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RESUMO

Ardeideos sdo aves da Ordem Pelecaniformes, que se deslocam por grandes distancias e
formam densos ninhais em ambientes naturais e urbanos. Seu comportamento sinantrépico
pode facilitar a disseminacdo de patdgenos zoondticos e de microrganismos resistentes a
antimicrobianos. A pesquisa visou investigar se os Pelecaniformes de um ninhal localizado na
zona urbana de Lavras, dentro do Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
construido na area de um riacho que atravessa a cidade, sdo portadores de Salmonella spp., E.
coli e Staphylococcus spp. e correlacionar as infecgdes a ocorréncia de lesbes macro e
microscopicas nas aves examinadas. Na estacdo reprodutiva de 2021 foram realizadas visitas
diarias a um ninhal de Pelecaniformes localizado no campus da UFLA. Filhotes encontrados
mortos foram recolhidos e encaminhados ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV) da UFLA
para exames. Filhotes encontrados caidos dos ninhos e moribundos também foram recolhidos,
pesados, anestesiados e eutanasiados. Foi realizada avaliacdo macroscopica dos 6rgdos e
tecidos, com descricdo e registro fotografico das alteragdes encontradas. Fragmentos de
orgdos e tecidos foram colhidos e armazenados em formol a 10%, processados, corados com
hematoxilina e eosina para analise histoldgica e avaliados em microscépio Gtico. Foram
coletadas excretas intracloacais de todos os cadaveres, bem como suabes de érgdos com
lesbes macroscopicas sugestivas dos microrganismos de interesse. Um suabe de cada material
coletado foi armazenado em tubo contendo agua peptonada tamponada e outro em meio de
transporte Stuart, com identificacdo dos tubos de acordo com o registro de necrdpsia. As
amostras foram encaminhadas para o LEM - UFLA para isolamento de Salmonella spp., E.
coli e Staphylococcus spp. Até cinco colbnias isoladas caracteristica de cada microrganismo
de interesse foram submetidas a testes preliminares de avaliagdo da morfologia microscépica
por esfregacos corados por Gram; testes de catalase e coagulase para caracterizacdo de
Staphylococcus spp. e testes bioquimicos para as amostras sugestivas de Salmonella spp.
Foram realizados testes de PCR utilizando primers especificos para cada um dos
microrganismos. Foram avaliadas 10 garcas-brancas-grandes (Ardea alba) e cinco garcas-
vaqueiras (Bubulcus ibis), a maioria dessas aves (92,85%) eram filhotes, com prevaléncia de
42,85% de Salmonella spp. e 64,28% de E. coli. Nenhuma ave foi detectada com S. aureus.
A grande maioria dos isolados foi obtida por suabe cloacal, o que significa que os agentes
estavam sendo eliminados pelas excretas das aves e representam preocupacao significativa
para a salde publica, ademais, os ardeideos sdo aves conhecidas por voos longos, o que indica
gue podem disseminar patdgenos em diferentes areas.

Palavras chave: Enterobacteriaceas. Aves selvagens. Patdgenos zoondticos. Salmonelose.



ABSTRACT

Ardeids are birds of the Order Pelecaniformes, which move over great distances and form
dense nests in natural and urban environments. Its synanthropic behavior can facilitate the
spread of zoonotic pathogens and antimicrobial-resistant microorganisms. The research aims
to investigate whether the Pelecaniformes from a nest located in the urban area of Lavras,
within the Campus of the Federal University of Lavras (UFLA), built in the area of a stream
that crosses the city, are carriers of Salmonella spp., E. coli and Staphylococcus spp. and to
correlate the infections with the occurrence of macro and microscopic lesions in the examined
birds. In the 2021 breeding season, daily visits were made to a nest of Pelecaniformes located
on the UFLA campus. Puppies found dead were collected and sent to the UFLA SPV for
examination. Cubs found fallen from the nests and dying were also collected, weighed,
anesthetized and euthanized. A macroscopic evaluation of the organs and tissues was carried
out, with a description and photographic record of the alterations found. Organ and tissue
fragments were collected and stored in 10% formalin, processed, stained with hematoxylin
and eosin for histological analysis and evaluated under an optical microscope. Intracloacal
excreta were collected from all cadavers, as well as swabs from organs with macroscopic
lesions suggestive of the microorganisms of interest. One swab of each material collected was
stored in a tube containing buffered peptone water and another in Stuart transport medium,
with identification of the tubes according to the necropsy record. Samples were sent to LEM -
UFLA for isolation of Salmonella spp., E. coli and Staphylococcus spp. Up to five isolated
colonies characteristic of each microorganism of interest were submitted to preliminary tests
of evaluation of the microscopic morphology by Gram-stained smears; catalase and coagulase
tests for characterization of Staphylococcus spp. and biochemical tests for samples suggestive
of Salmonella spp. PCR tests were performed using specific primers for each of the
microorganisms. Ten Great Egrets (Ardea alba) and five Cattle Egrets (Bubulcus ibis) were
evaluated, most of these birds (92.85%) were young, with a prevalence of 42.85% of
Salmonella spp. and 64.28% E. coli. No birds were detected with S. aureus. The vast majority
of isolates were obtained by cloacal swab, which means that the agents were being eliminated
by the birds' excreta and represent a significant public health concern. pathogens in different
areas.

Keywords: Enterobacteriaceae; wild birds; Zoonotic pathogens; Salmonellosis.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Os ardeideos sdo aves pertencentes a Ordem Pelecaniformes, adaptados a areas de
aguas rasas, onde utilizam o ambiente para captura de alimentos, repouso e reproducédo e se
deslocam por grandes distancias em busca desses corpos d’agua. Formam densos ninhais em
ambientes naturais e urbanos. Seu comportamento sinantrépico pode facilitar a disseminacéo
de patégenos zoonéticos e de microrganismos com resisténcia antimicrobiana. Diversas
bactérias patogénicas ja foram isoladas de aves selvagens, como Salmonella spp., Escherichia
coli e Staphylococcus spp., além de haver relatos da transmissdo indireta desses patdgenos
para seres humanos.

Esses microrganismos sdao motivo de grande preocupacdo para a saude publica.
Salmonella spp. s&o uma das principais causas de diarreia em todos os continentes, com altos
indices de morbidade e mortalidade em humanos. E. coli possui cepas responsaveis por causar
graves doencas gastrointestinais e sistémicas, além de apresentar alta plasticidade genética,
sendo capaz de fornecer genes de patogenicidade, que podem transitar e proporcionar
importantes recombinaces génicas entre bactérias. Ja Staphylococcus sp. possui cepas com

ampla resisténcia a antimicrobianos, responsaveis por importantes infeccdes nosocomiais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ardeideos

Os ardeideos pertencem a Familia Ardeidae, Ordem Pelecaniformes e sdo aves de
ampla distribuicdo geogréafica; elas ocorrem em todos os continentes. Possuem porte pequeno
a medio, pernas e dedos compridos, pescoco fino e bico longo e pontudo e geralmente
ocorrem em regides pantanosas ou salobras (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). Sdo aves
adaptadas a areas de aguas rasas (SILVA, 2011), nas quais utilizam o ambiente para captura
de alimentos, repouso e reproducdo (SMITH, 1995) e se deslocam por grandes distancias em
busca desses corpos d’agua (BERNARDON, 2013). Os ardeideos ocupam o topo da cadeia
trofica, com dieta diversificada e oportunista, alimentam-se de insetos, anfibios, peixes,
répteis e moluscos (BELTON, 2004; KUSHLAN; HANCOCK, 2005).

A Familia Ardeidae possui mais de 60 espécies (BERNARDON, 2013), entre elas a
garca-vaqueira (Bubulcus ibis), a garca-branca-grande (Ardea alba), a garca-branca-pequena
(Egretta thula) e o savacu (Nycticorax nycticorax) (SICK, 1997). A nidificacdo dos Ardeideos
ocorre comumente em grupos mistos, formados por diversas espécies de aves (SMITH, 1995).
Constroem densas coldnias em arbustos localizados em areas Umidas, como manguezais e
banhados (BELTON, 2004), que podem ser formadas no mesmo sitio reprodutivo ao longo de
varias temporadas, ou variar de local de acordo com a disponibilidade de alimento
(FREDERICK, 2002). Os ninhais representam importante papel na ecologia dessas aves, pois
0 agrupamento favorece a defesa contra predadores e facilita a busca por parceiros e
alimentos (SCHLOEMP, 1995), embora possam causar devastacdo intensa das areas em que
estdo assentados, devido ao acumulo de fezes, cadaveres e ovos em decomposicdo, com odor

fétido e poluicdo sonora gerada pela vocalizacdo das aves (GRANT; WATSON, 1995).

2.1.1 Garga-branca-grande (Ardea alba)

A garga-branca-grande (Ardea alba) (FIGURA 1), também conhecida como garca-
branca, possui plumagem toda branca, pesco¢o longo, bico amarelo e pernas e dedos pretos
(BELTON, 1994). Mede 90 a 102 cm de comprimento e pesa 700 a 1700g (HANCOCK,
1999; MARTINEZ-VILALTA et al., 2016). A longevidade da espécie é de 22 anos
(BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2019a).



Assim como os demais ardeideos, as garcas-brancas-grandes vivem proximas de
ambientes aquaticos. Sua dieta é composta predominantemente por peixes, embora também se
alimentem de invertebrados, répteis, anfibios e roedores (SILVA, 2011). Costumam caminhar
lentamente dentro da agua, proximas a margens rasas, a procura de alimento (MATARAZZO-
NEUBERGER, 1994), onde sdo vistas alimentando-se solitarias, embora possam formar
pequenos ou até mesmo grandes bandos, de acordo com a disponibilidade de alimento (DEL
HOYO et al., 1992). Além disso, podem percorrer longas distancias, voando em bandos
pequenos ou numerosos (BELTON, 1994).

A espécie ocorre em diferentes tipos de zonas Umidas, interiores e costeiras (DEL
HOYO et al., 1992). Ocorrem em todos os continentes, com exce¢do da Antértida, com
tendéncia de distribuicdo populacional desconhecida (BIRDLIFE INTERNATIONAL,
2019b). Séo aves migratorias (SICK, 1997), embora no Brasil seja considerada pelo CBRO
(2021) uma ave residente. Essas gar¢cas sdo comumente vistas em lagos, cdrregos e rios,
inclusive de areas urbanas de grandes cidades, como nos rios Tieté e Pinheiros, dentro da
cidade de S&o Paulo/SP (MATARAZZO-NEUBERGER, 1994; SCHLOEMP, 1995).

O periodo reprodutivo das garcas-brancas-grandes varia geograficamente (DEL
HOYO et al., 1982). Em regides de clima temperado a nidificagdo tende a ocorrer de abril a
julho, enquanto que em éareas de clima tropical a reproducdo tende a ocorrer préxima ao
periodo de chuvas, quando h& maior disponibilidade de alimento (KUSHLAN; HANCOCK
2005).

Possuem habito diurno e crepuscular (BELTON, 1994) e normalmente ndo continuam
a frequentar os ninhais nos periodos noturnos fora da estacdo reprodutiva (BELLA, 2003).
Durante a estacao reprodutiva o peito e o dorso das aves assumem cor ferrugem e o bico e o
tarso ficam avermelhados (SICK, 1997).

A nidificacdo pode ocorrer de forma solitaria ou em coldnias de diferentes tamanhos
(ARBALLO; CRAVINO, 1999), por vezes associadas a outras espécies (DEL HOYO et al.,
1992). No caso de ninhais mistos, as garcas-brancas-grandes tendem a confeccionar seus
ninhos em arvores mais altas (BELLA, 2003), nos quais ovipdem dois ou trés ovos cinza-

azulados, cujo periodo de incubacéo é de 25 a 26 dias (SICK, 1997).



Figura 1 — Exemplar de garca-branca-grande (Ardea alba).

Fonte: Imagem de Cristiano Voitina.

2.1.2 Garca-vagueira (Bubulcus ibis)

A garca-vaqueira (Bubulcus ibis) (FIGURA 2) é uma espécie originaria da Africa e da
Europa, onde ocupava planicies de inundacdo periddica (BIRDLIFE INTERNATIONAL,
2019b). Ao longo do tempo, a espécie se dispersou por todos 0s continentes, com registro de
visualizacdo até na Antartida (SICK, 1997). Nas Américas a primeira observacdo da espécie
ocorreu na fronteira entre Guiana e Suriname, em 1877 e, posteriormente, em torno de 1948,
se tornou abundante em toda a América do Sul (WETMORE, 1963; CROSBY, 1972),
inclusive no Brasil, onde o primeiro registro de garca-vaqueira ocorreu na llha de Marajo,
estado do Para (SICK, 1979).

As garcas-vaqueiras sdo diurnas (KUSHLAN; HANCOCK, 2005), com habito de
forrageamento ativo e dieta oportunista, composta principalmente por insetos que vivem
associados ao gado, como grilos e gafanhotos, além de aranhas, pequenos anfibios e répteis
(TELFAIR, 1993; BELLA, 2003). O forrageamento ocorre comumente em areas de campo
aberto, onde as aves costumam forragear sozinhas ou acompanhando bovinos, aproveitando-
se dos insetos levantados no capim pela movimentacdo dos bovinos (MUKHERJEE, 2013;
FAVORETTO, 2019).

A plumagem das garcas-vaqueiras € branca e durante as estacdes reprodutivas ficam
alaranjadas no alto da cabeca, no peito e nas costas (HANCOCK; KUSHLAN, 1984). Medem



48 a 53 cm de comprimento e pesam 270 a 510 g (SICK, 1997). Fémeas e machos sdo
semelhantes, porém os machos s&o um pouco maiores e apresentam penas ligeiramente mais
longas no periodo reprodutivo (MCKILLIGAN, 2005). A longevidade da espécie é de 23
anos (KOPIJ, 2017).

A temporada reprodutiva das gargas-vaqueiras pode ocorrer de forma sazonal, varia de
acordo com a regido de estabelecimento do ninhal (FAVORETTO, 2019) e com a
disponibilidade de alimento (MUKHERJEE, 2013). Formam casais monogamicos sazonais,
mas no inicio da formacdo é possivel encontrar temporariamente trios compostos por um
macho e duas fémeas (CRAMP; SIMMONS, 1977). A maturidade reprodutiva das garcas-
vaqueiras é precoce e tem inicio no fim do primeiro ano de vida (SICK, 1997). As fémeas
ovipbem em média dois a trés ovos de casca azul clara (HILALUDDIN et al., 2003) e a
incubacdo ocorre em 21 a 24 dias (WEBER, 1975). Sobrevivem em média um a dois filhotes
até o fim do periodo dos cuidados parentais (KOUR; SAHI, 2013). Em ninhos com eclosdo de
trés ovos, normalmente o terceiro filhote morre de desnutricdo em poucos dias (BLAKER,
1969). Além disso, filhotes com diferenca de idade tendem a competir por alimento; os
filhotes mais velhos se beneficiam mais facilmente, pois agarram o bico dos adultos para
receber alimento e bicam a cabeca dos filhotes mais jovens para expulsa-los do ninho
(WEBER, 1975). Essas bicadas causam importantes traumas e lesfes perfurocontusas,
geralmente fatais (FAVORETTO, 2019).

Figura 2 — Exemplar de garca-vaqueira (Bubulcus ibis).

Fonte: Imagem de Cristiano Voitina.



2.2 O potencial dos ardeideos como reservatdrio e disseminadores de patogenos

Os ardeideos podem nidificar tanto em ambientes naturais quanto em &reas urbanas ou
periurbanas, sendo frequentemente vistos em pracas, parques, portos e vilas de pescadores
(SCHERER et al., 2006). As areas urbanas oferecem melhores recursos, incluindo alimento,
abrigo e menor pressdo de predadores, o que favorece o estabelecimento e a expansao
populacional de diversas espécies (MARTIN-MALDONADO et al., 2020). Alguns ardeideos
sdo vistos frequentemente também em associacdo a criagdes de animais domeésticos, como
ruminantes e equinos, durante o forrageamento das aves (GOPEE et al., 2000; DELLA
BELLA; AZEVEDO-JUNIOR 2004; FONTENELLE, 2006),

A maior disponibilidade de recursos para as aves nas cidades, atrelada a temperaturas
mais amenas no inverno em consequéncia de mudangas climaticas, permite que muitas
espécies de aves selvagens encurtem ou até interrompam suas migracdes, formando
populacdes de aves residentes (GALVAN et al., 2003; GILBERT et al., 2015; MARTIN-
MALDONADO et al., 2020), como ocorre frequentemente com as garcas.

Muitas espécies de animais coabitam em areas urbanas e periurbanas (pardais,
pombos, urubus, lagartixas, ratos e até guaxinins e javalis) utilizando os recursos fornecidos
pelas atividades humanas para sobreviver, alimentar e reproduzir (MIRANDA, 2017). Locais
de depdsito de lixo e aterros sanitarios sdo, por exemplo, areas cada vez mais frequentadas por
ardeideos (FIGURA 3) (SEEDIKKOYA; AZEEZ; SHUKKUR, 2013).

Figura 3 — Ardeideos alimentando-se proximo a lixo doméstico no Rio Pinheiros, na cidade
de Séo Paulo/SP, Brasil.

SN N :
Fonte:https://noticias.r7.com/sao-paulo/animais-vistos-no-rio-pinheiros-sp-criam-expectativa-de-

despoluicao-22042021 (2021).


https://link.springer.com/article/10.1186/s40462-016-0070-0#auth-Nathalie_I_-Gilbert

Em contrapartida, as areas urbanas favorecem também o desenvolvimento de
intoxicagOes, como botulismo; bioacumulacdo de metais pesados nocivos, como chumbo e
pesticidas; ocorréncia de lesdes, decorrente, por exemplo, da ingestdo de plastico e metais
(TAGGART et al., 2016; SEIF et al., 2018); acumulo de substancias nocivas, como anti-
inflamatorios e antimicrobianos; desenvolvimento de doengas nutricionais, por deficiéncia de
vitaminas e outros nutrientes; e, ndo menos importante, sdo fonte de cepas multirresistentes de
diversos microrganismos (CAMARDA et al., 2007; CAMACHO et al., 2016; MARTIN-
MALDONADO et al., 2020).

O comportamento sinantropico dos ardeideos acarreta estreita relacdo entre seres
humanos e aves selvagens, aumentando o risco de disseminacdo de patégenos zoon6ticos e de
microrganismos com resisténcia a antimicrobianos (TSIODRAS et al.,, 2008;
LIAKOPOULOUS et al., 2016; TROXLER et al., 2017; WANG et al., 2017).

Diversas investigacfes demonstram que aves selvagens podem adquirir bactérias
patogénicas de residuos e elimina-las via fezes em outras localidades, com a ocorréncia de
surtos de amplo alcance e disseminacdo endémica de cepas multirresistentes (SHARIF et al.,
2020; YUAN et al., 2021). A associagdo direta ou indireta da vida selvagem a humanos e
animais de produgédo pode aumentar as chances de transmissdo de microrganismos dentro das
populacdes de aves, como resultado da migracdo de regifes contaminadas (FIGURA 4)
(ELMBERG et al., 2017). Além disso, aves que se agregam para alimentacdo ou reproducédo
podem disseminar esses microrganismos mais facilmente entre a populacdo (GROND et al.,
2018) resultando em significativa ameaca a avifauna selvagem e a conservacdo da
biodiversidade (CARVALHO, 2006; HERNANDEZ-DIVERS et al., 2006; PENNYCOTT et
al. 2006; NEWNAN et al., 2007).

Embora seja pouco investigado, o processo de zoonose reversa ou zooantroponose tem
evidéncias relatadas (ADESOKAN et al., 2019), destacando uma conexdo direta existente
entre humanos, animais € meio ambiente, dentro de uma perspectiva Global de “One Health”

(LEBOV et al., 2017).



Figura 4 — Esquema representativo sobre a interagdo entre aves de vida livre, residuos
urbanos, animais domeésticos, humanos e meio ambiente, demonstrando a
capacidade das aves como vetores de microrganismos.

Fonte: Adaptado de ANTILLES et al., 2020.

Tanto aves migratorias quanto aves selvagens residentes sdo suscetiveis a diversas
infecgBes bacterianas comuns a animais domésticos e humanos (HUBALEK, 2004;
BENSKIN et al., 2009; STENKAT et al. 2014; DIAS et al., 2019). Essas infeccdes
bacterianas podem ser responsaveis pelo 6ébito das aves ou, ainda, torna-las reservatorios
subclinicos ao longo de suas vidas (HUBALEK, 2004; BENSKIN et al., 2009).

Aves selvagens sdo consideradas, entdo, importantes vetores na disseminacdo de
bactérias no meio ambiente (COLE et al., 2005) e podem representar risco a saude humana
(YORIO; GIACCARDI, 2002; MILLAN et al., 2004; SILVA et al., 2010) e a saude animal
(PENNYCOTT et al., 2006; NEWMAN et al., 2007), além de causar grandes perdas
econdmicas em criagdes de animais (TESSARI et al., 2008). Aves migrat6rias podem ainda
facilitar a disseminacdo desses microrganismos por longas distancias (ELSOHABY et al.,
2021) e até mesmo em areas remotas, como ja foi relatado na ocorréncia de aves selvagens
portadoras de bactérias multirresistentes no Artico (SJOLUND et al., 2008). Um estudo feito
por SHEH et al. (2022) relata também maior taxa de resisténcia a antibidticos em aves
migratorias.

Ja foram isoladas diversas bactérias patogénicas em aves selvagens, como Salmonella
spp. (REED et al., 2003; PLAZA et al., 2018; MARTIN-MALDONADO et al., 2020),
Escherichia coli (BEZERRA et al., 2017; HORN et al., 2018) e Staphylococcus aureus
(BRITTINGHAM et al., 1988; ELSOHABY et al., 2021). Ha relatos de transmissdo indireta



desses patdgenos para seres humanos (TSIODRAS et al., 2008). Ainda que bactérias como E.
coli e Staphylococcus spp. sejam mais conhecidas como comensais do trato gastrintestinal dos
animais, amostras patogénicas podem ter grande importancia para a saude publica, no que diz
respeito a ocorréncia de doencas e de microrganismos resistentes a antimicrobianos
(ELSOHABY et al., 2021).

Estudos mostram ainda que o isolamento de Enterobacteriaceae em populagdes de
aves de vida livre saudaveis é frequente (SAIDENBERG et al., 2012; VILELA et al., 2012;
STENKAT et al., 2014; SERAFNI et al., 2015; VAZ et al., 2017; MACHADO et al., 2018) e
bactérias Gram-negativas isoladas da cloaca de aves silvestres de vida livre ndo sdao um
achado incomum (GROND et al., 2018).

A suscetibilidade entre os grupos de aves em relacdo a infecgdes por bactérias
intestinais é altamente varidvel (MATIAS et al., 2016), o ambiente é o principal fator
correlacionado (HIRD et al., 2014) e a taxonomia do hospedeiro influencia no que diz
respeito a microbiota intestinal (HIRD et al., 2015), bem como a linhagem genética de cada
bactéria (AFEMA,; SISCHO, 2016).

Por fim, aves aquaticas, como € o caso dos ardeideos, sdo mais propensas a infeccao
por Enterobacteriaceae em casos de contaminagdo ambiental, pois tendem a ter maior contato
com fezes no solo e na agua (SILVA et al., 2010; STENKAT et al., 2014; SILVA et al.,
2018).

2.3 Salmonella spp.

Dentre os patdgenos entéricos Salmonella sp. é o principal agente de origem alimentar
causador de doenca zoondtica em todo o mundo (COBURN et al., 2007). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2018) a salmonelose é uma das principais causas
globais de diarreia, responsavel por importantes indices de morbidade e mortalidade em
humanos, tanto em paises emergentes quanto em paises desenvolvidos (MAJOWICZ et al.,
2010). Possui distribuicdo ampla na natureza e seu principal reservatorio € o trato
gastrintestinal de humanos, animais domésticos e silvestres (JAY, 2005; CARRASCO et al.,
2012). Aproximadamente 10% dos surtos em seres humanos séo relacionados a aves (KABIR,
2010).

O género Salmonella foi descrito pela primeira vez em 1886 por Salmon e Smith

(MERCHANT et al., 1969) que acreditavam erroneamente que este era 0 agente da peste
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suina (FREITAS NETO et al., 2020). Em 1888 o microrganismo foi cultivado pela primeira
vez e neste mesmo ano foi relatado o primeiro caso em humano (BRYAN et al., 1979).
Posteriormente, Kauffmann e White propuseram a classificacdo do género Salmonella com
base na identificacdo de estruturas presentes na superficie da bactéria. A técnica foi

modificada, acrescida de provas bioquimicas e prevalece desde entdo (ALVES, 2022).

Os agentes pertencem a Familia Enterobacteriaceae, sdo bactérias bacilares Gram
negativas (WHO, 2018), anaerdbias facultativas e medem 2 a 3 p por 0,4 a 0,6 1 (YOUSEF;
CARLSTROM, 2003; PUI et al., 2011). S&o organismos oxidase negativos e catalase
positivos (JAY, 2005; LERTWORAPREECHA et al., 2013). N&o s&o fermentadoras de
lactose, porém sdo capazes de produzir sulfeto de hidrogénio. Realizam quebra de D-glicose
em hidrogénio e didxido de carbono e reduzem nitratos em nitritos, caracteristicas estas que
auxiliam na identificacdo laboratorial destas bactérias (PUI et al., 2011; LEVISON et al.,
2020).

Na parede celular de Salmonella sp. existem lipideos, monossacarideos,
lipopolissacarideos, proteinas e lipoproteinas. Lipopolissacarideos e lipidios da parede celular
possuem endotoxina, substancia responsavel pelos efeitos bioldgicos da bactéria (YAVARI,
2012), cuja porcdo de polissacarideos ¢ monossacarideos ¢ denominada antigeno “O”
somatico (REEVES et al., 1989). Além disso, é uma bactéria capaz de se locomover, por ter
flagelos peritriquios em sua conformagdo, conhecidos como antigeno “H”
(LERTWORAPREECHA et al., 2013). Junto a esses antigenos existem em média 60
antigenos somaticos, muitos deles interespecificos e que foram adquiridos por meio de

transferéncia de gene entre bactérias, identificados por nimeros (REEVES et al., 1989).

As principais espécies sdo Salmonella enterica e Salmonella bongori, a primeira com
maior relevancia para a saude publica (POPOFF; LE MINOR, 1997; ACHA; SZYFRES,
2001; DIONE et al., 2011). Outas espécies foram classificadas com base em caracteristicas
bioquimicas e predilecdo por hospedeiros especificos, como S. typhi e S. paratyphi, que sdo
adaptadas a humanos, e S. pollorum e S. gallinarum, adaptadas a aves (RAHMAN;
OTHMAN, 2017).

Além das espécies de Salmonella nomeadas existem subespécies, as quais sdo
representadas por algarismos romanos e nomes. Salmonella enterica compreende as

subespécies I, 11, Illa, llIb, IV e VI, e V, ou enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae
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e indica, enquanto que Salmonella bongori compreende a subespécie V (BRENNER et al.,
2000; OLUDAIRO et al., 2022).

Em termos taxondmicos, a grafia da nomenclatura destes patdgenos pode ser feita por
extenso (“Género espécie” “subespécie” “Sorovar” “Biovar”) ou a resumida (“Género”
“Sorovar” e/ou “Biovar”) (GRIMONT; WEILL, 2007). Os nomes dos sorotipos geralmente
sdo os nomes geograficos de onde o sorovar foi isolado pela primeira vez, a primeira letra
geralmente é mailscula e a palavra ndo € italica, como por exemplo S. enterica subsp enterica
sorovar London ou Salmonella London (POPOFF; LE MINOR, 1997; POPOFF et al., 2000).

As doencas causadas por Salmonella sdo classificadas em salmonelose tifoide e
salmonelose ndo tifoide (NGNOGO et al., 2020; AKINYEMI et al., 2021). Salmonelose
tifoide estd associada as espécies S. typhi e S. paratyphi, restritas a humanos (AKINYEMI et
al., 2021), enquanto que a salmonelose n&o tifoide é causada principalmente por infec¢des de
grupos de sorovares de S. enterica, relacionada a ingestdo de alimentos e produtos
alimenticios contaminados (THUNG et al., 2018).

Em diversos paises do mundo a salmonelose é um dos maiores desafios em termos de
salde publica (PADUNGTOD; KANEENE, 2006; VINDIGNI et al, 2007,
LERTWORAPREECHA et al., 2013). A infec¢do ocorre principalmente pela ingestdo de
agua e alimentos contaminados e acomete predominantemente o trato gastrintestinal de
humanos e animais (SANTOS et al., 2020). Embora a doenca esteja muito associada a
infeccBes alimentares, com ocorréncia de surtos relacionados a ingestdo de ovos e aves
(LERTWORAPREECHA et al., 2013), carne bovina e suina, leite cru e até chocolate
(ERDOGRUL; ERBILIR, 2005; HEREDIA; GARCIA, 2018), ja foram relatados surtos
associados a insetos e animais selvagens (HIDALGO-VILA, 2007; LECIS et al., 2011;
PERCIPALLE etal., 2011).

A ocorréncia de salmonelose € comum em animais e as manifestacdes clinicas sdo
variadas. Pode haver infeccBes gastrintestinais graves, sepses, abortos e doenca subclinica,
com reservatorios naturais (UZAL et al., 2016). A via de infeccdo é oral, 0 microrganismo
atinge e invade a mucosa intestinal, adere a superficie apical das células M intestinais, que
recobrem estruturas linfoides, como as placas de Peyer e alcancam o tecido linfoide
subjacente. Podem atingir a corrente sanguinea causando bacteremia ou septicemia, além de
serem capazes de invadir e destruir enterdcitos e células caliciformes (UZAL et al., 2016;

GUEDES et al., 2016). Salmonella é considerada um patogeno intracelular facultativo (UZAL
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et al., 2016) e algumas cepas tém a capacidade de sobreviver e replicar dentro de macrofagos
intestinais, 0 que favorece a invasdo no organismo e o desenvolvimento de doenca sistémica
(GUEDES et al., 2016). O microrganismo frequentemente é encontrado nas mucosas do ileo,
ceco e colon, bem como em linfonodos, figado, baco e medula 6ssea (QUINN et al., 2011;
UZAL et al., 2016). Alguns sorotipos sdo altamente adaptados aos hospedeiros e tendem a
causar doenca sisttmica grave, tanto em animais adultos quanto em jovens, enquanto que
outros sorotipos possuem ampla gama de possiveis hospedeiros e tendem a afetar
predominantemente animais jovens, causando principalmente enterocolite (UZAL et al.,
2016).

A patogenia da salmonelose depende do estado imunolégico do animal, de condi¢bes
de manejo e estresse, além de fatores de viruléncia da bactéria, como motilidade e capacidade
de sintese de proteinas efetoras que causam morte de células hospedeiras (QUINN et al.,
2011; UZAL etal., 2016).

As manifestacfes clinicas da salmonelose, quando presentes, geralmente incluem
febre, apatia, desidratacdo e diarreia amarelada a acinzentada com odor desagradavel,
podendo haver também sangue e muco (UZAL et al., 2016). Na macroscopia da maioria das
espécies € comum haver linfonodos mesentéricos aumentados de tamanho e hemorragicos,
mucosa intestinal hiperémica, hemorragica ou amarelo-acinzentada e com ulceracGes,
principalmente em ileo, jejuno e colon. Em alguns casos pode haver pneumonia e até mesmo
peritonite (UZAL et al., 2016; GUEDES et al., 2016). Além disso, em bovinos ha formacéo
de fibrina e exsudato fibrinonecrotico na superficie das vilosidades do intestino delgado e em
outros 6rgdos acometidos (RAKSHA et al., 2021). Na histopatologia é vista necrose de
vilosidades intestinais associada a infiltrado inflamatorio neutrofilico, foliculos linfoides com
centros rarefeitos e necrose, além de trombose (UZAL et al., 2016; GUEDES et al., 2016). Na
salmonelose septicémica também sédo visualizadas alteraces caracteristicas em figado e baco,
embora possam estar ausentes em casos de septicemia hiperaguda. Nestes casos o bago tende
a estar aumentado de volume, com focos de necrose e o figado palido e com multiplos
nodulos branco-amarelados, que na histopatologia correspondem a multiplas areas de necrose
(UZAL et al., 2016).

Em frangos de corte naturalmente infectados por Salmonella enterica subespécie
enterica sorovar Gallinarum ha maior contagem do microrganismo no figado, seguido por
baco, pulmdes, intestinos e ceco. Os animais manifestam febre, diarreia amarela-esverdeada,
taquipneia e mucosas palidas. As alteragbes macroscopicas sdo visualizadas em figado, com

aumento de volume, coloragdo vermelha-amarronzada com focos brancacentos, rins e bago
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aumentados de volume, pulmBes com edema e intestinos avermelhados, com mdaltiplas
ulceracBes de tamanhos variados. A avaliacdo histopatoldgica demonstra congestdo hepatica,
necrose de hepatdcitos; degeneracao, necrose e congestdo intestinais; nefrite e necrose tubular
renal (SALEEM et al., 2022). Necrose hepatica multifocal associada a infiltrado inflamatério,
enterite linfoplasmocitica e congestdo pulmonar foram relatadas em uma rolinha-roxa com
salmonelose (BEZERRA et al., 2017).

Estudos mostram que Salmonlella ser. Typhimurium € o sorotipo mais relatado em
psitacideos, além de ser altamente virulento (VIGO et al., 2019). Outros sorotipos de grande
importancia também tém sido relatados em aves silvestres, como Salmonella Saintpaul
(RECHE et al., 2003; SOUSA et al., 2010). Um estudo experimental com inoculagdo de
Salmonella Saintpaul em periquito-australiano (Mellopsitacus undulatus) ndo causou sinais
clinicos, nem mortalidade nas aves, porém na necropsia foram observados hemorragia
intestinal, enterite leve, figado palido, fridvel e congesto, pericardite, esplenomegalia e
necrose multifocal no bago. Além disso, o maior in6culo levou a disseminagdo do
microrganismo nas fezes das aves oito dias apds a inoculacdo, o que demonstrou que essas
aves sao suscetiveis a invasao bacteriana nos 6rgdos internos e podem disseminar o patégeno

no ambiente, mesmo sem manifestacdo de sinais clinicos (LOPES et al., 2022).

Ja foi relatado o isolamento de cinco sorovares de Salmonella enterica em Garcas-
vaqueiras (Bubulcus ibis) do arquipélago de Fernando de Noronha, Pernambuco, Brasil.
Tratavam-se dos sorovares Salmonella enterica subespécie enterica sorovar Typhimurium;
Salmonella sorovar Newport; Salmonella sorovar Duisburg; Salmonella sorovar Zega e
Salmonella enterica sorovar O16:y:-, todos isolados a partir de suabe cloacal de animais de
vida livre sem manifestac@es clinicas (SILVA et al., 2018), indicando que a espécie pode ser

reservatorio e vetor do microrganismo.

Para realizar o diagndéstico de infeccdo por Salmonella spp. é requerida a investigacao
laboratorial através de cultivo e isolamento dos microrganismos, bem como uso de técnicas
moleculares de PCR confirmatdrias, sorotipagem e até mesmo sequenciamento genético. Para
isso podem ser utilizadas amostras biologicas de fezes e sangue no caso de animais vivos, ou

conteddo intestinal e amostras de les@es teciduais de animais mortos (QUINN et al., 2011).

A deteccdo de Salmonella spp. atualmente é realizada com base no padrdo
internacional disponibilizado em 2017 por meio do ISO 6579-1 (MOIJAMAN, 2017;
ELSOHABY et al., 2021). No caso de aves, para a deteccdo de Salmonella spp. sdo
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comumente realizados a cultura e o isolamento do microrganismo a partir de amostras de
fezes coletadas por suabe cloacal ou amostras de lesdes teciduais de animais mortos. As
amostras coletadas passam por pré-enriquecimento em meio liquido ndo seletivo, enriquecido
em dois meios liquidos seletivos, subcultura em meios sélidos e sdo feitos exames de colbnias

sugestivas de Salmonella spp.

Maciel et al. (2019) recomendam selecionar aleatoriamente cinco unidades formadoras
de coldnias, levando em consideracdo que pode haver diversidade genética entre as cepas de
uma mesma amostra. As coldnias tipicas selecionadas devem passar por teste de Gram e
catalase e, dessa forma, colbnias bacilares positivas para 0s respectivos testes podem ser
submetidas a identificacdo bioquimica. Para a realizacdo de testes bioquimicos podem ser
utilizados kits comerciais, como o kit bioquimico API 20e, ou por meio da inoculacdo das
unidades formadoras de coldnias em combinagdes de meios especificos, como Agar Citrato de
Simmons (Citrato), Agar Triplice Aglcar Ferro (TSI) e Agar Lisina Ferro (LIA). O Agar
Citrato Simmons ¢é utilizado para a diferenciacdo de Enterobacteriaceae através da utilizacao
do citrato, quando positivo fica azul; o Agar TSI baseia-se na fermentacdo dos carboidratos e
producdo de sulfeto de hidrogénio, adquire cor purpura-amarela quando ha apenas
fermentacdo de glicose, coloracdo amarela quando ha fermentacdo de glicose, lactose e/ou
sacarose, além da ocorréncia de fissuras, rupturas ou bolhas quando ha liberacdo de CO; e
precipitado preto quando se mostram H2S positivas; o Agar LIA permite a avaliagdo quanto a
fermentacdo de glicose, quando ha descarboxilacdo da lisina 0o meio adquire coloracdo
parpura, principalmente em sua base, na prova negativa o meio fica amarelo e, quando ha
producdo de H»S, a prova positiva se caracteriza pelo surgimento de coloragdo preta no meio.
Dessa forma, espera-se que amostras de Salmonella sp. se apresentem azuis em Agar Citrato,

plrpura-amarelo com centro preto em Agar TSI e parpura com centro preto em Agar LIA.

A confirmacdo das amostras como pertencentes ao género Salmonella deve ser feita
ainda por PCR, para isso sdo realizadas extracdes de DNA genémico das amostras e teste PCR
utilizando primers especificos para a identificagdo de determinados genes. A identificacdo dos
sorotipos de Salmonella também é importante e pode ser feita por tipagem de fagos (RANKIN;
PLATT, 1995), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD) (CASTIGLIONI,
BOCUDO, 2003), eletroforese em campo pulsado (PFGE) (KOTTWITZ; OLIVEIRA, 2011) e
sequenciamento de DNA (LIM et al., 2005).

O surgimento de cepas de Salmonella com resisténcia antimicrobiana é um grave

problema de satde publica em todo o0 mundo (CHIU et al., 2002), embora Salmonella sp. seja
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conhecida como bactéria que apresenta menor capacidade de adquirir resisténcia a agentes
antimicrobianos, menos suscetivel a pressdo de selecdo antimicrobiana do que outras bactérias
(LECLERCQ et al., 2013). O primeiro relato de resisténcia de Salmonella a um Unico
antibidtico, o cloranfenicol, ocorreu em 1960 (ENG et al., 2015) e, desde entdo, a ocorréncia
de cepas de Salmonella com resisténcia a um ou mais antimicrobianos tem aumentado em
muitos paises (YOKE-KQUEEN et al., 2008). Os principais agentes antimicrobianos
utilizados para tratamentos tradicionais de salmonelose sdo principalmente ampicilina,
cloranfenicol, sulfametoxazol-trimetoprima, fluoroquinolonas e cefalosporinas de amplo
espectro. Cepas de Salmonella spp. resistentes a estes e outros antimicrobianos séo
denominadas multirresistentes (ENG et al., 2015).

Martin-Maldonado et al. (2020) detectaram cepas de Salmonella spp. resistentes a
ciprofloxacina (36,4%), acido nalidixico (36,4%) e colistina (27%) em um estudo feito com
aves selvagens em meio urbano. Os trés sdo antibidticos utilizados como dltimo recurso para
o tratamento de doencas infecciosas em humanos causadas por bactérias multirresistentes
(EFSA, 2019; KERN, 2018). Resisténcia a eritromicina, neomicina, ciprofloxacina e
estreptomicina também foram relatadas em cepas de Salmonella spp. isoladas de aves
aquaticas de vida livre na Argentina (RODRIGUEZ et al., 2018).

2.4 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria bacilar da Familia Enterobacteriaceae, que coloniza o
trato gastrointestinal de mamiferos e aves. Tem dimensdes de 1,1 a 1,5 x 6 um, é Gram
negativa, catalase positiva, anaerobia facultativa e movel, com flagelos peritriquios
(NATARO et al., 2011). Tem capacidade de fermentar glicose e lactose, produzir acido e gas
(HOLT, 1994; LEVISON et al., 2020). O desenvolvimento em substratos com pH de 4,4 a 9,0
favorece a sobrevivéncia em ambientes acidos, como o trato intestinal e urinario (SAINZ et
al., 2005; LEVISON et al., 2020). A temperatura 6tima de crescimento € 37 °C, embora tenha
capacidade de desenvolver em temperaturas de 7 a 48 °C (VARNAM; EVANS, 1991).

E uma bactéria comensal do trato gastrointestinal de animais e humanos e acredita-se
que E. coli ndo patogénica possa desempenhar funcdes benéficas ao hospedeiro, como sintese
de vitaminas e combate a microrganismos patogénicos, impedindo o estabelecimento de
linhagens até mesmo da propria espécie (QADRI et al., 2005; RYU et al., 2012; LOPEZ-
BANDA et al., 2013; TANGI et al., 2015). No entanto, algumas linhagens sdo capazes de



16

causar doencas graves (RASKO et al., 2008), como doengas gastrintestinais e sistémicas, com
quadros de diarreia e colissepticemia em diversas espécies (BEZERRA et al., 2017), além de
haver isolados de E. coli com efeito patogénico extraintestinal e significativa morbidade e
mortalidade (RUSSO; JHNSON, 2006). E um patdgeno importante para a satde publica e
frequentemente é utilizado como agente indicador de resisténcia antimicrobiana (PLATTS-
MILLS et al., 2015).

Escherichia coli é um dos agentes patogénicos dos quais as aves podem ser
reservatorios e disseminadoras, inclusive aves silvestres (RAPPOLE; HUBALEK, 2000;
HUBALEK, 2004). E considerado um coliforme fecal, de forma que E. coli em alimentos é
um indicador de contaminacdo direta ou indireta de origem fecal e pode indicar a possivel
presenca de E. coli patogénicas (QADRI et al., 2005; RYU et al., 2012; LOPEZ-BANDA et
al., 2013;; TANGI et al., 2015), além de provavel falta de higiene e falhas no processamento
de alimentos (YUCEL; ULUSOY, 2006).

Geralmente a colonizacdo intestinal por E. coli ocorre apds o nascimento e o
microrganismo se mantém como comensal por toda a vida do hospedeiro (CLERMONT et al.,
2000). No entanto, embora muitas linhagens de E. coli apresentem baixa viruléncia, podem
causar relevantes infeccdes oportunistas extra-intestinais, como em sistema geniturinario e
glandulas mamarias em mamiferos (QUINN et al., 2011). Algumas cepas podem adquirir
fatores de viruléncia que permitem sua adaptacdo e capacidade de causar diversos tipos de
doenca (KAPER et al., 2004; RODRIGUEZ-SIEK et al., 2005). O mecanismo associado a
transicdo de um microrganismo comensal para patogénico ainda ndo é totalmente elucidado,
embora ja se saiba que varios genes relacionados a patogenicidade sejam encontrados em
elementos genéticos moveis capazes de transitar entre bactérias, proporcionando a
combinacdo de fatores que permitem a sobrevivéncia, a permanéncia da bactéria no
hospedeiro e o desenvolvimento de doencas (NYANGA et al., 2017). A aquisicao e a perda
destes elementos genéticos méveis, como plasmidios e transposons, sdo fundamentais para a
formagdo do genoma das bactérias patogénicas e por meio da transferéncia horizontal de
genes, novas caracteristicas de disseminagdo para 0S microrganismos receptores, sendo
capazes de se adaptar a diferentes hospedeiros e de colonizar, multiplicar e causar danos
diversos (KAPER et al., 2004; SHAMES et al., 2009). Bactérias patogénicas possuem as
chamadas ilhas de patogenicidade, que consistem em grandes aglomerados de genes de
viruléncia localizados em plasmidios ou integrados ao cromossomo bacteriano (KAPER et al.,
2004).
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Os fatores de viruléncia sdo estruturas ou produtos que auxiliam a bactéria a se instalar
e causar doencas no hospedeiro. Sdo capazes de modificar a superficie celular, liberar toxinas,
invasinas e translocar proteinas (KYAW et al., 2003; BRUM; LEITNER, 2013). Séo
codificados geneticamente e podem ser transmitidos entre diferentes linhagens, de forma que
combinacles eficazes destes fatores de viruléncia sdo os responsaveis pelo desenvolvimento
de doencas em animais saudaveis (KAPER et al., 2004).

A translocacdo de elementos genéticos ao longo da escala evolutiva permitiu a
formacdo de variados grupos genéticos de E. coli descendentes de grupos filogenéticos
distintos. Atualmente, de acordo com o que foi proposto por Clermont e colaboradores (2012)
estes grupos filogenéticos sdo classificados como filogrupos A, B1, B2, C, D, E e F, de
acordo com a presenca ou nao dos genes arpA, chuA, yjaA e TspE4.C2. Além disso, ainda ha
uma pequena fracdo de cepas de E. coli que ndo podem ser atribuidas a um filogrupo. Os
filogrupos B1 e A sdo os principais filogrupos de E. coli isolados de animais domésticos,
respectivamente, sendo normalmente relacionados a bactérias comensais. O filogrupo A tem
sido isolado de mamiferos onivoros, enquanto que o filogrupo B1 é prevalente em herbivoros
(BALDY-CHUDZIK et al., 2008; TENAILLON et al., 2010; COURA et al., 2015). Cepas de
E. coli patogénicas extraintestinais fazem parte principalmente dos filogrupos B2 e D, e cepas
relacionadas a infecgOes intestinais ocorrem nos filogrupos Bl e E, o que permite uma
correlagdo entre filogenia e viruléncia (ESCOBAR-PARAMO et al., 2004; CLERMONT et
al., 2011). Em aves, os principais filogrupos ja isolados foram A e F, enquanto que o
filogrupo C € pouco elucidado (COURA et al., 2015). Os filogrupos genéticos de E. coli ndo
sdo dispersos aleatoriamente, podem ser correlacionados ao nicho ecolégico do hospedeiro,
tipo de doenca causada pelo isolado e seus fatores de viruléncia (CLERMONT et al., 2013).

E. coli pode, ainda, ser classificada em sorotipos determinados pelos antigenos
somatico (O), capsular (k), flagelar (H) e pili (BARNES et al., 2004) e em patotipos, como E.
coli enteropatogénica (ECEP), E. coli enteroagregativa (ECEAgQ), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli entero-hemorragica (ECEH), E. enterotoxigénica (ECET), E. coli difusamente
aderente (CEDA), E. coli aderente invasiva (ECAI), E. coli patogénica aviaria (ECPA) e E.
coli patogénica extraintestinal (ECPI), conforme ha combinacGes de varios fatores de
viruléncia em diferentes espécies de animais (TURNER et al., 2006; FERREIRA; KNOBL,
2015). De acordo com critérios geneticos e clinicos, as linhagens de E. coli séo classificadas
em estirpes comensais, patogénicas intestinais ou diarreicogénicas (ECD) e patogénicas
extraintestinais (ECPEx) (RUSSO; JOHNSON, 2000).
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Em humanos, ECEx é causa mais comum de infec¢do do trato urinario, além de ser
frequentemente associada a ocorréncia de sepse, meningite neonatal, infeccOes intra-
abdominais, pneumonias e osteomielite (RILEY, 2014). Em animais também s&o
responsaveis por infeccbes do sistema geniturinario, bem como por desenvolvimento de
piometra, pneumonia e doengas sisttmicas em aves (JOHNSON et al., 2001; MOULIN-
SCHOULER et al., 2007; SURA et al., 2007).

Em animais infectados com E. coli € comum a ocorréncia de enterite fibrinosa ou
fibrinonecrética, com congestdo intestinal e material necrético aderido a superficie mucosa,
principalmente em reto e célon, bem como em ceco e ileo, e linfonodos mesentéricos
aumentados de volume e congestos. No exame histopatolégico pode ser observada atrofia de
vilosidades, mucosa intestinal com epitélio delgado, areas de microerosbes e coldnias
cocobacilares em contato com enterocitos (GUEDES et al., 2016).

A colibacilose € um dos maiores problemas na avicultura industrial, caracterizada por
infeccOes sistémicas ou locais por E. coli patogénicas, associadas ou ndo a infecgoes
secundarias, responsavel por grandes perdas econémicas (DHO-MOULIN; FAIRBROTHER,
1999; SAINDNBERG; KNOBEL, 2005; FERREIRA; KNOBL, 2015). Aves acometidas por
E. coli podem apresentar alteracGes anatomopatologicas em diversos 6rgdos, sendo frequentes
pneumonia, pleuropneumonia, pneumonia fibrinosa, celomite, aerossaculite, peri-hepatite,
pericardite, onfalite, ooforite, salpingite, meningoencefalite, sinusite, artrite caseosa e celutite,
esta caracterizada por acumulo de material caseoso em tecido subcutdneo. Ao exame
histopatoldgico destes Orgdos pode ser visualizado infiltrado inflamatério linfocitico e
heterofilico associado a col6nias bacterianas bacilares (FERREIRA; KNOBL, 2015).

A deteccdo de E. coli é feita através de cultivo e isolamento microbioldgico de suabes
de excretas ou 6rgdos acometidos. Coldnias suspeitas devem passar por testes preliminares
com a avaliacdo morfologia microscopica por meio de esfregacos corados pela técnica de
Gram e teste de catalase (QUINN, 1994).

Para a confirmagdo genética dos isolados deve ser feita a extracdo de DNA de cada
colbnia, seguida por PCR. As amostras confirmadas como pertencentes a E. coli podem ainda
ser submetidas a PCR para a classificagdo quanto aos filogrupos, conforme proposto por
Clermont e colaboradores (2012). A avaliagdo da suscetibilidade das cepas isoladas a

antimicrobianos também é recomendada.

Ja foi relatado em aves saudaveis o isolamento de diversas cepas de E. coli

identificadas como potencialmente patogénicas, muitas delas com resisténcia a antimicrobianos,



19

tais como fluoroquinolonas, S-lactamicos e cotrimoxazol (MORISHITA et al., 1999; MATLES
et al., 2005; GIUFRE et al., 2012; SOUZA et al., 2016). E. coli comensal de animais também
tem sido observada com resisténcia a agentes antimicrobianos comumente utilizados, como
sulfametoxazol, ampicilina e tetraciclina (KANG et al., 2005) Microrganismos resistentes a
antimicrobianos sdo um dos principais assuntos abordados em questdes de Satde Unica e tém
gerado grande preocupacdo mundial em salde coletiva (QUEENAN et al.,, 2016). A
caracterizacdo do padréo de resisténcia a antimicrobianos, bem como o padréo de viruléncia dos
isolados de E.coli sdo dados valiosos que permitem avaliar o potencial patogénico do agente e
de clones emergentes (IKUNO et al., 2008). Neste contexto, aves silvestres sdo sugeridas como
sentinelas para a propagacao e a transmissdo de cepas multirresistentes de E. coli (MOHSIN et
al., 2017).

2.5 Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus pertence a Familia Staphylococcaceae e inclui bactérias
comensais e patogénicas. Sdo bactérias cocoides de 0,5 a 1,5 um, Gram positivas, imdveis.
Tendem a se apresentar em forma de cachos de uva, embora possam também ser vistas
isoladas, em pares ou formando cadeias curtas (CUNHA NETO et al., 2002; CASSETTARI
et al., 2005). Possuem metabolismo respiratorio e fermentativo, sdo catalase positivas,
anaerdbicas facultativas, capazes de atuar sobre carboidratos com producdo de &cidos. Sua
temperatura 6tima para crescimento é de 30 a 37 °C, embora possam crescer em temperaturas
que variam de 7 a 48 °C (CUNHA NETO et al., 2002). Algumas espécies podem ainda
produzir enterotoxinas quando submetidas a temperaturas de 10 a 46 °C (JAY, 2005). Além
disso, sdo microrganismos tolerantes a nitratos e a NaCl quando nas concentracGes de 10 a
20% (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O género compreende numerosas espécies e subespécies, com ampla distribuicdo na
natureza. S&o capazes de estabelecer relacdo comensal com a pele e cavidade oronasal de aves
e mamiferos (JAY, 2005). Porém, de forma oportunista, 0 microrganismo pode causar desde
pequenas infeccOes de pele a doengas fatais (WALSH; FANNING, 2008).

S&o mais de 40 especies pertencentes ao género Staphylococcus, distribuidas em duas
classes: Staphylococcus coagulase positiva (SCP) e Staphylococcus coagulase negativa
(SCN), a grande maioria pertencente ao segundo grupo (EUZEBY, 1997; SOUSA et al.,
2014). A producdo de coagulase é correlacionada a patogenicidade, de forma que S. aureus é

a principal espécie capaz de produzir a enzima coagulase. A espécie € motivo de preocupacao
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em todo o mundo por ser responsavel por graves infeccbes nosocomiais, sendo a maioria das
suas estirpes produtora de enterotoxinas (GRUNDMANN et al., 2006). No entanto, embora
sejam pouco virulentos, alguns SCN também podem ser associados a producédo de toxinas e,
ocasionalmente, causam doencas em humanos e animais (LAMAITA et al., 2005), como € o
caso de S. epidermidis e S. saprophyticus, que atuam como patégenos especialmente em
hospedeiros imunossuprimidos (STEPAN et al., 2004).

Diversos fatores de viruléncia sdo produzidos por Staphylococcus, 0s quais interferem
no sistema de defesa do hospedeiro, ocasionam lesdo tecidual, fornecem nutrientes que podem
ser utilizados para o crescimento bacteriano e liberam substancias capazes de causar quadros
de intoxicacdo (DINGES et al., 2000). Estes fatores de viruléncia englobam citotoxinas e
enzimas, reguladas e recombinadas por elementos genéticos, como plasmidios, transposons e
profagos, presentes nas diferentes cepas de Staphylococcus (NOVICK et al., 2001). Entre os
principais exemplos estdo hemolisinas, nucleases, termonuclease, proteases, hialuronidades,
colagenases, catalase, fibrinolisina, coagulase e p-lactase, muitos deles envolvidos na
patogénese de S. aureus (NOVICK et al., 2001; LAMAITA et al., 2005; KEROUANTON et
al., 2007; KUMAR et al, 2009; PELISSER et al., 2009).

A transferéncia horizontal de genes resulta em uma diversidade de estirpes de
Staphylococcus e difusdo de genes de viruléncia (NOVICK et al., 2001). Além disso, a
combinacdo de alguns fatores de viruléncia pode gerar acimulo de resisténcia a grande
variedade de antimicrobianos, bem como a ocorréncia de surtos de infeccdes e intoxicacdes
estafilocdcicas (KUMAR et al., 2009).

Outra caracteristica que faz com que Staphylococcus spp. representem problema para
salde publica é a capacidade desse microrganismo formar biofilmes (DONLAN, 2001). Os
biofilmes sdo comunidades bacterianas que aderem irreversivelmente a um substrato,
apresentam comportamento variado quanto a taxas de crescimento, transicdo de genes e
resisténcia antimicrobiana, sendo capazes de resistir a concentracBes até mil vezes superiores
do que populaces isoladas (CERCA et al., 2005).

Staphylococcus spp. tendem a manter uma relagdo simbi6tica com o hospedeiro até
gue haja o rompimento da barreira cutanea por trauma, corpos estranhos ou imunossupressao,
e, desta forma, o microrganismo pode afetar outros tecidos e apresentar comportamento
patogénico (KONEMAN, 1997; QUINN et al., 2005). Podem causar doengas tanto por
indugdo de inflamacbes piogénicas como por producdo de toxinas (LEVISON et al., 2020).
As infecgbes por Staphylococcus frequentemente causam lesbes agudas e supurativas

(QUINN et al., 2005) e incluem infeccbes em feridas cirargicas, furunculose, celulite,
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impetigo e até infecgbes mais graves por bacteremias, como pneumonias, osteomielite,
endocardite aguda, miocardite, meningite e abscessos em musculos ou 0rgdos intra-
abdominais (BERGDOLL, 1991; BANNERMAN et al., 2003; QUINN et al., 2005).
Staphylococcus spp. tém sido descritos como causa importante e frequente de infeccOes
hospitalares em humanos, além de serem citados como agentes mais comuns de bacteremias
nosocomiais (LEVISON et al., 2020). Em animais, Staphylococcus aureus é relacionado a
uma ampla variedade de infeccdes, € considerado o principal agente associado a mastite
bovina (ROLLON et al., 2015; BOBBO et al., 2017) além de ser relacionado a infecgdes
hospitalares com altos indices de morbidade e mortalidade (AGVALD-OHMAN et al., 2003).

Para diagndstico é indicada a realizacdo de cultura e isolamento microbioldgicos através
de suabe ou fragmento de 6rgdos com lesdo. Recomenda-se que sejam isoladas cinco unidades
formadoras de coldnias de forma aleatéria (MACIEL et al., 2019), compativeis com
Staphylococcus, e identificadas fenotipicamente através da avaliagdo morfologica microscopica
por técnica de Gram e feitos testes de oxidase, catalase e coagulase (QUINN et al., 2005). A
identificacdo das espécies de Staphylococcus pode ser feita por técnica de espectrometria de
Massa (MALDI-TOF) (ZHU et al., 2015). Além disso, colénias coagulase positivas podem ser
submetidas a PCR para confirmacgdo genotipica de estirpes de S. aureus. Para isso as amostras
precisam passar primeiro por extracdo de DNA.

Staphylococcus spp. sdo responsaveis por varios casos de infecgdes multirresistentes
associados a animais de producdo, animais de companhia e produtos alimentares (KERN;
PERRETEN, 2013; SOUSA et al., 2014). Este microrganismo tem resisténcia antimicrobiana
facilmente adquirida devido & transferéncia de genes de resisténcia relacionados
principalmente a alta transmissibilidade de plasmidios e uso abusivo de antimicrobianos (DA
CUNHA; USTULIN, 2011). Em aves selvagens ja foi relatada a ocorréncia de cepas de
Staphylococcus spp. com resisténcia a diferentes antimicrobianos, como B-lactamicos,
aminoglicosideos e macroliticos (HERMANS et al., 2000; SOUZA et al., 2014). No entanto,
ainda séo escassas as informagdes sobre a prevaléncia das infecgdes em animais selvagens
(PORRERO et al., 2013), o que torna necessario conhecer mais sobre a ocorréncia de

estafilococos multirresistentes nesses animais (SOUSA et al., 2014).

3 CONSIDERACOES FINAIS
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Populagdes de aves selvagens sdo frequentemente atraidas para areas urbanas e podem ser
colonizadas por microrganismos como Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus
sp., podendo atuar como reservatdrios e disseminadores destes agentes. Esses microrganismos
podem ainda ser carreados por aves migratdrias para areas distantes de sua origem
antropogénica. Atrelado a isso, a administracdo desregrada de antimicrobianos em animais e
humanos gera pressdo seletiva e aumenta o risco potencial de selecdo de bactérias resistentes

a antimicrobianos e, consequentemente, a contaminacgao do meio ambiente por estas cepas.

Neste contexto, o contato proximo de ardeideos com humanos em &reas urbanas e
periurbanas, bem como com animais de producdo, faz com que estas aves representem
potenciais reservatérios de patogenos. Dessa forma, o presente estudo buscou detectar
Salmonella spp., Escherichia coli e Staphylococcus spp. em ardeideos habitantes de um
ninhal localizado no Campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, Minas
Gerais, Regido Sudeste do Brasil.
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Summary:

Ardeids are wild birds well adapted to urban and periurban environments. However, the
association of wildlife with humans and livestock increases the chances of transmission of
microorganisms between wild animals, domestic animals and humans. The present study
aimed to investigate the occurrence of Salmonella spp., Escherichia coli and Staphylococcus
aureus in ardeids living in a nest located on the Campus of the Federal University of Lavras
(UFLA), in Lavras, Minas Gerais, Southeast Region of Brazil. Ten Great Egrets (Ardea alba)
and five Cattle Egrets (Bubulcus ibis) were examined. Most of these birds (92.85%) were
chicks, with a prevalence of 42.85% of Salmonella spp. and 64.28% E. coli. No birds were
detected with S. aureus. The vast majority of isolates were obtained by cloacal swab, which
means that the agents were being eliminated by the birds' excreta and represent a significant

public health concern.

Keywords: Enterobacteriaceae; wild birds; Zoonotic pathogens; Salmonellosis.
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1. Introduction

Ardeids are birds of the Order Pelecaniformes. They have a wide geographic distribution,
occurring in all continents (KUSHLAN; HANCOCK, 2005). These birds are adapted to
shallow water areas (SILVA, 2011) and travel long distances in search of these water bodies
(BERNARDON, 2013), where they use the environment to capture food, rest and reproduce
(SMITH, 1995).

Ardeids form populous mixed nests in natural, urban and peri-urban environments, being
commonly seen in squares, parks, ports and fishing villages (SCHERER et al., 2006).
Garbage deposits and sanitary landfills are also increasingly frequented by ardeids
(SEEDIKKOYA et al., 2007). In addition, some ardeid species, such as cattle herons
(Bubulcus ibis), are often seen in association with the rearing of domestic animals, such as
ruminants and horses, during foraging by birds (GOPEE et al., 2000; BELLA, AZEVEDO
JUNIOR, 2004; FONTENELLE, 2006).

Urban areas offer greater availability of resources, such as food, shelter and less pressure
from predators on several species of wild animals, which favors the establishment and
population expansion (MARTIN-MALDONADO et al., 2020). Greater availability of
resources in cities and milder temperatures in winter, as a result of climate change, allow
many species of wild birds to shorten or even interrupt their migrations, forming populations
of resident birds (GALVAN et al., 2003; GILBERT et al., 2016; MARTIN-MALDONADO et
al., 2020). As a consequence, many species of animals cohabit in urban and peri-urban areas,
using the resources provided by human activities to survive, feed and reproduce (MIRANDA,
2017).

The association of wildlife with humans and livestock increases the chances of
transmission of microorganisms by bird populations (ELMBERG et al., 2017). Wild birds are
susceptible to several bacterial pathogens common to domestic animals and humans
(HUBALEK, 2004; STENKAT et al., 2014; DIAS et al., 2019). They can manifest acute or
chronic diseases, die due to the agent, heal or they can become subclinical reservoirs and
important vectors in the dissemination of bacteria in the environment (HUBALEK, 2004;
COLE et al., 2005; BENSKIN et al., 2009; HASLE, 2013; LUGARINI et al., 2015). In this
way, they can represent an important risk to human health (YORIO; GIACCARDI, 2002;
MILLAN et al., 2004; SILVA et al., 2010) and animal health (PENNYCOTT et al., 2006;
NEWMAN et al., 2007). Migratory birds can also facilitate the dissemination of these
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microorganisms over long distances (ELSOHABY et al., 2021) and even in remote areas, as
has already been reported by the occurrence of wild birds carrying multiresistant bacteria in
the Arctic (SJOLUND et al., 2008).

Salmonella spp. (REED et al., 2003; PLAZA et al., 2018; MARTIN-MALDONADO et
al.,, 2020), E. coli (BEZERRA et al.,, 2017; HORN et al., 2018), Staphylococcus spp.
(BRITTINGHAM et al., 1988; ELSOHABY et al., 2021) are microorganisms responsible for
great concerns in public health, as these have been isolated from wild birds, in addition to

reports of indirect transmission of these pathogens to humans (TSIODRAS et al., 2008).

Salmonellosis, caused by the bacteria Salmonella spp., is a major cause of diarrhea on all
continents, with high rates of morbidity and mortality in humans (COBURN et al., 2007;
MAJOWICZ et al., 2010). It causes severe gastrointestinal infections, sepsis and abortions, in
addition to the occurrence of subclinical disease, with natural reservoirs (UZAL et al., 2016).
The microorganism frequently affects the mucosa of the ileum, cecum and colon, as well as
lymph nodes, liver, spleen and bone marrow (QUINN et al., 2011; UZAL et al., 2016).

As for E. coli, it is a genetically highly plastic bacterium, can cause serious
gastrointestinal and systemic diseases, with diarrhea and colisepticemia in several species
(BEZERRA et al., 2017). The agent is able to provide pathogenicity genes that can transit
between bacteria, providing worrisome genetic recombinations (NYANGA et al., 2017).

In turn, Staphylococcus sp. tends to maintain a symbiotic relationship with the host until
the skin barrier is broken and, thus, the microorganism can affect other tissues and play a
pathogenic role (QUINN et al., 2005). It is important to emphasize that it presents strains with
broad resistance to antimicrobials, responsible for important nosocomial infections
(LAMAITA et al., 2005; GRUNDMANN et al., 2006).

In view of the importance of these microorganisms and the high potential of wild birds as
disseminators of pathogenic agents, the objective of this study was to investigate the
occurrence of Salmonella spp., Escherichia coli and Staphylococcus aureus in ardeids living
in a nest located within the Campus of the Federal University of Lavras (UFLA), in Lavras,
Minas Gerais, southeastern Brazil, as well as characterizing lesions that may be related to

infection by these microorganisms.
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2. Materials and methods

2.1. Ethics statement

The study was authorized by the Ministry of the Environment of Brazil (Protocol
76075-1), and by the Ethics Committee on Animal Use of the Federal University of
Lavras (UFLA) (Protocol 35/20).

2.2. Study population

Within the UFLA Campus, located in the urban area of Lavras, state of Minas Gerais,
Brazil, there is a nest of Pelecaniformes built in the area surrounding the course of a stream
that crosses the city (Latitude: 21° 14' 43" S and longitude: 44° 59' 59" W), where daily visits
were carried out during the 2021 ardheids’ breeding season (September 2021 to February
2022).

Nestlings found during the visits to the Pelecaniformes nest that had fallen from the
nest and were moribund or with little chance of survival were collected, weighed and
anesthetized with a combination of ketamine (30mg/kg) and xylazine (4mg/kg) in the chest
musculature and euthanized using intravenous thiopental in the ulnar or jugular vein
(FAVORETTO, 2019).

Ardheid chicks found dead and euthanized chicks were collected and sent to the
Veterinary Pathology Sector of the Department of Veterinary Medicine of UFLA, where they
were identified, examined and sampled for microbiological, molecular and histopathological

analyses.

2.3. Macroscopic analysis

Macroscopic evaluation of organs and tissues of all animals was carried out, with

description and photographic records of the alterations found.

2.4. Histopathological analysis

Samples of organs and tissues were collected, fixed in 10% buffered formalin (pH
7.3), cleaved, submitted to routine histopathological processing and embedded in paraffin.
Sections of 3-5um were made, the slides stained with Hematoxylin and Eosin and evaluated

by optical microscopy.
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2.5. Microbiological analysis

2 .5.1 Sampling

With the use of two sterile swabs, intracloacal excreta were collected from each cadaver,
as well as two swabs from each organ with macroscopic lesions suggestive of Salmonella spp.,
E. coli or Staphylococcus spp. infection. One swab from each collection site was stored in a tube
containing Buffered Peptone Water (BPW, Acumedia, Lansing, Michigan, USA) and the other
in Stuart transport medium (Synth Ltda., Diadema, S&o Paulo, Brazil).

2.5.2. Cultivation, isolation and phenotypic characterization of Salmonella spp.,

Escherichia Coli and Staphylococcus aureus isolates

For isolation of Salmonella sp., swabs were cultured in BPW at 37 “C for 18 hours.
After incubation, the samples were homogenized and enriched in Rappaport- Vassiliadis (Rp)
broth (Kasvi, Madrid, Spain) and in Tetrathionate broth Broth Base (Tt) (Difco, Le Pont de
Claix, France) at 42°C under aerobic conditions, for 24 hours, simultaneously.

After the enrichment period, the broths were homogenized at room temperature and
plated on Xylose Lysine Tergitol-4 Agar (XLT4) plates (Difco, Le Pont de Claix, France), and
incubated at 37°C for 24 hours. Colonies underwent biochemical testing on Simmons Citrate
Agar (Himedia, Mumbai, India), Triple Sugar Iron Agar (Himedia, Mumbai, India) and Lysine
Iron Agar (Himedia, Mumbai, India) as directed by 1SO 6579-1 (MOOIJMAN, 2017).

For the isolation of E. coli, 100 pL of the homogenized broth of swabs were seeded in
BPW in MacConkey medium (Oxoid Ltd., United Kingdom) and incubated at 37°C for 24
hours. Then isolated colonies were replated on Methylene Blue Eosin Agar (EMB) (Kasvi,
Madrid, Spain) and incubated at 37° C for 24 hours.

For the isolation of Staphylococcus spp., the samples were seeded on Hypertonic
Mannitol Agar (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), incubated at 37°C for 18-24 hours and
colonies suggestive of Staphylococcus spiked in BHI broth (Himedia, Mumbai, India) and
subsequently submitted to the coagulase test in hydrophilized rabbit plasma (Coaguplasma,

Laborclin Ltda., Pinhais, Parand, Brazil).

From the cultivation of the microorganisms, up to five colony-forming units (CFU)
were isolated from each culture, considering the possibility of genetic variability among the

isolates (MACIEL et al., 2020). All colonies isolated underwent preliminary tests, and
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characterization of microscopic morphology through smears stained by the Gram technique,
and catalase, according to Quinn et al. (2011).

2.5.3. Molecular detection of Salmonella spp., Escherichia coli and Staphylococcus
aureus

Extractions of genomic DNA in strains isolated from herons were performed using the
guanidine method, according to Pitcher et al. (1989). The extracted DNA pellet was resuspended
and diluted in 50 pL of ultrapure water. The integrity of the extracted DNA was verified by 1%
agarose gel electrophoresis in tris-borate-EDTA (TBE) buffer (89 mM Tris Base, 89 mM boric
acid and 2 mM EDTA; pH 8.0; all from Sigma Aldrich, USA) and stained with ethidium
bromide (0.5 mg/ mL) (Ludwig Biotecnologia Ltda., Brazil). After electrophoresis, the gels
were visualized under ultraviolet light and photographed (L-P1X EX, Loccus Biotechnology,
Brazil). The 100 bp DNA ladder (Ludwig Biotec, Brazil) was used in all electrophoresis assays.

2.5.3.1. Molecular detection of Salmonella spp.

The amplification of genes S18 and S19 were carried out to detect Salmonella spp.,
using the primers proposed by Kwang et al. (1996). As a positive control, DNA of Salmonella
Typhymurium was used in all assays (ATCC 14028). The expected size of the amplicon was
159 bp.

2.5.3.1. Molecular detection of Escherichia coli

For the detection of E. coli, amplification of the uidA gene was performed using the
uidA primers, with an applicon measuring 100 pd (McDANIELS et al., 1996). DNA from E.
coli ATCC (25922) was used as a positive control.

In addition, the methodology and primers proposed by Clermont et al. (2012) were
used for the classification of positive strains of E. coli according to phylogroups. The arpa,
chuA, yjaA, and TspE4.c2 genes were amplified by PCR, with the characterization of
phylogenetic groups A, B1, B2, C, D, E and F, with expected size amplicons of 400 bp, 288
bp, 211 bp, and 152 bp, respectively. The DNA of pathogenic strains of E. coli belonging to
the Laboratory of Molecular Epidemiology of the Federal University of Lavras was used as
positive control, samples codes 57-LEM, 161-LEM, 282-LEM and 424-LEM (COURA et al.,
2017).

2.5.3.1. Molecular detection of Staphylococcus aureus
For the genetic identification of S. aureus, amplification of the conserved thermonuclease

gene (nuc) was carried out, using primers NUC-F166 and NUC-R565, with an amplicon size
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of 400 pb, described by Cremonesi et al. (2005), including small modifications suggested by
Pérez et al. (2020). The positive control used was the DNA of a strain of S. aureus (ATCC
25923).

3. Results

In visits to the Pelecaniformes nest we observed that the area was frequently visited by
people living in the surroundings and domestic dogs. In addition, a large amount of garbage
and human waste was observed, including in the creek that runs through the nest (Fig. 1;

complementary file 1).

season.
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The nest is formed by the cowheron species (Bubulcus ibis), Great Egret (Ardea alba),
Lesser Egret (Egretta thula) and sleeper eagle (Nycticorax nycticorax), the first two being the
most abundant species in the area. Great egrets, although they inhabit the same area, build

their nests a few meters away from other species and on top of taller trees.

Fifteen birds were collected; 10 Great Egrets and five Cattle Egrets. The birds were
young, with the exception of an adult Cattle Egret. Six birds were found dead and nine were
dying and then euthanized. A great egret had advanced postmortem alterations, therefore was
only submitted to macroscopic evaluation. Cloacal swabs were collected from 14 birds, liver
swabs from five birds with macroscopic changes, and intestinal swabs from two birds that

presented macroscopic changes.

In the macroscopic evaluation, white foci and areas were observed in the liver of five
herons (3 Great Egrets and 2 Cattle Egrets) (Fig. 2; complementary file 2) and blackened
content in the intestine of two Great Egrets (Fig. 3; complementary file 3). At histopathologic
exam the liver showed diffuse congestion (3 Great Egrets and 3 Cattle Egrets), necrosis (1
Great Egret and 1 Cattle Egret), multifocal lymphohistiocytic inflammatory infiltrate (1 Great
Egret) (Fig. 4; complementary file 4), moderate lymphoplasmacytic periportal infiltrate (1
Great Egret) and hemorrhage (1 Great Egret). One Cattle Egret was diagnosed with
necrotizing hepatitis, while the other birds had injuries from trauma (Fig. 5; complementary

file 5) and parasitism by nematodes (Table 1; Complementary Table 1).
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Fig. 2. Liver from a cattle Egret with pale areas and dots, bird collected in the 2021 breeding
season at the UFLA Pelecaniformes nest.

Fig. 3. Intestine of a Great Egret with blackened contents,specimen collected in the 2021
breeding season at the Pelecaniformes nesting site at UFLA.
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Fig. 4. Liver of Great Egret collected in the breeding season of 2021 in the Pelecaniformes
nest of UFLA, with multifocal lymphohistiocytic inflammatory infiltrate. H&E, obj. 20x.

Fig. 5. Hemorrhages in the subcutaneous tissue of the head and neck, compatible with
traumatic injuries, in Great Egret chicks collected at the UFLA Pelecaniformes nesting site in

the 2021 breeding season and necropsied at the UFLA Veterinary Pathology Sector. (A)
Dorsal view. (B) Side view.
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Table 1. Ardeids collected in a nest of Pelecaniformes located on the Campus of the Federal University of Lavras, in Lavras, Minas Gerais,

Brazil, microorganisms detected and location of detection in each bird, necropsy diagnosis and lesions related to the detected microorganism.

Bird Species Age  Diagnosis of necropsy  Material Detected microorganisms Lesions compatible with
range used for detected microorganisms
detection
1 Great Egret Chick  Traumatic brain injury  Excreta* E coli
and nematode
(Ardea alba) parasitism
2 Great Egret Chick  Traumatic brain injury - - M: Blackened intestinal content.
and nematode i .
(Ardea alba) parasitism H: Liver congestion.
3 Great Egret Chick  Multifocal necrotizing - - M: Liver with pale areas.
hepatitis, polytrauma . . .
(Ardea alba) P POy H: Liver with extensive areas
and nematode i ) .
" and foci of necrosis associated
parasitism : o
with heterophilic and
lymphocytic infiltration.
4 Great Egret Chick  Traumatic brain injury Excreta E coli M: Liver with pale areas.
(Ardea alba)
5 Great Egret Chick  Traumatic brain injury Excreta E coli M: Intestine with reddish
Ardea alb and nematode and mucosa and blackened contents
(Ardea alba) parasitism intestinal

H: Hepatic periportal
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content lymphoplasmacytic ion
6 Great Egret Chick Polytrauma Excreta E coli M: Liver with pale areas.
nd liver
(Ardea alba) and live
7 Great Egret Chick  Traumatic brain injury ~ Excreta E coli
and nematode
(Ardea alba) parasitism
8 Great Egret Chick  Traumatic brain injury Excreta E coli H: Mild diffuse hepatic
(Ardea alba) congestion.
9 Cattle Egret Adult Polytrauma and Excreta Salmonella spp. M: Liver with multiple white
- malnutrition and Liver foci.
(Bubulcus ibis)
H: Marked diffuse hepatic
congestion
10 Great Egret Chick  Esophageal impaction Excreta Salmonella spp. H: Moderate diffuse hepatic
and necrotizing congestion.
(Ardea alba) esophagitis
11 Cattle Egret Chick Polytrauma Excreta Salmonella spp. M: Liver with multiple areas
and Liver and white foci.

(Bubulcus ibis)

Excreta

E coli

H:focally extensive hepatic
necrosis and hemorrhage.
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12 Cattle Egret Chick Polytrauma Excreta Salmonella spp. H: Moderate diffuse hepatic
(Bubulcus ibis) E coli congestion
13 Cattle Egret Chick Polytrauma and Excreta Salmonella spp. H: Marked diffuse hepatic
(Bubulcus ibis) nematode parasitism congestion.
14 Cattle Egret Chick Polytrauma and Excreta Salmonella spp.
(Bubulcus ibis) nematode parasitism E coli
Excreta

* collected by cloacal swab of birds. M: Macroscopy. H: Histopathology.
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Through PCR (Fig. 6; complementary file 6) 27 colonies (27/187) positive for
Salmonella spp. were isolated from six birds (6/14), 20 colonies from excreta and seven from
liver; 35 colonies (35/60) positive for E. coli from nine (9/14) birds, 30 colonies isolated from
excreta, three colonies from liver and two from intestinal contents; no colonies was positive
for S. aureus (0/49). Among the colonies of E. coli, 25 belonged to phylogroup B1, eight to
phylogroup B2, one to phylogroup A and one to phylogroup F (Table 2; Complementary
Table 1).
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A) L ATCC NC NS PS

159 pb

B) E ATCC NC PS NS

100 pb

C) L NC ATCC NS NS

Fig. 6. Ethidium bromide stained 1% agarose gel (0.5 mg/ mL) of Salmonella spp.,
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. PCR performed on ardeid samples from Lavras,
Minas Gerais, Brazil. A) Salmonella spp. PCR: ATCC (14028) used as positive control and
samples tested negative (NS) and positive (PS). B) Escherichia coli PCR: ATCC (25922)
used as positive control and sample tested positive (PS). C) Staphylococcus aureus PCR:
ATCC sample (25923) used as a positive control, and negative samples (NS). 100 bp DNA
Ladder (Ludwig Biotec, Brazil) (L); Negative control (NC).
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Table 2. Escherichia coli phylogroups detected in ardeids collected in a Pelecaniformes nest
located on the Campus of the Federal University of Lavras, in Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Bird Sample origin Number of Phylogroup
colonies

1 Excreta 1 F
4 Excreta 2 B2
5 Excreta 2 B2
Intestinal content 1 B2
Intestinal content 1 Bl
6 Excreta 3 Bl
Liver 3 Bl
Excreta 1 B2

Excreta 1 A
7 Excreta 3 Bl
Excreta 1 B2
8 Excreta 5 Bl
11 Excreta 4 Bl
12 Excreta 3 Bl
Excreta 1 B2
14 Excreta 3 Bl

4. Discussion

The present study showed a prevalence of 42.85% of Salmonella spp. and 64.28% of
E. coli in the ardeids analyzed. The vast majority of isolates were obtained by cloacal swab,
which means that the agents were being eliminated by the birds through their excreta, and
could be disseminated to different locations. These indices deserve attention, as they
demonstrate the high potential of ardeids as vectors of zoonotic pathogens and represent a
significant public health concern (GARGIULO et al., 2014; HAESENDONCK et al., 2016).
The large volume of garbage and human waste found in the nesting area during the
collection period drew attention, as this may be a factor that predisposes ardeids to infections
by pathogenic agents, as it is known that infections by zoonotic pathogens tend to be more
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common in birds that inhabit garbage dump areas when compared to birds from natural
environments (PLAZA et al.,, 2018). In addition, the sharing of urban and periurban
environments between wild birds, humans and domestic animals has been described as a
facilitator for the spread of pathogens, including microorganisms resistant to antimicrobials
(TROXLER et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2018; MARTIN-MALDONADO et al., 2020). In
this context, synanthropic birds can act as sentinels for the identification of pathogens present
in these environments (SACRISTAN et al., 2014).

A risk factor for the spread of pathogens is the water from the creek that passes
through the nesting area and crosses the city, which can infect people and animals through
contact with the water. In the nest there is a large amount of organic matter formed by the
excreta of birds and dead chicks. This organic matter is probably heavily contaminated by
pathogens (PHALEN et al., 2010) with a risk of infection for animals and humans that
frequent areas close to the nest.

In addition, ardeids pose a risk to livestock (SOUSA et al., 2010) since species such
as the Cattle Egret maintain close contact with livestock during foraging. A report of Phalen
et al. (2010) in Texas, demonstrated that horses infected with Salmonella sp. could have
acquired the agent from the same sources as cattle herons, or that feces of infected horses
could have been the source of Salmonella spp. in the herons. Although the aforementioned
report did not demonstrate the occurrence of infections originating from herons in horses and
cattle, they cannot be ruled out, requiring further investigations considering the origin of the
pathogens detected in the herons in the present work, as well as the investigation of the origin

of the pathogens. In other animals from the same region, seeking to map the spread of agents.

The detection of microorganisms such as Salmonella and E. coli in ardeids also
indicates a significant threat to wild avifauna and biodiversity conservation (HERNANDEZ-
DIVERS et al., 2006; NEWNAN et al., 2007). The fact that these are birds with habit of
aggregating with several species forming dense nests for reproduction and feeding (SMITH,
1995) facilitates the dissemination of microorganisms in these populations (GROND et al.,
2018).

Among the sampled animals, 92.85% were chicks, with only one adult bird. Of these
chicks, 38.46% were detected with Salmonella spp. and 69.23% with E. coli. Studies show
that younger birds tend to carry more Salmonella than adults (TEYSSIER et al., 2018) and it

is likely that this same principle can be applied to other microorganisms, due to the high
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prevalence of E. coli detected in chicks. Young birds typically undergo multiple changes in
their gut microbiota over a short period of time, as a result of replacement and establishment
of a more stable microbiota (TEYSSIER et al., 2018; KOHL et al., 2019). One of the effects
on the intestinal microbiota of the chicks, responsible for variations in the bacterial
communities, is the place where the nests are placed, so that for birds that build their nests
close to sanitary landfills, the chicks are affected in the nest already (MARTIN-
MALDONADO et al., 2020). In addition, offspring can be infected via feeding and contact
with parental excreta (ANDRES et al., 2013, TEYSSIER et al., 2018). Therefore, an
important risk factor for the transmission of pathogens and microorganisms resistant to
antimicrobials is the environment, as well as agricultural fields or even other animals (GREIG
etal., 2015; WANG et al., 2017; TEYSSIER et al., 2018).

Two of the evaluated birds had multifocal hepatic necrosis, but in one of them none of
the evaluated microorganisms was detected, while the other bird was positive for both
Salmonella sp. and E. coli. This alteration was not severe enough to cause death, but it may
have caused weakness and debility in the birds, facilitating the occurrence of trauma and
subsequent death. Liver congestion was a frequent histopathological finding in the evaluated
birds (6/14), four of them positive for Salmonella spp. Five of the birds with hepatic
congestion had also severe injuries from pecking, receiving the diagnosis of trauma,
indicating peripheral vasoconstriction due to the extensive injury or the stress caused by
pecking. Furthermore, findings such as hepatomegaly, changes in liver color and multifocal
necrosis associated with a heterophilic infiltrate seen in evaluated birds have also been
reported in laying hens experimentally infected with Salmonella sp. (GARCIA et al., 2010).

Most of the diagnoses of the appraised ardeids were associated with traumatic injuries
and the occurrence of parasitism. Cattle egret chicks have aggressive and competitive
behavior in the nests. The more developed chicks benefit more easily, as they grab the beak of
the parents to receive food, thus pecking the head of weaker chicks to expel them from the
nest (WEBER, 1975). These pecks cause significant trauma and puncture-blunt injuries,
usually fatal (FAVORETTO, 2019), a fact that normally causes many nestlings that have
fallen from the nests to be found with injuries due to trauma in ardeid nests. Although this
behavior is known in Cattle Egrets, during collections it was observed that it also happens in
Great Egrets.

Two birds had blackened intestinal contents and in one of them E. coli was detected.
Among the birds detected with E. coli, mainly phylogroups B1 and B2 were observed,
although there was also an animal with detection of phylogroup F and another of phylogroup
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A. Unlike our achieves, other reports demonstrate phylogroups A and F as the main
phylogroups isolated from birds, that may be related to commensal microbiota (COURA et
al., 2015). Phylogroup B1 is related to commensal bacteria of herbivores and strains that
cause intestinal infections in other animals, while phylogroup B2 has been related to
extraintestinal infections (ESCOBAR-PARAMO et al., 2004; CLERMONT et al., 2011).
Enteropathogenic E. coli has also been isolated from free-living synanthropic birds, including
cattle herons (OLIVEIRA et al., 2017).

The number of ardeids diagnosed with Salmonella spp. deserves attention, since this
microorganism is the main agent of food origin that causes zoonotic disease worldwide,
among enteric pathogens (COBURN et al., 2007), whose main reservoir is the gastrointestinal
tract of humans, domestic and wild animals (JAY, 2005; CARRASCO et al., 2012). As
described in this report, other studies have also shown a high prevalence of Salmonella spp. in
wild birds, as well as the occurrence of strains with antimicrobial resistance (KERN, 2018;
RODRIGUEZ et al., 2018; MARTIN-MALDONATO et al., 2020; WEI et al., 2020). Cattle
egrets carrying Salmonella sp. have already been reported on the island of Fernando de
Noronha/PE (SILVA et al., 2018) and in Texas (PHALEN et al., 2010). Great egrets have also
been reported as reservoirs of Salmonella spp. in Sorocaba, Brazil (OLIVEIRA et al., 2017).

Although the occurrence of Staphylococcus aureus was not detected in the ardeids in
this study, the isolated colonies may belong to other species of the genus. Staphylococcus spp.
are responsible for several cases of infection by multidrug-resistant microorganisms (SOUSA
et al., 2014), and the genus has been reported in Cattle Egrets and other bird species (AWAD-
ALLA et al., 2010; YASMEEN et al., 2019), however, information on the prevalence of
infection in wild animals is still scarce (PORRERO et al., 2013), which makes it necessary to
investigate the occurrence of multidrug-resistant staphylococci in these animals (SOUSA et
al., 2014).

5. Conclusion

The study of two synanthropic ardeid species living in a nest located on the campus of the
Federal University of Lavras showed a high prevalence of Salmonella spp. and E. coli. The
collection of samples by cloacal swabs proved to be efficient for detecting the researched
agents and demonstrated a high elimination of pathogens in the excreta of these birds. The

results indicate that ardeids may represent important sources of zoonotic pathogens. More
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studies are needed to elucidate the importance of ardeids as transmitters of zoonotic pathogens

in Brazil.
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