novembro e serem em sua maioria no momento de chegada
da ave.

Apesar de ndo ser possivel a caracterizacdo do sorotipo pelo ndo isolamento
microbioldgico, pelo sequenciamento de DNA de um fragmento de aproximadamente
1000pb do gene fliC com uma identidade significativa (>99%) foi observada com os
sorotipos Salmonella Newport, Salmonella Javiana e Salmonella Arizonae. Esses sorotipos
séo todos relacionados a casos de salmonelose em humanos, com doencas transmitidas por
alimentos, sendo Salmonella Newport o terceiro sorotipo mais associado com doengas
transmitidas por alimentos, e Salmonella Javiana o quarto (REDDY et al., 2016). De
acordo com Daoust e Prescott (2007), existe uma correlacdo entre a prevaléncia de
Salmonella no trato intestinal de varias espécies de aves silvestres e sua proximidade com
humanos, produtos de origem animais e animais silvestres. Essas aves geralmente
aproveitam a proximidade com humanos e animais domésticos para obter comida e,

portanto, se infectam. Todas as aves positivas foram resgatadas na Cidade de Campo
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Grande e ndo apresentavam comportamento de domesticacdo, entretanto, mesmo sendo
animais de vida livre, vivem em um ambiente urbano e sua aproximagdo com residéncias
sdo comuns e frequentemente também sao alimentados pelos humanos. Essa aproximacgao
pode provavelmente infectar as aves com sorotipos nao espécie-especificos.

No Mato Grosso do Sul, ndo existe muita informacdo sobre a ocorréncia e
prevaléncia de sorotipos de Salmonella circulantes tanto entre animais quanto em
humanos. Entretanto, a regido tem uma grande diversidade de répteis, mamiferos e aves,
além de um ecossistema (pantanal), que favorece a manutencdo dos reservatorios de
Salmonella. Além do mais, com a crescente exploracdo do ecoturismo, 0 contato entre
humanos e animais, principalmente aves, tem aumentado, favorecendo a troca de
patdgenos. Essa complexa relacdo interespecifica na regido favorece a infeccdo de aves
silvestres por Salmonella spp.

Apesar de ter ocorrido um surto prévio de salmonelose por Salmonella
Typhimurium nos papagaios (Amazona aestiva) do CRAS-MS no ano de 2016 (SOUZA et
al., 2018) e medidas de manejo terem sido adotadas e que podem ter ajudado a reduzir a
frequéncia de infeccdo das aves por Salmonella, a frequéncia encontrada no presente
estudo esta dentro dos valores esperados para animais clinicamente sadios (MARIETTO-
GONGCALVES et al., 2010; HIDASI et al., 2013; LOPES et al., 2014). No entanto, nossos
resultados sugerem que a possibilidade de recontaminacdo ambiental no CRAS-MS é
consideravel, tendo em vista que alguns animais recém chegados encontram-se eliminando
bactérias nas fezes. Se faz necessério a implementacdo de medidas preventivas
principalmente na recep¢éo e quarentena desses animais.

Os péssaros, quando capturados e levados para o centro de reabilitacdo, podem
eliminar bactérias através das fezes, devido ao estresse da captura, contaminando o
ambiente e permitindo a infeccdo de outras aves e consequentemente ocorréncia de surtos.
Assim, com base no observado no presente estudo, € recomendado que existam em centros
de reabilitacdo como o0 CRAS-MS, um periodo de quarentena com melhores instalagdes e
também um suporte para diagnostico de Salmonella spp, para minimizar a probabilidade de
contaminacdo dos compartimentos coletivos, e possiveis surtos de salmonelose. Além
disso, o contato entre humanos e animais selvagens, seja em ambientes selvagens ou de
cativeiro, devem ser restringidos a profissionais qualificados, minimizando assim a troca

de patogenos, entre qual Salmonella spp.
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CONCLUSOES

A frequéncia de animais infectados encontrou-se dentro dos valores esperados para
um ambiente de cativeiro, porém, medidas preventivas devem continuar sendo tomadas e
mantidas devido ao risco de contaminacao por animais recém chegados ao CRAS-MS. O
transporte e chegada do animal ao CRAS-MS é um momento de muito estresse o que leva
a eliminacéo de patdgenos em maior quantidade. Portanto, um melhor manejo dos animais
no momento da entrada e da quarentena deve ser feito a fim de se evitar a entrada desses
micro-organismos para 0s demais recintos.

Mesmo a cultura bacteriana sendo o padréo ouro para identificacdo de Salmonella,
quando se trata de amostras clinicas, de aves saudaveis, a técnica de PCR mostrou-se mais
eficiente em detectar pequenas quantidades do micro-organismo e mais rapida no

diagnostico.
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ANEXOS

Anexo 1
Autorizacao SISBio — Sistema de Autorizagao e Informacdo em Biodiversidade

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 59465-1 I Data da Emissao: 03/08/2017 09:22 Data para Revalidagdo*: 02/09/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizagcéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Carlos Alberto do Nascimento Ramos CPF: 032.353.314-09

Titulo do Projeto: Avaliagao da cinética de infecgao de aves silvestres por Salmonella spp em um Centro de Reabilitagao de animais Silvestres em

Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Nome da Instituicdo : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL CNPJ: 15.461.510/0001-33

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) |Fim (més/ano)
1 | Coleta das amostras 10/2017 12/2017
2 |Pi das (testes mi iologi e ) 10/2017 01/2018
3 | Tabulagéo e analise dos dados 01/2018 08/2018
4 | Divulgacao dos 08/2018 02/2019
Observagdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou jurldlca es(rangelra em todo o tem!ono I, que impli o de e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, P e is, pegas integ da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de e icas que se desti ao estudo, a difus@o ou a pesquisa, estao sujeitas a autonzagéo do Ministério de Ciéncia e Tecnologi
Esta autorizagao NAO exime o p isador titular e os de sua equipe da necessldade de obter as © em outros instr Iegals bem
5 |como do consentimento do responsé\vel pela area, publica ou privada, onde sera reallzada a atxvtdade inclusive do érgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagao estadual, distrital ou mumclpal ou do proprietario, ar p ou de area dentro dos limites de unidade de conservagao
federal cujo p de lari; fundia em curso.
Este documento somente puderé ser utilizado para os fins previ: na iva ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugao Normativa ICMBio n° 10/2010, no que
3 pecifi esla A izagao, nao podendo ser para fins iais mdustnals ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no émbno do ensino superior.
4 A autorizagao para envio ao exterior de ial biolégico nao ignado devera ser requerida por meio do endereco eletrénico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagao ou exportagéo de flora e fauna - CITES s néo CITES).
O titular de licenca ou autorizacao e os membros da sua equipe d optar por mé de coleta e i de captura direci sempre que pi
5 |ao grupo ico de i , evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a wablhdade
de populag do grupo taxonémico de i em digao in situ.
[e) mular de autonzagao ou de licenca permanente assim como os membros de sua equipe, quando da violagao da legislacao vigente, ou quando da inadequacao,
6 i ou falsa di caode i que subsidi; a expedigao do ato, podera, mediante decisao i Jtera ou licenga
suspensa ou revogada pelo ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.
Este documento nao dispensa o cumprlmen(o da legislacao que dtspée sobre acesso a p do i i eti i no territorio i na
7 plalaforma conlmental e na zona lusiva, ou ao cont iado ao imani ico, para fins de pesquisa cientifica,
ed I légico. Veja maiores inf em www.mma.gov.br/cgen.
8 Em caso de pesqulsa em UNIDADE DE CONSERVA(;AO o pesquisador titular desta autorizagao devera contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das exp as di¢oes para reali. das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Locais onde as atividades de campo serado executadas

[#] Municipio [ UF [Descricao do local [Tipo
|1_[CAMPO GRANDE |Ms | Centro de Reabilitagdo de Animais Silvestres (CRAS) - MS | Fora de UC Federal
Atividades X Taxons
[#] Atividade | Taxons
[1 [ Colet de biologicas ex situ [Aves

9

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagao: 82765629 ”ll ‘I’ ‘H“MWI “ m

[ Pégina 1/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 59465-1 I Data da Emissao: 03/08/2017 09:22 Data para Revalidagdo*: 02/09/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Carlos Alberto do Nascimento Ramos EPF: 032.353.314-09

Titulo do Projeto: Avaliagao da cinética de infecgao de aves silvestres por Salmonella spp em um Centro de Reabilitagdo de animais Silvestres em

Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Nome da Instituicdo : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL CNPJ: 15.461.510/0001-33

Material e métodos
[1_TAmostras biolégicas (Aves) [Fezes |
[2_|Método de captura/coleta (Aves) | Outros métodos de captura/coleta(Swab ) |

Destino do material biolégico coletado

[#] Nome local destino | Tipo Destino |
|1 ]FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL | |

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 82765629 ”ll m ‘H"NWI V m

[ Pégina 2/4 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
p Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 59465-1 I Data da Emissao: 03/08/2017 09:22 Data para Revalidagdo*: 02/09/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Carlos Alberto do Nascimento Ramos EPF: 032.353.314-09

Titulo do Projeto: Avaliagao da cinética de infecgao de aves silvestres por Salmonella spp em um Centro de Reabilitagdo de animais Silvestres em

Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Nome da Instituicdo : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL |CNPJ: 15.461.510/0001-33

Registro de coleta imprevista de material biolégico

De acordo com a Instrucdo Normativa n° 03/2014, a coleta imprevista de material biolégico ou de substrato ndo
contemplado na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material biolégico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biolégico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Bioldgicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 82765629 ”ll m ‘H"NWI V m
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacgao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 59465-1 I Data da Emissao: 03/08/2017 09:22 Data para Revalidagdo*: 02/09/2018

* De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacéo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular

Nome: Carlos Alberto do Nascimento Ramos EPF: 032.353.314-09

Titulo do Projeto: Avaliagao da cinética de infecgao de aves silvestres por Salmonella spp em um Centro de Reabilitagdo de animais Silvestres em

Campo Grande, Mato Grosso do Sul

Nome da Instituicdo : FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL CNPJ: 15.461.510/0001-33

* Identificar o espécime no nivel taxonémico possivel.

Este documento (Autorizagao para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n® 03/2014. Através do cédigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticagéo: 82765629 ”ll m ‘H"NWI V m
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955 Anexo 2

956  Autorizacdlo CEUA — Comissdo de FEtica no Uso

Servigo Publico Fede;a|
Ministério da Educagao i
Eundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Su

~

CERTIFICADO

42

de Animais/lUFMS

-

UEMS

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliagao da cinética de infecgdo de

aves silvestres por Salmonella spp. em um centro de reabilitagao de animais silvestres em

Campo Grande, Mato Grosso do Sul", registrada com o n° 898/2017, sob a

responsabilidade de Carlos Alberto do Nascimento Ramos - que envolve a utilizagdo de

animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —

encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do

Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho

Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE

MATO GROSSO DO SUL/UFMS, na 92 reuniao ordinaria do dia 18/10/2017.

Vigéncia do Projeto 1°/11/2017 a 28/02/2019
FINALIDADE () Ensino (x) Pesquisa Cientifica

Numero da Solicitagéao 59465-1
ou Autorizacao SISBIO

Atividade (s) Captura
Coletal/transporte
- Amostras bioldgicas -
Espécies/Grupos Psittacidae (Papagaio, Arara, Periquito e Maritaca) —
Taxondmicos Machos e Fémeas 100

das atividades Campo Grande/MS

Local ( is ) de realizagdo | Centro de.Reabilitagdo de Animais Silvestres — CRAS

AL

Jbice'stein
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 19 de outubro de 2017.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA

http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua.2000@gmail.com

fone (67) 3345- ’
957 ) (. ) 3345-7925
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959 Anexo 3
960  Autorizacdo SisGen — Sistema Nacional de Gestdo de Patrimbnio Genético e do

961 Conhecimento Tradicional Associado

Ministério do Meio Ambiente ]
CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO
SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO

Certidao
Cadastro n2 A763D91

Declaramos, nos termos do art. 41 do Decreto n° 8.772/2016, que o cadastro de acesso ao patrimdnio
genético ou conhecimento tradicional associado, abaixo identificado e resumido, no Sistema Nacional de Gestéo
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado foi submetido ao procedimento administrativo
de verificagdo e ndo foi objeto de requerimentos admitidos de verificagdo de indicios de irregularidades ou, caso
tenha sido, o requerimento de verificagdo nao foi acatado pelo CGen.

Numero do cadastro: A763D91

Usuério: Carlos Alberto do Nascimento Ramos
CPF/CNPJ: 032.353.314-09

Objeto do Acesso: Patriménio Genético

Finalidade do Acesso: Pesquisa
Espécie

Salmonella enterica
Titulo da Atividade: AVALIAGAO DA CINETICA DE INFECGAO DE AVES SILVESTRES POR

SALMONELLA SPP. EM UM CENTRO DE REABILITAGAO DE ANIMAIS
SILVESTRES EM CAMPO GRANDE, MATO GROSSO DO SUL

Equipe
Carlos Alberto do Nascimento Ramos UFMS
Cassia Rejane Brito Leal UFMS
Michelli Lopes de Souza UFMS

Data do Cadastro: 28/05/2018 14:02:59 E E
Situagao do Cadastro: Concluido m

Conselho de Gestao do Patriménio Genético
Situacéo cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:20 de 13/03/2019.

YA/ SISTEMA NACIONAL DE GESTAO

DO PATRIMONIO GENETICO

E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL
IANIAN ASSOCIADO - SISGEN
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