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Deteccao de Escherichia coli e Salmonella spp. em
microbiota intestinal de Psittaciformes em fase de
reabilitacao para soltura

Detection of Escherichia coli and Salmonella spp. in the intestinal microbiot of Psittacifomes
in rehabilitation process for wildlife reintroduction
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Resumo

A Escherichia coli é uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriacea que faz parte da microbiota entérica de
mamiferos e de muitas espécies de aves. A Salmonella spp. também pertence a mesma familia, sendo responsavel por
surtos de infecgdo alimentar em humanos e frequentemente isoladas de aves domésticas e aves silvestres. O presente
estudo analisou a frequéncia de ambas as bactérias em Psittaciformes em processo de reabilitagdo para a vida livre. De
89 aves analisadas 19% estavam infectadas com E. coli e 1,12% com Salmonella spp. Realizou-se uma analise do perfil de
resisténcia a antibidticos onde se observou a eficiéncia de estreptomicina, tetraciclina, trimetoprim e gentamicina sobre
as amostras. As amostras de E. coli foram submetidas ao teste de Vermelho-Congo e ao teste Atividade Hemolitica, onde
se observaram 70,6% de amostras positivas para o primeiro e 53% para o segundo teste.
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Abstract

Escherichia coli is a bacteria of the Enterobacteriacea family and it is part of the enterical microflora of mammals and
of many species of birds. Salmonella spp. also belongs to the family Enterobacteriacea, it is responsible for human feed
toxinfection outbreaks and usually isolated from domestic and wild birds. The present study analyzed the frequency
of both agents in Psittaciformes in rehabilitation process for wildlife reintroduction. In 89 birds analyzed, 19% were
infected with E. coli and 1,12% with Salmonella spp. It was carried out an analysis of the profile of antibiotic resistance
in which was observed the efficiency of estreptomicin, tetraciclin, trimetoprim and gentamicin over the samples. The
samples of E. coli were submitted to the Congo Red Binding test and to the Hemolisis test and 70,6% of positive samples
for the first test and 53% for the second one were observed.

Keywords: Escherichia coli. Salmonella. Ornithopathology. Animal health. Psittaciformes.

A microbiota intestinal de Psittaciformes é com- ¢do por E. coli em psitacideos cativos clinicamente

posta principalmente por bactérias Gram-positivas,
destacando-se as do género Lactobacillus spp., Ba-
cillus spp., Corynebacterium spp., Streptomyces spp.,
Gaffkya spp., Aerococcus spp., Micrococcus spp., Sta-
phylococcus spp., e Streptococcus spp., ndo hemoliticos
além de fungos e leveduras'?, ndo se considerando
saudavel a presenga de bactérias Gram-negativas’.

Em estudos observou-se que o grau de contamina-

sauddveis variou entre 18 e 31%, sendo muito fre-

quente em cacatuas e menos frequente nas demais
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espécies®*, sendo que Nakamura et al.’> observaram
multirresisténcia a antibioticos em 75,1% de amostras
isoladas em psitacideos. A existéncia de um nimero
muito baixo de informagoes sobre a patogenicidade
da E. coli em psitacideos evidencia a necessidade do
desenvolvimento de estudos*.

O presente trabalho teve como objetivos a anélise da
presenca de E. coli e Salmonella spp. em fezes dos Psit-
taciformes em fase de reabilitacao para a vida livre no
Projeto Centrofauna — Instituto Floravida, Botucatu-
SP, Brasil, oriundos de apreensao de trafico animal da
Policia Ambiental do Estado de Sdo Paulo da regido
de Botucatu-SP; a determinagdo do perfil de suscep-
tibilidade antimicrobiana das amostras e a verificagdo
da presenca de fator de invasido e da produgio de he-
molisina das amostras de E. coli isoladas.

O estudo foi realizado no periodo de marco de 2006
a marco de 2007 e as amostras foram coletadas por via
de suabe cloacal mediante contengio fisica das aves no
Instituto Floravida/Botucatu-SP. Apds a coleta, os suabes
eram depositados em tubos de ensaio individuais con-
tendo 10 mL de dgua peptonada estéril, mantidos sob
refrigeragdo a 5 °C e encaminhados ao Laboratério de
Ornitopatologia do Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universida-
de Estadual Paulista, Campus Botucatu-SP (LO/HV/
FMVZ-UNESP/Botucatu-SP) para o processamen-
to e interpretagdo das analises. Ao chegar no LO/HV/
FMVZ-UNESP/Botucatu-SP, as amostras foram incu-
badas por 24 horas em estufa bacteriologica a 37 °C; em
seguida repassou-se 1 mL de cada amostra de agua pep-
tonada para os Caldos seletivos Tetrationato e Selenito-
Cistina, que foram novamente incubadas por 24 horas.
Apds este periodo, as amostras foram plaqueadas em
agar MacConkey e agar Hektoen e reincubadas por mais
24 horas. Em sequéncia ao ultimo periodo de incubagio,
realizou-se a leitura de crescimento bacteriano e apds a
constatagao da presenca de colonias caracteristicas de E.
coli ou Salmonella spp. realizou-se triagem bioquimica

com os meios agar TSI (Triplice-Agucar-Ferro), SIM,
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Caldo Malonato e Ureia. As amostras que se apresenta-
ram compativeis nestes testes foram submetidas a bate-
ria bioquimica completa para confirmagao da presenca
de E. coli e Salmonella spp.°.

As amostras isoladas foram desafiadas aos seguintes
antibidticos para se avaliar a sensibilidade a estes: ce-
faclor, ciprofloxacina, enrofloxacina, estreptomicina,
gentamicina, sulfonamida, tetraciclina e trimetopri-
ma. As amostras foram cultivadas em Caldo Miller-
Hilton, incubadas a 37 °C por 24 horas para E. coli
e 40 °C para Salmonella spp. Pipetou-se 0,1 mL de
cada caldo (com sua respectiva amostra) em placas de
Agar Mueller-Hilton, espalhando-se a gota de forma
homogénea por toda a superficie da placa com uma
alga de Drigalski. Em seguida, depositaram-se os dis-
cos contendo os antibidticos utilizados no estudo. Por
fim, incubaram-se as placas a 37 °C/ 40 °C por 24 ho-
ras, realizando-se a leitura apds este periodo’.

Para se avaliar o fator de invasdo das amostras de E.
coli isoladas foi realizado o teste de Vermelho-Congo
(TVC) em agar Vermelho-Congo®. As amostras foram
cultivadas em caldo Cérebro-Coragdo por 37 °C por 24
horas, semeadas no agar Vermelho-Congo e incubadas
a 37 °C por 24 horas. Para avaliacao de fator de virulén-
cia, realizou-se o teste de atividade hemolitica (TAH),
semeando-se as amostras em dgar Sangue (sangue ovino
desfibrinado), incubados a 37 °C por 24 horas °. Para o
TVC, utilizou-se como controle positivo uma amostra de
E. coli EIEC e para o TAH uma amostra de E. coli EHEC,
sendo utilizada como controle negativo para ambos os
testes uma amostra de E. coli K12. Consideraram-se po-
sitivas no TVC as amostras que apresentaram colonias
com coloragdo vermelha, e negativas, as com col6nias
branco-rosadas. Para o teste TAH as amostras que apre-
sentavam halo transparente ao redor das colonias fo-
ram consideradas positivas e negativas as amostras sem
formagio de halo™.

Foram analisadas 89 amostras de suabe cloacal de
trés espécies diferentes de psitacideos: dezesseis de

Periquitdo-maracana (Aratinga leucophthalmus), um



de Papagaio do mangue (Amazona amazonica) e se-
tenta e dois de Papagaio-verdadeiro (A. aestiva). Em
19% (17/89) das amostras analisadas detectou-se a
presenca de Escherichia coli, sendo que 23,5% (4/17)
foram isoladas em exemplares de A. leucophthalmus
e 76,5% (13/17) em A. aestiva. Isolou-se apenas uma
amostra de Salmonella spp. em A. aestiva, represen-
tando 1,12% (1/89) do material analisado.

No exame de antibiograma observou-se alta resis-
téncia de E. coli a sulfonamida e a cefaclor, 83% e 71%
das amostras analisadas respectivamente, e alto indice
de sensibilidade para estreptomicina, tetraciclina e tri-
metropima, ambas com 94% de inibi¢do. Gentamici-
na e ciprofloxacina também apresentaram alto indice
de inibi¢ao, porém com 17,6% de amostras resistentes
(Figura 1). A amostra de Salmonella spp. mostrou-se
sensivel a estreptomicina, tetraciclina, trimetropima
e gentamicina e resistente aos demais antibioticos.
Do total de amostras de E. coli constatou-se que 5,9%
(1/17) foram sensiveis a todos antibioticos testados,
29,4% (5/17) foram sensiveis a um antibiotico, 23,5%
(4/17) a dois antibidticos e 41,2% (7/17) apresentaram
multirresisténcia (mais de trés antibioticos), sendo a

interagdo enrofloxacina/sulfonamida/cefaclor a mais
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observada. Das 17 amostras de E. coli isoladas, 70,6%
(12/17) foram positivas para o TVC e 53% (9/17) para
o TAH, sendo que do total das amostras, 29,4% (5/17)
foram positivas para ambos os testes, apenas 5,8%
(1/17) foi negativa para ambos os testes.

O isolamento de E. coli é relatado com frequéncia
em psitacideos doentes ou submetidos ao estresse
de captura e transporte'"'?, porém as aves analisadas
neste estudo positivas para E. coli e Salmonella spp.
apresentavam-se clinicamente saudaveis. A coloni-
zagdointestinal por E. coliem psitacideos pode variar
em fungio da espécie, condigOes sanitarias das aves,
quantidade de individuos no mesmo viveiro e da
alimentacao, ou seja, sempre com a influéncia das
condi¢des do cativeiro'*'*'>!¢, Uma vez tendo con-
digdes de se instalar nos intestinos a capacidade da
E. coli poder causar doengas é dependente da pre-
senca de fatores de viruléncia, como fimbria, cap-
sula, endotoxina e hemolisinas, sendo que a pre-
senca de varios fatores confere uma patogenicidade
maior'*!”18,

O TVC é capaz de distinguir se uma cepa de E. coli
¢ invasiva ou ndo, enquanto o teste de TAH avalia a

capacidade de hemolise das bactérias'®**. No estudo
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Figura 1 - Perfil de sensibilidade/resisténcia a antibidticos das amostras de
Escherichia coli isoladas de psitacideos cativos em processo de
reabilitacdo pelo Laboratdrio de Ornitopatologia durante os anos de
2006 e 2007. Est: estreptomicina; Tet: tetraciclina; Enr: enrofloxacina;
Sul: sulfonamida; Tri: trimetoprima; Cip: ciprofloxacina; Gen:

gentamicina
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foi possivel identificar cinco amostras positivas para
ambos os testes, 0o que indica que possam se tratar
de cepas com potencial de patogenicidade. Uma pe-
quena porgdo da populagdo de E. coli possui fatores
de patogenicidade, sendo que ambas (patogénicas e
apatogénicas) podem conviver harmoniosamente na
mesma ave sem causar lesdes'’, devido ao seu cara-
ter oportunista. O TVC ¢ um ensaio simples e pra-
tico recomendado como um método de triagem por
Sharma, Soni e Meharchandani®' e a associa¢io com
o TAH apresentou-se como ferramenta in vitro ttil
para o estudo inicial de patogenicidade das amostras
de E. coliisoladas de psitacideos no presente estudo. A
avaliacdo inicial de patogenicidade com a associacao
de ambos os testes ja foi utilizada por Roy et al.’’ em
estudos com amostras oriundas de codorna japonesa.

Devido ao fato de bactérias Gram-negativas nao
fazerem parte da microbiota de psitacideos's, como
sugerido por Mattes et al.* realizou-se antibiotico-
terapia das aves positivas, independente das amos-
tras terem ou ndo apresentado um perfil de patoge-
nicidade nos testes realizados. Optou-se pelo uso
da tetraciclina no tratamento das duas espécies de
bactérias mediante a andlise do perfil de resisténcia
realizado, sendo constatada a auséncia dos agentes
apos a repeticao da analise microbiologica. A ave
portadora de Salmonella spp. foi retirada do progra-
ma de reabilitacio e mantida isolada devido ao risco
de disseminacgdo, tanto no local onde se desenvolve o
projeto de reabilitacdo de fauna como futuramente em
vida livre e pela possibilidade de uma vez infectada
(mesmo ap6s tratamento) a ave se tornar portadora
assintomatica'®*>%.

Como observado por Styles e Flammer®a tetracicli-
na, a trimetropima e a gentamicina foram os antibi-
Oticos que apresentaram boa eficiéncia nas amostras
de E. coli isoladas de psitacideos, diferentemente de
amostras isoladas de aves industriais, em que comu-
mente se observa resisténcia a estes antibidticos**.

Ao contrario do observado por Rantala®, que relata
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o aumento do numero de Salmonella ao utilizar te-
traciclina no tratamento de salmonelose em pintos,
o tratamento realizado na ave positiva para Salmo-
nella spp. foi eficaz. Quinolonas sdo antibidticos re-
comendados para o tratamento de salmoneloses®, a
amostra isolada apresentou resisténcia para as duas
testadas (ciprofloxacina e enrofloxacina). A inefi-
ciéncia do uso de enrofloxacina no tratamento de
salmonelose em psitacideos ja foi reportada por Ka-
nashiro et al.'s.

Boa conduta de higiene é um ponto critico para
prevencdo e controle de doengas em aves cativas,
sendo que o acimulo de material orgénico em re-
cintos é algo inevitavel. No processo de limpeza,
antes do enxdgue e da aplicagdo de desinfetantes, é
importante que haja uma boa remogao fisica de toda
matéria organica, e para a desinfecgdo, hipoclorito
de so6dio, amodnia quartendria e fendis sdo produtos
comumente utilizados?””. Além de boa desinfeccao
do ambiente, a associacdo de diferentes medidas
que inclui boa ventilagdo e controle populacional de
recintos, redugdo de estresse ambiental e de mani-
pula¢do, 6tima nutricdo e a utilizacdo de probidti-
cos* podem ajudar diretamente e indiretamente na
manutengao da integridade da microbiota intestinal
de psitacideos e assim impedir a livre circulagdo e
fixacdo de bactérias Gram-negativas (patogénicas ou
nio) na mesma.

A monitoria da presenga de bactérias Gram-nega-
tivas na microbiota entérica de Psittaciformes cativos
¢ um procedimento que deve ser incluido na rotina
de criadouros particulares, parques zoolédgicos, hos-
pitais veterindrios e principalmente em projetos de
reintroducdo de aves cativas para a vida livre, pri-
meiramente por ndo pertencerem a microbiota nor-
mal dessas aves e devido ao risco de disseminacio
de possiveis patdgenos em recintos de alocagdo e de
dispersdo destes no meio ambiente, contribuindo as-
sim na cadeia epidemiologica de varias doengas enté-

ricas para o homem e outros animais.
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