UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
FUNDAGAO PARQUE ZOOLOGICO DE SAO PAULO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CONSERVAGAO DA FAUNA

RAFAELA GUIMARAES SANCHIOLI

INTERACOES ENTRE AVES DE VIDA LIVRE E O PLANTEL DE AVES EM
UM ZOOLOGICO NO SUDESTE DO BRASIL: RISCO DE TRANSMISSAO DE
AGENTES PATOGENICOS

Sao Carlos
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
FUNDAGAO PARQUE ZOOLOGICO DE SAO PAULO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CONSERVAGAO DA FAUNA

RAFAELA GUIMARAES SANCHIOLI

INTERACOES ENTRE AVES DE VIDA LIVRE E O PLANTEL DE AVES EM
UM ZOOLOGICO NO SUDESTE DO BRASIL: RISCO DE TRANSMISSAO DE
AGENTES PATOGENICOS

Sao Carlos
2018

Dissertacao apresentada ao
Programa de Po6s-Graduacdo em
Conservagdo da Fauna, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Conservagéo da Fauna.

Orientacao: Prof. Dr. Augusto Jo&o
Piratelli



& UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
o I k A0 Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde

Programa de Pés-Graduagdo em Conservagao da Fauna

Folha de Aprbvagéo' o

Assinaturas dos membros da comiss&o examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Dissertagéo de Mestrado da
candidata Rafaela Guimaraes Sanchioli, realizada em 22/05/2018:

P

= 8 \" |
Prof. Dr. Augusio Jodo Piratelli
UFSCar

‘\w.._

‘\\‘-u“i‘ Sy o N~ \ ;"_") B A"\*\\ Sl -
Prof. Dr. Marcos Tokuda
PZMQB

Prof. Dr. Mercival Roberto Francisco
UFSCar



INDICE

INTRODUGAO GERAL ......ouiiiueiieeeteeeee e, 6
ARTIGOS PRODUZIDOS.........ooviuieieeeeeeeeeeeeee ettt nenseaese et an e 7
ABSTRACT ..ottt ettt ettt en et e e ae s s ee s s s s, 7
RESUMO. ...ttt ettt e sttt esen s an st s s s st e ee e sesnsnssnen s 8
KEYWORDS......cooviieteeeetetee et eee et ee et es et n s et e et st aese s s teae s esatessensenannn s 8
INTRODUGAOD ...ttt 9
IMETODOS. ...ttt ceete ettt ettt ete et et e et e st et e e e ee e s etesteeteste et ensassstestensansereaneanes 11
RESULTADOS......coiiieeieeecteteteteeeeee ettt s e sttt en s st sesessenen e 15
DISCUSSAOD......cuieieee ettt ettt ettt e ettt en e ne e 18
CONSIDERAGOES FINAIS. ...ttt 22
AGRADECIMENTOS. .....ootiiieeeieeeeeeeee ettt s s s en s s 22
REFERENCIAS...... .ottt ettt ettt eate st neeeeaneene s 23

APENDICES. ... oottt 27



Agradecimentos

Sou muita grata a varias pessoas queridas que contribufram direta e indiretamente na realiza¢io
deste trabalho. Agradeco ao professor Piratelli por aceitar meu pedido de orientacdo, por ser um
exemplo de orientador e realmente “vestir a camisa” de todos os projetos que orienta. Agradeco,
também, ao Parque Zooldgico Quinzinho de Barros pela parceria e nos receber tio bem em todas
as visitas para coleta de dados; a Dra. Virginia Léo e Dra. Nadia Almosny pela aten¢io recebida e
pela indicacdo do trabalho a Dra. Terezinha Kndb, a quem agradeco, enormemente, pela parceria e
por “abrir as portas” do Departamento de Patologia, ¢ ao doutorando Marcos Cunha pelas
orientacOes e participacdo nas andlises laboratoriais. Sou grata, também, ao Genoma Diagndstico
Veterinario e Fundagdo S.0O.S. Mata Atlantica pela colaborag¢do; ao ICMBio, Secretaria Municipal de
Meio Ambiente de Sorocaba e ao Comité de Etica da UFSCar pelas permissdes concedidas.
Agradeco, ainda, a Fundagio Parque Zoolégico de Sio Paulo e Universidade Federal de Sao Carlos
por permitir a pesquisa através do mestrado profissional e aos amigos que o curso me trouxe. Por
fim, agradeco de coragdo a minha familia ¢ minha querida maie, Jadecir, por compreender minha

auséncia e ao meu companheiro André por estar presente durante todas as fases do trabalho.



Introducao Geral

Espécies de aves silvestres possuem diferentes microrganismos em sua
microbiota, e alguns deles podem apresentar patogenicidade e causar infeccdo nos
individuos portadores (Medina-Vogel 2010). O contato entre aves silvestres de vida
livre e aves cativas favorece a transmissdo destes agentes patogénicos entre as
espécies (Orsini & Bondan 2006).

O risco de transmissdo de agentes patogénicos de animais domésticos para
populacbées de animais silvestres, também chamada de “spillover”, € uma preocupacgéao
crescente (Aguirre-Macedo & Kennedy 1999). Trabalhos recentes identificaram aves
silvestres de vida livre soropositivas para o virus da doencga de Newcastle, a qual pode
acometer aves silvestres cativas em contato com aves livres infectadas (Garcia et al.
2013). Trabalhos recentes identificaram aves silvestres de vida livre soropositivas para
o0 virus da doenca de Newcastle, a qual pode acometer aves silvestres cativas em
contato com aves livres infectadas (Garcia et al. 2013). J& foram registrados riscos de
transmissao do virus da raiva pelo contato entre morcegos e mamiferos de cativeiro
(Felipe & Helio 2014) e de leptospirose de roedores para recintos de animais cativos
(Machado et al. 2010). Espécies de mamiferos selvagens em cativeiro, como também
aves de habitos carnivoros, podem ser susceptiveis a infec¢ao por toxoplasmose
através do contato com gatos domésticos errantes e outros animais sinantropicos
(Vitaliano et al. 2004; Fornazari et al. 2011). Os ciconiiformes foram estudados como
possiveis agentes disseminadores das salmonelas (Yorio & Giaccardi 2002) para
fauna silvestre de vida livre (Henandez-Divers et al.2006) e de cativeiro (Gopee et al.
2000).

Embora seja comum a observacgdo de animais silvestres, domésticos e
sinantrépicos nas dependéncias de parques zooldgicos (Silva et al. 2010), estudos que
investiguem este contato ainda sao pouco realizados. O presente trabalho objetiva
fornecer novas informacdes sobre estas relagfes através da andlise de uma rede
interagdes e identificagdo de microrganismos presentes nas espécies de vida livre que
adentram os recintos. As observacdes das interagcdes entre aves cativas e de vida livre
podem elucidar a dindmica ecoldgica destas relacdes interespecificas, e a coleta de

material bioldégico pode auxiliar na compreensao do impacto dessas interagdes.



Artigos Produzidos

Este trabalho teve como resultado a producdo de um manuscrito intitulado Interacfes
entre aves de vida livre e o plantel de aves em um zoolbgico no sudeste do
Brasil: risco de transmissdo de agentes patogénicos, o qual serd submetido para

publicag&o na revista Ornitologia Neotropical.

Research Paper

Interagbes entre aves de vida livre e o plantel de aves em um zooldgico no sudeste do

Brasil: risco de transmissdo de agentes patogénicos

Abstract. - Interactions between free-lived and captive birds in a Zoo in Southeastern
Brazil: risk of transmission of pathogens. - Ex-situ conservation has become a common
strategy, often used to save threatened species from extinction. However, captive animals are
exposed to the risk of pathogenic transmission, both by domestic and wild free-living animals. This
study aimed to sample free-lived wild birds found in bird enclosures in a zoo park in southeastern
Brazil, assessing the risk of transmission of pathogens. We proceeded focal observations in all bird
enclosures to identify the most visited ones and to study the behavior of visitors. We analyzed an
interaction network to estimate the interactivity between free-living and captive animals. Next, we
settled mist nets near the precincts with the highest frequency of visitation, to capture free-lived
birds and collect biological samples. The network of interactions was represented by 14 visitor
species and 10 visited enclosures. Passer domesticus and Columbina talpacoti were the most frequent
visitors. Foraging on the ground and foraging on feeders were the most-frequent observed
behaviors. The network presented low connectivity (26%) and a nested pattern (NODF = 53.39, p
= 0). We captured 56 free-living birds from four species and collected 68 biological samples.
Escherichia coli was the most frequently isolated agent (63.6%). Although enterobacteria were
regularly identified in the collected samples, the impact of this relationship could not be directly
measured. However, we have shown a latent risk of pathogen transmission, due to regularity and
visit behavior of some free-lived bird species, which frequently host enterobacteria and intestinal

parasites.

Resumo. - A conservagio ex situ tornou-se uma estratégia comum, frequentemente utilizada para
salvar espécies ameagadas da extingdao. No entanto, os animais em cativeiro estaio expostos ao risco
de transmissdao patogénica, tanto por animais domésticos como por animais silvestres. Este estudo
teve como objetivos amostrar aves silvestres de vida livre encontradas em recintos de aves em um

parque zooldgico no sudeste do Brasil, avaliando o risco de transmissdo de patégenos. Realizamos
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observacoes focais em todos os recintos de aves para identificar os mais visitados e o
comportamento dos visitantes. Para estimar a interatividade entre animais livres e cativos,
analisamos uma rede de interacGes. Em seguida, instalamos redes de neblina perto dos recintos
mais visitados para capturar aves de vida livre e coletar amostras bioldgicas. A rede de interagdes foi
representada por 14 espécies de visitantes e 10 recintos visitados. Passer domesticus e Columbina
talpacoti foram os visitantes mais frequentes. Forrageamento no solo e forrageamento no
comedouro foram os comportamentos mais observados. A rede apresentou baixa conectividade
(26%) e um padrio aninhado INODF = 53,39, p = 0). Capturamos 56 aves de vida livre de quatro
espécies e coletamos 68 amostras biologicas. Escherichia coli foi o agente mais isolado (63,6%).
Embora tenham sido identificadas enterobactérias nas amostras coletadas, o impacto direto desta
relacio ndo pode ser mensurado. Porém, evidenciamos um risco latente de transmissao de
patégenos, pela frequéncia e comportamento de visitagdo de algumas espécies de vida livre, as quais

frequentemente hospedam enterobactérias e parasitas intestinais.

Key words: Brazil, zoo park, ex situ conservation, interspecific relationship, interaction network,

pathogens.



INTRODUCAO

A perda da biodiversidade é uma das crises mundiais mais dramaticas da atualidade, com redug¢io
de habitats e espécies a taxas alarmantes (Peres 2011, Dirzo et al. 2014), sendo a velocidade das
extingdes deterministicas considerada até mil vezes maior do que as extingGes estocasticas (Pimm et
al. 1995). Dentre as principais causas da perda da biodiversidade, a reducio e fragmentacio de
ambientes naturais, o uso excessivo dos recursos naturais, a introducdo de espécies exoticas, as
mudangas climaticas, a caga e o comércio ilegal apresentam grande influéncia no processo
(Diamond et al. 1989; Meyerson &Mooney 2007; Muylaert et al. 2016; Benitez-Lépez et al. 2017).
As diferentes pressOes geradas sobre os recursos naturais dilapidam comunidades biologicas e
apresentam implica¢des diretas sobre o equilibrio dos ecossistemas mundiais (Ross 2012; Johnson
et al. 2017).

Com a perda de ambientes naturais, muitas espécies nao conseguem se adaptar as novas
condi¢bes do meio, ameacando sua sobrevivéncia e resultando em extingdes (Ross 2012). Assim, a
criagdo e reproducio de animais silvestres em cativeiro (conservagio ex situ) podem colaborar com
as medidas de conservacio in situ. (Francisco & Silveira 2013). Ha uma estimativa de que, nos
proximos 200 anos, até trés mil espécies de vertebrados terrestres dependerdo da conservagio ex
situ para nao serem extintas (Frankham 2005). Embora o termo “conservac¢io ex situ” tenha sido
difundido somente na década de 80, o histérico de tixons criticamente ameacgados salvos da
extingio pelo resgate de individuos na natureza, bem como a reproducio em cativeiro, sdo muito
anteriores (Francisco & Silveira 2013). Diversas espécies extintas na natureza, como o Condor da
Califérnia (Gymnogyps californianns) (Blanco et al. 2009), a Ararinha Azul (Cyanopsitta spixi) (Monteiro
2015) e o Mutum-de-Alagoas (Pauxi mitu) (Francisco & Silveira 2013), sé ndo deixaram de existir
gracas aos esforcos da conservagio em cativeiro (Frankham 2005).

Considerando a conserva¢ao ex situ como uma das formas de salvar espécies ameacadas de
extingio, os jardins zoolégicos podem adotar a reproducido em cativeiro como uma importante
ferramenta para tal fim (Skibins et al. 2017). Além de serem considerados centros de conservacao,
os zoologicos modernos devem oferecer ao publico um maior conhecimento sobre os animais e as
formas com que as pessoas podem contribuir com a sobrevivéncia de espécies ameacadas
(Ballantyne et al. 2007), trazendo a questdo da conservacido ao grande publico (Carr & Cohen 2015).
Por outro lado, animais silvestres mantidos em cativeiro sdo especialmente expostos a fatores
estressantes, em decorréncia dos recintos ndo representarem ambientes semelhantes a seus habitats
naturais (Primack & Rodrigues 2001; Young 2003). O contato com outras espécies selvagens, assim
como espécies domésticas e sinantrépicas, pode impactar nas condi¢des sanitarias gerais dos
animais cativos, tanto pela competi¢ao por alimento disponivel no recinto, como pelo risco da

transmissao de patégenos (Primack 2010).



O tamanho do recinto, o tipo de alimentacdo, a fonte de fornecimento de 4gua e a presenca
de contactantes externos, podem induzir os animais cativos ao estresse e favorecer a disseminagio e
proliferacao de doencas parasitarias (Snak et al. 2014). Desta forma, a investigacdo de
microrganismos Gram-negativos e analises coproparasitologicas em aves de vida livre poderao
elucidar o potencial de risco de transmissdo destes patdgenos aos animais de cativeiro que entrarem
em contato com a avifauna livre. Embora os animais de cativeiro possuam limites como grades ou
muros para delimitar o seu espaco e impedir sua fuga, eles sio expostos a0 contato com espécies
silvestres de vida livre, predispondo-os a agentes infecciosos e doengas com danos severos (Silva
2008).

Através da identificacdo de espécies silvestres que sio comumente encontradas em
ambientes que abrigam animais silvestres, como o caso de parques zooldgicos, setia possivel uma
avaliacdo da problematica do impacto que este contato direto pode apresentar para as espécies
selvagens. Além da investigagdo sobre fatores de ameaga a saude dos animais cativos, a identificagdo
das espécies de vida livre que apresentam maior frequéncia de contato com os animais silvestres de
cativeiro também ¢ de grande importincia para a elaboragdo de a¢Oes conservacionistas que
objetivem a redugio dos efeitos negativos desta relagio.

Embora existam registros de transmissdo de agentes patogénicos entre animais de vida livre
e animais de cativeiro, sdo escassas as informacdes relacionadas ao entendimento destas relacdes
interespecificas. Ja foram realizados estudos investigando a presenca de bactérias patogénicas em
ninhos de P. domesticus (Kozlowski et al. 1991; Dolejska et al. 2008; Vilela et al. 2012), os quais
podem disseminar tais agentes durante contato com aves de cativeiro. Garcas e cegonhas foram
estudadas como possiveis transmissores de salmonelas para aves de vida livre (Henandez-Divers et
al.20006) e de cativeiro (Gopee et al. 2000).

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo que investiga o impacto destas interacOes
através da interpretacio de uma rede de interacSes e pela pesquisa de possiveis agentes patogénicos
transmissivels entre tais espécies. O presente estudo tem como objetivos realizar o levantamento da
avifauna silvestre de vida livre encontrada em recintos de aves cativas e investigar o risco de
transmissdo de possiveis patoégenos. Especificamente, pretendemos: (a) identificar as espécies de
aves silvestres de vida livre encontradas em recintos de aves cativas; (b) avaliar a frequéncia e
abundancia das espécies silvestres de vida livre em contato com as aves cativas; (c) avaliar a
ocorréncia de enterobactérias e parasitas gastrointestinais na avifauna de vida livre que adentra o
recinto das aves cativas e (d) avaliar se ha risco de transmissdo de agentes patogénicos entre aves de

vida livre e aves de cativeiro.



METODOS

AREA DE ESTUDO. O presente estudo foi realizado no Parque Zooldgico Municipal Quinzinho
de Barros (doravante PZMQB), situado no municipio de Sorocaba, estado de Sao Paulo, Brasil
(23°30°25,347’S; 47°26°17,22”0) (Figura 1). O parque possui mais de 128 mil metros quadrados e é
cercado por lagos e fragmento de mata secundaria mista, caracterizada pela transicao entre Mata Atlantica
e Cetraddo (Smith et al. 2014). Inserido em um fragmento urbano do municipio de Sorocaba (Moraes
& Almeida 2010) e cercado por uma area verde, o PZMQB também é uma rota de passagem de
aves silvestres de vida livre, sendo muito comum a observacio destas espécies nas proprias
dependéncias do Parque Zoologico. Alguns animais conseguem adentrar os recintos dos animais

cativos em busca de abrigo, 4gua ou alimento (Pessutti et al. 2014).
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Figura 1. Localizacio do Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros, Sorocaba, Brasil.

Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE

ABUNDANCIA E DIVERSIDADE DOS VISITANTES. Inicialmente, foram realizadas
observagdes focais em todos os recintos das aves para a identificacdo daqueles que eram mais
visitados pelas aves de vida livre que frequentam o PZMQB. A seguir, os recintos com maior
visitacdo foram selecionados para avaliacdo do risco de transmissdo de patdgenos, considerando-se
a intensidade e a frequéncia de visitacdo dos animais de vida livre. Para esses, foram observados os
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comportamentos dos animais e suas intera¢oes com os recintos (Figura 2A). As intera¢oes foram
representadas através do tipo de agdo observada pela ave de vida livre no recinto. Foram
reconhecidas sete diferentes interagdes: forrageio do chio; forrageio do comedouro; forrageio do
chio e comedouro; ave pousada na grade do recinto; ave pousada em arvore do recinto; utilizando
agua do recinto e retirando alimento do recinto. Além do tipo de interagio observada, também
foram registrados o recinto visitado, espécie visitante, nimero de individuos visitantes e o tempo de
interagio (em segundos). Os métodos empregados no registro de abundéncia e diversidade foram
baseados na observagao direta das espécies que adentravam os recintos, durante o periodo total de
quatro meses (fevereiro a maio de 2017), trés vezes por semana. Cada recinto foi observado durante
20 minutos por dia. A sequéncia das observagdes seguiu um modelo aleatério, onde cada dia a

obsetvacio iniciava em um recinto diferente.

AMOSTRAS BIOLOGICAS. Para a captura das aves de vida livre e coleta de amostras bioldgicas,
foram instaladas trés redes de neblina (10 x 2m; 32 mm de malha) (Figura 2B) préximas aos
recintos com maior frequéncia de visitagao. As coletas foram realizadas as segundas-feiras (dias em
que o PZMQB ¢ fechado a visitagdo publica) semanalmente, durante o periodo de trés meses
(junho a agosto de 2017). Cada individuo capturado foi acondicionado individualmente em sacos de
pano e pesado com balangas do tipo dinamémetro (Pesola®) de 10-50g com precisio de 0,5-0,1¢.

Para individualizacdo e controle das coletas, as aves foram marcadas com um corte na
extremidade de uma ou duas retrizes (Figura 2C). Os individuos receberam um cédigo de
identificacio de acordo com as penas marcadas. Apds a marcacdo da pena, foi feito o registro da
ave capturada, anotando-se o nome da espécie, a identificacdo de acordo com a marcacio da pena,
sexo, data, local e peso. Para individuos recapturados, os mesmos procedimentos de coleta de
material e anotacio de dados foram realizados.

Ap6s avaliacio do estado clinico geral dos individuos capturados, pela verificacio do
escore corporal e hidratagdo das aves, foram coletadas amostras biologicas a partir de swabs (hastes
flexiveis de plastico com algodao estéril em somente uma extremidade, utilizada para coleta de
material para cultura bacteriolégica) (Figura 2D) de cloaca para analise microbioldgica através de

isolamento bacteriano.
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Figura 2. (A) Columbina talpacoti forrageando em comedouro no recinto de A. hyacinthinus ¢ Pavo
cristatus no Parque Municipal Quinzinho de Barros, Sorocaba, Brasil. (B) Redes-de-neblina
instaladas proximas aos recintos dos psitacideos. (C) Corte de retriz em Passer domesticus para
matcac¢io do individuo capturado. (D) Coleta de material biolégico em Passer domesticus através de

swab cloacal.

As amostras foram acondicionadas em tubos de meio de transporte Stuart e refrigeradas até
posterior andlise. As fezes encontradas nos sacos de contencdo foram, logo apds a retirada da ave
imobilizada, armazenadas refrigeradas até encaminhamento pata analise coproparasitolégica. As

amostras microbioldgicas foram analisadas no laboratério do Departamento de Patologia da
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Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo, e as amostras
coproparasitolégicas, por laboratério colaborador. Todos os individuos foram soltos préximos ao
local da captura ap6s os procedimentos.

As amostras coletadas em swabs estéreis para analise microbiolégica foram acondicionadas
em tubo com meio de transporte Stuart e, posteriormente, armazenadas sob refrigeracio
(temperatura entre 2°C e 8°C) até as analises serem realizadas, em um periodo maximo de sete dias.
As amostras bacteriologicas foram processadas no laboratério do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo. Os swabs coletados
foram identificados e transferidos do meio de transporte Stuart para tubos enriquecidos com agua
peptonada tamponada a 1% e armazenados a temperatura de 4°C por 24 horas e, apos semeadas
em meio de cultura Agar MacConkey, sendo este um meio seletivo para crescimento de
enterobactérias. Os swabs também foram enriquecidos em caldo seletivo de Tetrationato com
posterior plaqueamento em Agar XLT4. As amostras foram incubadas em aerobiose a temperatura
de 37°C, com leituras em 24 horas. As coldnias bacterianas isoladas foram submetidas a
identificacio por caracterfsticas bioquimica-fisiolégicas convencionais e com kit comercial para
identificacio de enterobactérias (Koneman 2001).

As amostras de fezes coletadas foram acondicionadas em frascos limpos, sem adigdo de
conservantes, com tampa de rosca e refrigeradas até posterior analise, em até 2 dias. Os métodos
laboratoriais utilizados para a realizacio do exame coproparasitolégico foram baseados em
sedimentagdo simples (método de Hoffman, et al. 1934) e no método de McMaster modificado
(Long & Rowell 1958), através de flutuacdo em solucio hipersaturada de cloreto de s6dio (NaCl)

(Monteiro Filho 2011; Snak 2014). As amostras foram processadas por laboratério colaborador.

ANALISE DOS DADOS. Para estimar a interatividade entre animais de vida livre e cativos,
realizou-se a analise da rede de interagdes (Jordano et al. 2003; Carlo & Yang 2011). A rede de
intera¢oes demonstra como se dao as interagOes entre as espécies e com que intensidade elas
ocorrem. Para a confeccdo da rede de interagdes, foi elaborada uma matriz quantitativa de
interagGes aves “visitantes” x aves “visitadas”, a qual representou a quantidade de interacoes
observadas entre as espécies envolvidas (Bascompte et al. 2006). Nessa analise grafica, as linhas
representam a frequéncia das intera¢oes e as barras indicam as espécies envolvidas. O aninhamento
da rede foi avaliado através da métrica de NODF. Este método calcula a métrica de aninhamento
baseada na sobreposicao e no preenchimento decrescente (NODF) para uma matriz binaria
segundo Almeida-Neto et al. (2008). A significancia de NODF foi avaliada por um teste de Monte
Carlo com 1000 aleatorizagbes através do modelo nulo Ce, no qual a probabilidade de interagao
entre dois grupos estudados ¢ proporcional ao seu total de interacdes (Mello et al., 2011). A forca
das intera¢des foi avaliada pela conectancia da rede. A conectancia, dada pela razio entre o nimero

de interagdes existentes e o numero total de interagdes possiveis, mede o percentual de interagdes
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que ocorrem em uma rede e revela a coesdao desta métrica. Outra métrica avaliada foi o grau médio
das espécies, representado pelo numero de intera¢des em que cada espécie esteve envolvida. A
matriz e as andlises foram desenvolvidas no software R versdo 3.4.2 através dos pacotes bipartite,
igraph e Remdr (Dormann et al. 2008; R Development Core Team 2014) para a elaboracio da rede

de interacdes.

RESULTADOS

Apbs observacio inicial de todos os recintos de aves do plantel, foram selecionados os recintos
com maior contato de aves de vida livre para posterior observacdo. Os recintos selecionados foram
os das araras-azuis (Awodorhynchus hyacinthinus) (3 individuos), araras-canindé (Ara araranna) (16
individuos), araras-vermelhas (Ara chloropterns) (4 individuos), araras-vermelhas-pequenas (Ara
macao) (4 individuos), aves pantaneiras, aviario de imersdo, mutum-de-penacho (Crax fasciolata) (2
individuos), casuar (Casuarius casnarins) (1 individuo), grou-coroado (Balearica pavonina) (2 individuos)
¢ o misto de carcara (Caracara plancus) (2 individuos) e gavido-do-rabo-branco (Geranoaetus
albicandatns) (2 individuos). Nesses recintos, foi realizado um total de 66 horas de observagoes,
finalizadas apés a estabilizagdo da curva de acumulagdo de espécies novas (Figura 3). Ap6s
finalizadas as observa¢oes, foram selecionados os recintos com mais espécies visitantes para

posterior captura e coleta de material biolégico destas.
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Figura 3. Curva de acumulac¢io de espécies novas visitantes aos recintos de aves do Parque Zoolégico
Municipal Quinzinho de Barros em Sorocaba, estado de Sdo Paulo, Brasil.

Foram observadas 14 espécies de aves silvestres de vida livre (espécies visitantes)

apresentando algum tipo de interacdo com as aves do plantel do PZMQB (espécies visitadas),
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totalizando 487 interacoes. Passer domesticns € Columbina talpacoti foram as visitantes mais frequentes,
com 298 e 66 obsetrvacdes registradas, respectivamente, ambas interagindo com sete recintos
visitados. As aves com menor nimero de interagdes foram Turdus albicolis, Nycticorax nycticorax,
Pygochelidon cyanolenca e Turdus rufiventris, as quals interagiram com apenas um dos recintos.
Constataram-se os seguintes tipos de interagoes: retirada de alimento do recinto, forrageio no
comedouro, forrageio no chio, forrageio no chio e comedouro, ave pousada na grade do recinto,
ave pousada em arvore do recinto e utilizacdo da 4gua do recinto. O forrageio no chio e o forrageio
no comedouro foram os comportamentos mais observados (Apéndice 1).

A rede de interacGes foi representada por 14 espécies visitantes e 10 recintos visitados

(Figura 4).
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Figura 4. Representacido da rede de interacoes entre aves de vida livre (direita) e aves do plantel (esquerda) no

Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de Barros, municipio de Sorocaba, estado de Sio Paulo, Brasil. As

linhas indicam a frequéncia de interacdes, enquanto que as barras representam as espécies envolvidas.
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As barras e linhas mais espessas representam as espécies mais frequentes e com maior for¢a
de interagdo. A rede apresentou um padrio aninhado INODF = 53.39, p = 0), ou seja, as espécies
com menor numero de interagdes interagiram com aquelas com maior numero de interagoes e estas
interagiram entre si. Os valores de NODF das matrizes simuladas foram abaixo do NODF
observado, assim o padrio encontrado nio segue um padrio aleatério; algumas espécies
frequentaram mais os recintos do que outras. A probabilidade de uma espécie visitar um recinto
ndo ¢ a mesma para todos. A conectincia da rede foi baixa, apresentando 26% de possibilidade das
interagoes ocorrerem. O grau médio das espécies também foi baixo, representado por 3,7 e 2,64
para recintos visitados e espécies visitantes, respectivamente.

Foram capturadas 56 aves de vida livre de quatro espécies diferentes; Passer domesticus
(0n=>53), Tangara sayaca (n=1), Columbina talpacoti (n=1) e Turdus leucomelas (n=1). Ocorreram quatro
recapturas de Passer domesticus. Foram coletadas 68 amostras biologicas, sendo 56 de swabs cloacais e
12 de fezes. As amostras de swabs cloacais foram coletadas em todas as espécies capturadas,
enquanto que as amostras de fezes foram coletas apenas em P. domesticus, devido a quantidade
insuficiente de amostras de fezes nas demais espécies amostradas. As analises microbiolégicas a
partir dos swabs cloacais identificaram nove diferentes enterobactérias (Figura 5): Escherichia coli
(63,6%), Klebsiella pneumoniae (11,3%), Klebsiella oxytoca (2,3%), Enterobacter cloacae (11,3%), Citrobacter
koseri (2,3%0); Acinetobacter baylyi (2,3%), Hafnia alvei (2,3%0), Raoultella ornithinolytica (2,3%) e Pantoea
agglomerans (2,3%).

Tangara

S

Figura 5. Mapa conceitual representando a incidéncia das enterobactérias nas aves capturadas no PMQB.
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Nio houve crescimento bacteriano em 12 amostras cloacais analisadas. Todas as amostras
de fezes resultaram negativo para as analises coproparasitolégicas para pesquisa de helmintos e

protozoarios.

DISCUSSAO

A facil capacidade de se estabelecerem em ambientes diversos (Carlton 1996) pode explicar o
grande nimero de individuos de algumas das espécies presentes em contato com aves cativas. Nos
recintos de A. macao, A. hyacinthinus, A. chloropterus e A. araranuna observou-se a presenga de P.
domesticus em abundancia, possivelmente justificada pela arborizacdo dos recintos e maior oferta de
recursos alimentares disponiveis em comedouros e dispetrsos pelo chao. Por apresentarem habitos
alimentares generalistas, P. domesticus, C. talpacoti e C. livia foram capazes de interagir com um maior
numero de espécies diferentes, contrapondo-se aos resultados obtidos pelas observacdes das
demais espécies visitantes, as quais estiverem em contato com as espécies que apresentam habitos
semelhantes, como observado nas intera¢oes entre G. guira e C. plancus e entre C. atratus e C. plancus,
espécies essencialmente carnivoras (Sick 2001). Os recintos mais visitados foram aqueles onde havia
alimentacdo disponivel durante todo o dia. Apesar dos animais de tais recintos serem alimentados
somente duas vezes ao dia, durante todo o periodo de observacao foi registrada a presenca de
algum alimento nos comedouros ou pelo chio do recinto. As aves cativas que recebiam alimenta¢io
a base de carne apresentaram menor nimero de intera¢des, possivelmente pelo fato da dieta ser
fornecida somente uma vez ao dia e por nio estar disponivel durante todo o tempo, devido ao seu
rapido consumo.

A rede de interacGes entre as aves de vida livre e as aves do plantel do PZMQB apresentou
padrao aninhado. O aninhamento da rede pode ser determinado por alguns fatores, como os
habitos alimentares das espécies estudadas e o espagamento das grades dos recintos. As aves
visitantes de hdbitos frugivoros e granivoros interagiram mais com os recintos onde a dieta
fornecida inclui frutas e griaos, enquanto que as visitantes estritamente carnivoras buscaram maior
contato com os recintos onde carne e camundongos abatidos faziam parte da alimentagdo
fornecida. As espécies que apresentaram maior nimero de interacOes e frequéncia das visitas
contribufram significativamente com o aninhamento da rede.

A interacdo entre aves de vida livre e de cativeiro pode trazer riscos de transmissao de
patégenos por contato direto ou através da contaminacio de areas do cativeiro, como os
comedouros e bebedouros, os quais foram os locais onde mais houve contato de aves de vida livre
entre os espagos dos recintos estudados. Embora o contato com o solo, grades e poleiros tenham
apresentado menor frequéncia, também devem ser considerados como locais passiveis para

transmissao de agentes patogénicos.
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Entre as enterobactérias identificadas nas amostras analisadas no presente estudo,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae foram os agentes infecciosos isolados com
malor frequéncia. E. ¢/ foi detectada em 63,6% das 44 amostras cloacais positivas para
enterobactérias em pardais, confirmando-se a alta incidéncia desta enterobactéria na espécie.
Escherichia é considerado o género da Familia Enterobacteriaceae mais comumente encontrado em
aves (Dorrestein et al., 1985; Godoy, 2001), e sua presenca foi anteriormente identificada em 86%
de amostras de P. domesticus em estudo realizado na Australia (Gordon & Cowling, 2003). Estudos
sobre a presenca de patdgenos em ninhos de P. domesticus entrou incidéncias variando de 9%
(Dolejska et al. 2008; Vilela et al. 2012) a 11% (Kozlowski et al. 1991) dos ninhos amostrados. E.
coli apresenta alta incidéncia em psitacideos de cativeiro, sendo registradas prevaléncias de 72,7% a
84,21% em amostras cloacais de animais cativos no estado do Parana, Brasil (Serafini et al. 2015;
Vaz et al. 2017). Considerando a alta incidéncia de E. co/i em P. domesticus e seu elevado numero de
contatos com os recintos de psitacideos observados no presente estudo, acredita-se que essa espécie
possua alta probabilidade de transmissdo de E. /7 aos psitacideos do plantel do PZMQB.

Embora E. co/i seja considerada parte da microbiota normal e ndo represente, geralmente,
um problema clinico e nem epidemiolégico principal (Harlin & Wade 2009), individuos
imunossuprimidos podem apresentar alterag¢des clinicas relacionadas ao microorganismo, sendo que
a gravidade do quadro clinico da ave infectada dependera do potencial de viruléncia do agente
envolvido (Hacker et al. 1997; Kariyawasam et al. 20006). Assim como confirmado no presente
estudo, E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. (Braconaro et al. 2015) podem ser encontradas em
aves clinicamente saudaveis, embora apresentem significincia em aves nio saudaveis. Bactérias do
género Enterobacter sao agentes oportunistas nao frequentes em aves (Vaz et al. 2017). Kiebsiella.
prenmoniae tem a caracteristica de ser um microrganismo resistente a varios antibidticos de uso
comum (Pifieiro et al. 2012), é considerado um dos mais importantes patdégenos oportunistas
Gram-negativos, podendo ser isolado de amostras de varias espécies de psitacideos e passeriformes
clinicamente saudaveis (Gibbs et al. 2007), ainda que esta enterobactéria seja frequentemente
identificada como agente patogénico respiratério (El Fertas Aissani et al. 2013).

Amostras fecais de 34 psitacideos cativos em um zooldgico do estado de Sdo Paulo, Brasil,
identificaram um total de 11 positivas para Kiebsiella spp. de duas diferentes espécies: K. preumoniae
(17,6%) e K. oxytoca (14,7%) (Knobl 2017). Investigacdo de enterobactérias em psitacideos
provenientes do comércio ilegal identificou Kiebsiella spp. como terceiro agente Gram-negativo
isolado com maior frequéncia, extrapolado apenas por E. co/i e Enterobacter spp. (Hidasi et al. 2013),
corroborando com o presente estudo, no qual tais enterobactérias também representaram os
agentes isolados com maior frequéncia. Dentre os resultados obtidos através de analise
microbiolégica dos cultivos das amostras cloacais de ninhegos de psitacideos, bactérias do género
Enterobacter também estiveram entre os agentes patogénicos isolados em maior numero (Serafini et

al. 2015). A presenca de Raoultella ornithinolytica foi descrita em um exemplar de psitacideo (Psittacus
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erithacus) (Gonzalez-Lama & Gomez 2007). O género foi recentemente descrito (Drancourt et al.
2001), e uma das questdes mais importantes € o perfil resistente a multiplos farmacos dessas
bactérias (Kaya et al. 2015).

Também ja foram anteriormente registradas prevaléncias de 27,3% de Kiebsiella oxytoca em
passeriformes (Giacopello et al. 2016). Dados obtidos a partir de amostras cloacais de P. domesticus
em pesquisa com aves selvagens (Rogers 2006) assemelham-se a baixa incidéncia de bactérias do
mesmo género no presente estudo, indicando percentuais isolados de 7,7% e 2,3%,
respectivamente. Pesquisa de bactérias Gram-negativas em 100 passeriformes provenientes do
comércio ilegal registrou a presenca de bactérias da Familia Enterobacteriacea em 97,5% das
amostras analisadas (Davies et al. 2016).

Acinetobacter baylvi, Citrobacter koseri, Hafnia alvei, Pantoea agglomerans e Raoultella ornithinolytica
foram os agentes que apresentaram baixo potencial isolado no presente estudo, representados, cada,
por 2,3% das amostras analisadas. Embora Citrobacter esteja presente em menor nimero de
registros, esta entre os agentes infecciosos bacterianos que mais acometem aves de vida livre
(Gertlach 1994; Pifeiro et al. 2012). Pesquisa de microbiologia em psitacideos também obteve baixo
potencial isolado de bactérias do género Citrobacter, representado por 8,5% das amostras analisadas
(Serafini et al. 2015).

Devido a sua alta resisténcia a uma gama de antimicrobianos e persisténcia no meio
ambiente por muito tempo, Acnetobacter ¢ uma grande preocupacio (Doughari et al. 2011).
Acinetobacter spp. sao amplamente distribuidos no ambiente e representam um dos organismos
predominantes na 4gua (Ozvatan et al. 2016). Embora animais positivos para Acinetobacter spp.
possam ser assintomaticos e considerados clinicamente saudaveis, como o caso do individuo de
Passer domesticus capturado no presente estudo, a infecgio desta enterobactéria pode resultar em
sinais sistémicos de infec¢io e até mesmo em choque séptico (Chen et al. 2008).

Hafnia alvei foi identificada em 2,3% das amostras processadas no presente estudo
(representando por um individuo de Passer domesticus) e isolada em 4,6% das amostras na mesma
espécie em pesquisa de bactérias entéricas em aves selvagens realizada na Califérnia, USA (Rogers
2006). Esse organismo também esteve entre os agentes bacterianos isolados em amostras de swabs
cloacais de espécies de cracideos cativos, onde apresentou alta susceptibilidade a todos os
antimicrobianos testados (Santos et al. 2010). E encontrada em diferentes habitats, a nivel
ambiental: solo, 4gua e alimentos. Faz parte da microbiota normal de diversas espécies animais,
incluindo as aves (Janda & Abbott 2006). Apresenta baixa patogenicidade (Gerlach 1994) e
comporta-se como patdgeno oportunista pouco comum, podendo causar infec¢io em individuos
com baixa imunidade (Mukherjee & Mishra 2008). Como observado no presente estudo, cracideos
e passeriformes podem desenvolver interagdes, o que permite a transmissao de bactérias deste

género entre as espécies envolvidas.
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Pantoea agglomerans também ja foi isolada em cracideos (Santos et al. 2010), psitacideos
(Lopes 2011) e passeriformes, onde apresentou alto indice de resisténcia antimicrobiana (Horn et al.
2015). As aves podem ser expostas a P. agglomerans através do contato direto com as folhas de
plantas através da agua, graos, sementes € insetos que consomem ou em campos onde forrageiam
(Gibbs et al 2007). Embora P. agglomerans possa causar infecciao em individuos debilitados, as
bactérias pertencentes a este género estdo mais associadas ao solo e afecgdes de plantas (Asis &
Adachi 2003; Manulis & Barash 2003; Walterson & Stavrinides 2015).

Apesar de nenhum individuo de Columba livia ter sido capturado e amostrado para analises
microbiolégicas, a espécie representou grande parte das interagSes observadas. Considerando-se
que E. coli é frequentemente identificada em pombos-domésticos (C. /ivia) de vida livre (Harlin &
Wade 2009), vale a pena ressaltar que tal espécie esteve presente em grande parte dos recintos
amostrados no estudo e, portanto, também pode apresentar risco de transmissao de enterobactérias
as aves cativas. Tendo em vista que a familia Enterobacteriaceae esta entre as principais causas de
enterite e septicemia em aves silvestres (Hoefer 1997), os resultados reforcam que a intera¢ido entre
aves silvestres de vida e de cativeiro pode favorecer a colonizagdo da microbiota das aves por
patogenos.

Estudo envolvendo agentes bacterianos presentes em ovos nio eclodidos e ninhegos de
aves domésticas inviaveis registrou a presenca de Escherichia coli (16,09%), Enterobacter cloacae
(27,58%) e Acinetobacter spp. (9,19%) em ovos inférteis e a prevaléncia de 11,54% de E. cloacae e
3,85% de Acinetobacter spp. em filhotes invidveis. Estes dados sugerem que a contaminac¢io do
ambiente, ou mesmo da propria ave em postura, pode comprometer o desenvolvimento
embrionatio pela penetragio dos agentes infecciosos através da casca, ocasionando a morte do
embrido e/ou a doenca na ave jovem (Lima et al. 2000). O potencial risco de transmissdo destes
agentes patogénicos entre aves de vida livre e aves do plantel ¢ uma forte ameaca a reproducio e
conservagdo das espécies cativas.

Embora as aves do presente estudo tenham apresentado bom estado clinico geral, as
analises realizadas obtiveram alto isolamento de enterobactérias. A presenca de bactérias
patogénicas na microbiota normal dos individuos estudados pode, ou nio, estar diretamente
relacionada a quadros infecciosos, o que dificulta a compreensao dos riscos para a saude das
espécies envolvidas. Estudos laboratoriais mais aprofundados sdo necessarios para avaliar o
potencial patogénico destas bactérias e os riscos as aves mantidas em cativeiro, destacando-se o alto
indice de interagdes observadas entre as areas coabitadas pelas espécies de vida livre e de cativeiro.
Estudos de longa duracio, que considerem a coleta e andlise de material biolégico de individuos do
plantel, podem confirmar a transmissao dos agentes patogénicos aqui relatados. Mesmo com essa
limitagdo, nosso estudo revela um risco latente de transmissdo de patégenos entre aves de vida livre
e as dos recintos de jardins zooldgicos, e medidas preventivas podem ser adotadas para diminuir

esse tisco.
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CONSIDERACOES FINAIS

videnciado o risco latente de transmissao de patdgenos de espécies de vida livre para animai
Evidenciado o risco latente de transmissao de patogenos de espécies de vida livre para animais
cativos, deve-se considerar a importancia da redugao do contato de aves de vida livre e aves do
plantel. Barreiras fisicas podem controlar a entrada das aves nos recintos, seja pela diminui¢ao do
diametro das grades ou pela insercdo de novas telas de protecao. Métodos educativos também
podem apresentar resultados satisfatérios, através de agdes de educacdo ambiental direcionadas ao
publico visitante sobre a questdo de nido alimentar as aves de vida livre encontradas nas
dependéncias do parque zooldgico. A mudanc¢a no manejo alimentar das aves cativas também pode
reduzir a presenca da avifauna livre. Entretanto, as necessidades individuais das espécies devem ser

respeitadas, assim como a viabilidade e custo das implantag¢Ges.
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APENDICES

Numero de

Visitante Visitado Tipo de interagio ~
observagdes
forrageio chao 1
Carcara plancus -

Butorides striata forrageio comedouro 1
Casnarius casnarius forrageio chao 1
forrageio chao 2
Caracara plancus Caracara plancus forrageio comedouro 3
pousado grade recinto 2
Ara araranna forrageio comedouro 2
forrageio comedouro 1

Ara macao -
pousado arvore recinto 2
forrageio chio 7
Columba livia Balearica pavonina pousado arvore recinto 2
forrageio comedouro 8
forrageio chao 6
Casuarius casuarins | pousado arvore recinto 3
utilizou agua do recinto 4
A. hyacinthinus forrageio chao 3
forrageio chio 3
forrageio chio e 1

Ara araranna comedouro

pousado arvore recinto 6
forrageio comedouro 6
forrageio chio 1

Ara chloropterus -
pousado arvore recinto 3
pousado arvore recinto 1
Columbina talpacoti forrageio chio 3
forrageio comedouro 2

Ara macao -
pousado arvore recinto 1
pousado arvore recinto 2
utilizou agua do recinto 1
forrageio chao e 1

Avidrio comedouro

pousado grade recinto 1
Caracara plancus pousado grade recinto 1
Casuarius casuarins forrageio chio 2
Coragyps atratus Caracara plancus forrageio chio 1
Guira gnira Ara araranna em cima do recinto 1

Apéndice 1. Tipos de comportamentos observados e numero de observacoes de aves de vida livre
nos recintos de aves do plantel do Zooldgico Municipal Quinzinho de Barros, Sorocaba, estado de
Sao Paulo, Brasil.
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Caracara plancus

forrageio chao

Nycpicorax nycorax

Casnarius casuarins

pousado arvore recinto

Passer domesticus

A. hyacinthinus

forrageio chao

forrageio chao e
comedouro

forrageio comedouro

pousado arvore recinto

pousado grade recinto

retirou alimento do recinto
e levou para fora

utilizou agua do recinto

Abra chloropterus

forrageio chao

forrageio comedouro

pousado arvore recinto

pousado grade recinto

utilizou agua do recinto

Ara macao

Ardea alba

forrageio chio

forrageio comedouro

pousado arvore recinto

pousado arvore recinto

[NCT I NI EAN R N B B G I B e B B N @)

retirou alimento do recinto
e levou para fora

utilizou agua do recinto

forrageio chio e
comedouro

Balearica pavonina

forrageio chio

pousado grade recinto

Casuarius casuarius

forrageio chio

utilizou agua do recinto

Crax fasciolata

forrageio chao

forrageio comedouro

pousado arvore recinto

pousado grade recinto

Pitangus suiphuratus

Ara araranna

forrageio chio

Apra chloropterus

pousado arvore recinto

Ara macao

forrageio chio

N S B R SR S RN S I O I [

Pygochelidon cyanolenca

Ara araranna

forrageio chio

—_

Pyrrbura frontalis

Ara araranna

em cima do recinto

—_

forrageio chao

Tangara sayaca

Ara macao

pousado grade recinto

Casnarins casuarius

forrageio chio

Tigrisoma lineatum

Aves pantaneiras

forrageio chio

Carcara plancus

Casunarins casuarius

forrageio chao

forrageio chio

—_ = =] = =] =
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Turdus albicolis

Ara araranna

forrageio chao

Turdus rufiventris

Ara ararauna

forrageio chao

Apéndice 2 — Matriz quantitativa de interagGes entre as espécies de aves de vida livre e aves cativas

do Parque Zoolégico Municipal Quinzinho de Barros, Sorocaba-SP.

Recintos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Total
Anodorhynchus hyacinthinus 81 3 0 0 0O O O O o O o0 o0 0 O 84
Abra chloropterus 57 8 0 0 O 2 0 0O o0 o0 0 0 0 O 67
Ara araranna 50 26 2 1 1 1 0 0 0 1 0 0 1 1 84
Ara macao 60 20 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 4 86
Casnarins casnarins 13 2 0 0 0 0 0 1 1 0 3 1 0 23 44
Crax: fasciolata 32 o o o o o o o o0 0 0 0 0 O 32
Balearica pavonina 5 6o o o o0 o o0 o o 0 o o 0 3 36
Caracara plancus 0 2 0 14 0 0 2 0 2 0 1 0 o0 0 45
Aviario 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Aves pantaneiras 0 o o 5 o0 o o0 o0 0 0 1 0o 0 0 6
Total 298 64 2 20 1 4 26 1 3 1 5 2 1 59 487

1 - Passer domesticus, 2 - Columbina talpacoti, 3 - Pyrrbura frontalis, 4 - Guira guira, 5 - Turdus albicolis, 6 - Pitangus

sulphuratus, T - Coragyps atratus, 8 - Nycticorax nycticorax, 9 - Butorides striata, 10 - Pygochelidon cyanoleuca, 11 -

Tigrisoma lineatum, 12 - Tangara sayaca, 13 - Turdus rufiventris, 14 - Columba livia
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