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Comunicacao

[Communication]

Deteccio e avaliaciao do perfil de sensibilidade antimicrobiana de enterobactérias
isoladas de periquitos cara-suja (Pyrrhura griseipectus) em cativeiro
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Os periquitos cara-suja pertencem a ordem
Psittaciformes, no qual ¢ inclusa a familia
Psittacidae, constituida por papagaios, araras e
periquitos. Endémicas do Nordeste brasileiro,
essas aves somente sdo encontradas em trés
regides do estado do Ceara, mais
especificamente na Serra de Baturité e nos
municipios de Quixada e Ibaretama (Girdo et al.,
2010). Neste exposto, por apresentarem
isolacionismo territorial, juntamente com a
reduzida existéncia de exemplares em vida livre,
sdo classificadas como aves em perigo de
extingdo pela lista oficial de espécies da fauna
brasileira ameagada de exting¢do (Brasil, 2014).

Mediante poucos estudos serem realizados para
determinagdo da composi¢do da microbiota
entérica das diversas espécies de psitacideos,
inclusive com o periquito cara-suja, lacunas
cientificas acerca dessa tematica ainda existem,
sendo uma das hipoteses defendidas a de que seu
arranjo microbiano ¢ constituido essencialmente
por Dbactérias Gram-positivas (Flammer e
Drewes, 1988). Desse modo, a presenca de
bactérias Gram-negativas, com destaque para as
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, seria
um potencial indicativo de enfermidade ou
desequilibrio fisiologico (Mattes et al., 2005).

Outra problematica, além do albergue de
bactérias com potencial zoondtico, refere-se ao
fendmeno da resisténcia microbiana, no qual
progressivamente se tem evidenciado o papel dos
psitacideos como hospedeiros de bactérias
resistentes a antibidticos de importincia médica,
relevantes tanto para a teraputica humana
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quanto para a animal (Hidasi et al., 2013). Por
conseguinte, ¢ preocupante a capacidade de que
aves de cativeiro possam abrigar enterobactérias
resistentes, em especial cepas multirresistentes,
pois sdo passiveis de as disseminarem no
ambiente, bem como de transmiti-las diretamente
para outros animais, inclusive para o homem.
Desse modo, esta pesquisa teve por objetivo
detectar a presenga de enterobactérias em
periquitos cara-suja de cativeiro, avaliando o
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
apresentado pelas cepas isoladas.

Para tanto, foram coletados 25 suabes clocais
individuais provenientes de periquitos cara-suja
de diferentes estagios de idade, alocados em um
criadouro comercial e conservacionista no estado
do Ceara, Brasil. Todas as aves encontravam-se
aparentemente saudaveis, sendo alojadas em
recintos de criagdo telados, com piso de cimento,
e separadas das demais espécies de animais
criados nesse centro. No tocante aos aspectos
sanitario-ambientais, diariamente, era realizado
higienizagdo desse ambiente, juntamente com a
troca do contetido dos comedouros ¢ bebedouros
duas vezes por dia.

As amostras obtidas foram dispostas em tubos
comportando  agua peptonada tamponada
(Himedia, Mumbai, India), sendo conservadas
em isopor contendo gelo reciclavel, com o intuito
de preservagdo de suas propriedades intrinsecas.
O material coletado foi transportado para o
Laboratorio de Estudos Ornitologicos (Labeo) da
Faculdade de Veterindria, pertencente a
Universidade Estadual do Ceara (UECE), para
imediato processamento microbiologico. Apds
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incubagdo prévia em estufa bacteriologica por
24h a 37°C, tempo e temperatura padronizados
para todas as etapas posteriores, aliquotas de
ImL do material primario foram transferidas
para tubos com caldo brain heart infusion
(Himedia, Mumbai, india) e tubos com caldo
selenito cistina (Himedia, Mumbai, India), sendo
estes dispostos na estufa.

Sequencialmente, fragdes dos caldos foram
semeadas em placas com agar MacConkey
(Himedia, Mumbai, India) e em agar Hektoen
(Himedia, Mumbai, India), destinadas
a estufa bacteriologica.  Colonias com
caracteristicas morfologicas de enterobactérias
foram selecionadas nesses meios e identificadas
por meio da seguinte bateria de provas
bioquimicas: averiguacdo das caracteristicas
fermentativas classicas no agar TSI (triplice,
acucar, ferro), reacdes oxidativas no agar LIA,
producdo de sulfeto, indol e motilidade no agar
SIM, bem como atividades quimicas na reagdo
de vermelho de metila, reacdo de Voges-
Proskauer, ornitina descarboxilase, manitol,
arabinose, rafinose, dulcitol, adonitol, inositol,
urease, ramnose, citrato, malonato, glicose e
lactose (Acumedia, lansing, Michigan, EUA;
Difco, Le pont de craix, Franca; Himedia,
Mumbai, India).

Para averiguacdo do perfil de resisténcia das
enterobactérias, previamente identificadas, foi
empregado o método de disco-difusdo
com o agar Mueller-Hinton, com a metodologia
de acordo com os pardmetros do Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI (2012).
Os discos de antibidticos foram selecionados

mediante 0 protocolo padrao
do laboratorio, sendo empregados:
azitromicina  (15pg),  ceftiofur  (30pg),

tetraciclina (30pg), sulfametoxazol-trimetoprim
(25pg), cloranfenicol (30pg), estreptomicina
(10pg), ciprofloxacino (5pg), gentamicina
(10pg) e polimixina B (300pg) (Laborclin,
Pinhais, PR, Brasil).

Os discos de antimicrobianos foram ordenados
em placa contendo o agar Mueller-Hinton,
previamente semeada com a amostra bacteriana a
ser analisada. Apds a incubacdo em estufa
bacteriologica por 24h a 37°C, os resultados
foram interpretados de acordo com medic¢do
manual das zonas de inibi¢do circundantes aos
discos, seguindo a orientagdo de mensuragdo
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estabelecida pelo CLSI (2012). Desse modo, os
isolados foram classificados em sensivelis,
intermediarios e resistentes, sendo empregada a
cepa de Escherichia coli ATCC 25922 como
controle. Este estudo foi executado sob
aprovagdo do Comité de Etica para o Uso de
Animais  (Ceua-UECE), com numeragdo
4832011/14.

Do total de amostras avaliadas, 10 apresentaram
crescimento bacteriano, correspondendo a um
porcentual de 40% (10/25). Percentual inferior
foi detectado por Bangert et al. (1988), que
evidenciaram o isolamento de somente seis cepas
de bacilos Gram-negativos de 61 psitacideos de
cativeiro, em contraste ao estudo de Lopes et al.
(2015), que averiguaram a presenga de
enterobactérias em cerca de 71% dos 167
psitacideos investigados.

Por consequéncia, embora na literatura existam
resultados variaveis, no presente estudo esse
numero reduzido de isolamento pode estar
relacionado as boas condi¢des sanitarias
encontradas na ambiéncia nas quais esses
periquitos se encontravam, sendo obedecidas as
praticas de biosseguranca exigidas para uma
criagdo adequada de aves em cativeiro (Evans et
al., 2014). Nesse aspecto, verifica-se que, entre
as praticas de manejo que possam afetar a
composicdo de microbiota entérica, uma delas
estaria associada a uma antibioticoterapia prévia,
responsavel por acarretar a eliminagdo parcial de
bactérias- alvo.

Foi possivel obter a deteccio de 14
enterobactérias  pertencentes aos  géneros
Escherichia, Hafnia, Pantoea, Klebsiella,
Enterobacter e Serratia. Nesse ambito, as trés
bactérias de maior isolamento corresponderam a
Escherichia coli, com quatro cepas (28,6%),
Pantoea agglomerans e as do género Klebsiella,
ambas com trés cepas (21,4%). Quanto ao género
Enterobacter, foram quantificadas duas cepas
(14,3%) e um unico isolamento de Serratia spp.
(7,2%) e Hafnia alvei (7,2%). Adicionalmente,
neste estudo foi possivel averiguar a presenca
bacteriana tanto em periquitos filhotes como em
adultos de todas as geracdes familiares dessa ave
nesse ambiente de criagdo (Tab. 1).

Escherichia coli como a enterobactéria de maior

teor de isolamento em psitacideos ja foi
determinada em estudos posteriores (Bangert,
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1988), sendo este considerado um resultado
frequente em estudos de avaliagdo de microbiota
intestinal de psitacideos clinicamente saudaveis
(Evans et al., 2014). Apesar de ser um achado
condizente com a literatura de aves silvestres
criadas em cativeiro, essa bactéria tem sido
associada a origem de afec¢des primarias ou
secundarias em psitacideos, sendo passivel de
acarretar sinais gastrintestinais, nervosos ¢ a
morte subita da ave (Godoy, 2007).

isoladas  sdo
microbianos

As demais enterobactérias
consideradas como  agentes

oportunistas, proporcionando o desenvolvimento
de uma enfermidade, principalmente, em aves
imunodeprimidas (Godoy, 2007). Desse modo, a
problematica do albergue dessas enterobactérias
pelos periquitos neste estudo reside na
possibilidade da geracdo de alguma enfermidade
em decorréncia de alteragdes ambientais que a
criagdo em cativeiro possa trazer, tais como
manejo humano, estresse ou altera¢des na dieta,
desencadeando na suscetibilidade da ave a
bactérias, que, em condicdes normais,
apresentariam papel indcuo.

Tabela 1. Identificagdo da ave, sexo, idade, geracdo familiar e isolado bacteriano provenientes de
periquitos cara-suja de cativeiro, alocados no Ceara, Brasil

Identificagdo da ave Sexo Idade Geragdo Isolado bacteriano
1658 Macho Filhote F2 Pantoea agglomerans, Enterobacter spp., Serratia spp.
1666 Fémea Filhote F2 Pantoea agglomerans, Enterobacter spp., Klebsiella spp.
1657 Fémea Filhote F2 Escherichia coli
1660 Macho Filhote F2 Ausente
1554 Fémea Adulto F2 Ausente
1333 Macho Adulto F2 Ausente
1147 Fémea Adulto F1 Ausente
1146 Fémea Adulto F1 Ausente
109 Macho Adulto P Klebsiella spp., Escherichia coli
906 Macho Adulto Fl1 Pantoea agglomerans
907 Macho Adulto F1 Ausente
895 Fémea Adulto Fl Ausente
893 Macho Adulto F1 Ausente
615 Macho Adulto Fl1 Klebsiella spp.
1136 Fémea Adulto Fl Ausente
1128 Macho Adulto F1 Ausente
899 Fémea Adulto F1 Ausente
910 Fémea Adulto F1 Escherichia coli
898 Fémea Adulto F1 Ausente
1138 Macho Adulto Fl1 Hafnia alvei
618 Macho Adulto Fl1 Ausente
1408 Fémea Adulto F1 Ausente
1142 Fémea Adulto Fl1 Escherichia coli
1444 Macho Adulto F1 Ausente
607 Fémea Adulto F1 Ausente

P: parenteral, F1: primeira geracdo de filhotes, F2: segunda geracao de filhos.

As bactérias isoladas apresentaram grau variavel
de resisténcia aos antibioticos testados, indicando
sensibilidade total as substincias ceftiofur,
cloranfenicol, ciprofloxacina e polimixina B. Os
antibidticos aos quais as bactérias apresentaram
maior resisténcia foram, em ordem crescente,
tetraciclina, azitromicina e sulfametoxazol-
trimetoprim, com valores percentuais
correspondentes a 21% (3/14), 43% (6/14) e 57%
(8/14) (Tab. 2).

Os antibidticos selecionados apresentam como
alvo bactérias Gram-negativas, sendo incluidas
enterobactérias; assim, tanto neste estudo como
em outros realizados com aves silvestres (Santos
et al, 2010; Hidasi et al, 2013), tem se
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evidenciado cada vez mais o surgimento de
bactérias resistentes aos antimicrobianos de
escolha para o tratamento de inimeras infecgoes.

Dessa forma, apesar da probabilidade da
manifesta¢do natural da resisténcia microbiana as
substincias antibioticas (Nascimento et al.,
2003), as fontes mais provaveis da origem desse
fenémeno relacionam-se tanto ao contato direto
com os tratadores, responsaveis pelo manejo dos
animais do criadouro, o qual possibilitaria uma
troca de microrganismos com genes de
resisténcia (Santos et al., 2010), quanto a uma
possivel exposi¢do prévia a um antimicrobiano
em um tratamento profilatico.
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Tabela 2. Frequéncia absoluta do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos apresentados pelas cepas
isoladas

Enterobactérias isoladas (n amostral)

Escherichia Pantoea Enterobacter Hafnia Klebsiella Serratia
coli agglomerans Spp. alvei Spp. spp Total
Antibioticos S 1 R S 1 R S 1 R S I R S I R S I R S I R
AZI1 0 2 2 0 2 1 0 1 1 01 0 0 2 1 0 0 1 0 8 6
CTF 4 0 0 3 0 0 2 0 0 1 0 0 30 0 1 0 0 14 0 0
TET 3 0 1 2 0 1 2 0 0 1 0 O 2 0 1 1 0 O 11 0 3
SUT 2 0 2 0 0o 3 2 0 0 0 0 1 1 0 2 1 0 0 6 0 8
CLO 4 0 0 3 0 0 2 0 0 1 0 0 30 0 1 0 0 14 0 0
EST 2 1 1 2 1 0 2 0 0 1 0 O 30 0 1 0 0 11 2 1
CIP 4 0 0 3 0 0 2 0 0 1 0 0 30 0 1 0 0 14 0 0
GEN 4 0 0 3 0 0 1 0 1 1 0 0 30 0 1 0 0 13 0 1
POL 4 0 0 3 0 0 2 0 0 1 0 O 3 0 0 1 0 0 14 0 0

P: Pantoea. AZI: azitromicina, CTF: ceftiofur, TET: tetraciclina, SUT: sulfametoxazol-trimetoprim, CLO:
cloranfenicol, EST: estreptomicina, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, POL: polimixina B, S: sensibilidade, I:
intermediario, R: resistente

Por conseguinte, embora n3o se tenham a antimicrobianos. Faz-se necessario, entdo,
evidenciado enterobactérias com elevado teor de acompanhamento microbioldgico e clinico das
resisténcia antimicrobiana, a presenga de cepas aves para averiguacdo de futuras enfermidades
resistentes, inclusive a mais de um antibidtico, que possam ser originarias dessas bactérias, bem
torna-se um problema, pois existe a possibilidade como a realizagdo prévia de testes de
do desenvolvimento de cepas multirresistentes, sensibilidade microbiana para a efetuagdo da
como a transferéncia de genes de resisténcia para escolna do antibidtico a ser utilizado,
outras espécies bacterianas, passiveis de possibilitando uma terapia adequada e evitando o
desencadearem um quadro epidemioldgico de surgimento de cepas resistentes com potencial
disseminagdo para os tratadores e para outros risco sanitario.

animais provenientes do mesmo criadouro.

Por meio deste estudo, portanto, foi possivel Palavras-chave: isolamento, Enterobacteriaceae,
evidenciar o carreio moderado de enterobactérias psitacideos, resisténcia

em periquitos cara-suja, tanto de filhotes quanto
de adultos, apresentando caracteres de resisténcia

ABSTRACT

This study was conducted to detect enterobacteria in captive Grey-breasted parakeet from a commercial
breeding located in the state of Ceara. 25 individual cloacal swabs were collected and this material was
subjected to microbiological processing to obtain the bacterial isolation, identification, and evaluation of
the sensitivity profile to antimicrobials. The bacterial isolation in ten samples was determined, belonging
to the genera Enterobacter, Hafnia, Serratia, Escherichia, Pantoea and Klebsiella, in which these last
three corresponded to the bacteria most isolated, with respective percentages of 28.6%, 21.4%, and
21.4%. As for the sensitivity profile, antibiotics to which the bacteria showed more resistance were
trimethoprim-sulfamethoxazole (57%), tetracycline (21%), and azithromycin (43%). Thus, it was shown
that the parakeets were carriers of Enterobacteriaceae with resistance characteristics.

Keywords: isolation, Enterobacteriaceae, psittacine, resistance
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