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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar as entero-
bactérias presentes em patos domésticos (Cairina moschata) de proprie-
dades localizadas em quatro municipios no estado do Ceard. Para isso,
47 esfregagos cloacais foram realizados, e 65 amostras de fezes de patos
criados em propriedades localizadas nos municipios de Fortaleza, Boa
Agua, Eusébio e Cascavel foram coletadas. As amostras foram subme-
tidas ao processamento microbioldgico. No pré-enriquecimento, todas
as amostras de fezes e dos esfregacos cloacais coletados foram alocadas
em 4gua peptonada tamponada 0,1%. Para o enriquecimento seletivo,
aliquotas da dgua peptonada com as amostras foram transferidas para
tubos contendo Rappaport-Vassilliadis e Selenito-Cistina. Placas de
Verde-Brilhante e MacConkey foram semeadas com o contetido dos
tubos do enriquecimento. Colénias suspeitas escolhidas com base em
caracteristicas morfoldgicas foram semeadas em provas bioquimicas
(TSI: Triplice Agticar Ferro; LIA: Agar Lisina Ferro; e SIM: Sulfeto,
Indol, Motilidade). As bactérias foram identificadas com base nas carac-
terfsticas bioquimicas. Foi detectado, a partir do exame microbiolégico,
que as enterobactérias mais prevalentes isoladas das amostras de esfrega-
cos cloacais e de fezes foram Citrobacter sp., Proteus sp. e Enterobacter sp.
Em menor frequéncia ocorreram Klebsiella sp., Hafnia sp., Escherichia
coli, Shigella sp., Edwardsiella sp., Providencia sp. e Serratia sp. De acordo
com a metodologia utilizada, concluiu-se que a microbiota intestinal
dos patos avaliados nao apresentava Salmonella sp., género bacteriano
comumente associado a esta espécie de ave; entretanto, observou-se que
a fauna microbiana era constituida pelas principais enterobactérias co-
muns a outras espécies de aves, sendo algumas potencialmente patogé-
nicas aos animais e aos seres humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Sulmonella; Escherichia coli; aves.

ABSTRACT: This study aimed to isolate and identify
members of the Enterobacteriaceae that were present in
domestic ducks (Cairina moschata) from properties located in
four cities in the State of Ceard, Brazil. Therefore, 65 stool
samples and 47 cloacal swabs were collected from farms
located in the following cities: Fortaleza, Boa Agua, Eusébio
and Cascavel. The samples were submitted to bacteriological
processing. In pre-enrichment, all of the stool and swab
samples were cultured in buffered peptone water 0.1%. For
selective enrichment, aliquots from the tubes of the prior
step after incubation were transferred to tubes containing
Rappaport-Vassiliadis and Selenite Cystine broths. Plates with
MacConkey and Brilliant Green agars were streaked with the
content from the enrichment tubes after incubation. Colonies
were chosen based on their morphological characteristics for
the biochemical tests (TSI: Triple-Sugar-Iron; LIA: Lysine-
Iron-Agar; and SIM: Sulfide-indole-motility). The bacteria
were identified based on their biochemical characteristics. The
mostly isolated bacteria were Citrobacter sp., Proteus sp., and
Enterobacter sp. In a lower frequency, isolated enterobacteria
were Klebsiella sp., Hafnia sp., Escherichia coli, Edwardsiella sp.,
Providencia sp. and Serratia sp. With the methodology applied,
no Salmonella was isolated from the evaluated ducks, which is
a genus commonly associated with this avian species; however
the microbiota were composed by the main enterobacteria
that are common to other species of birds, some of which are
potentially pathogenic both to animals and humans.
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Pesquisa de enterobactérias em patos domésticos (Cairina moschata) de propriedades localizadas em quatro municipios do Ceara, Brasil

INTRODUCAO

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sio capazes de se
propagar no ambiente desde que sob condigoes apropriadas,
sendo muitas delas consideradas habitantes da flora autdc-
tone intestinal de mamiferos, incluindo o homem, e de al-
gumas espécies de aves (GERLACH, 1994). Segundo WALTER
et al. (2001), a microbiota intestinal exerce um papel indis-
pensdvel na manutengio de seu equilibrio. Essas comunida-
des microbianas possuem relagoes simbidticas com o hospe-
deiro. Como exemplo, a Escherichia coli é considerada um
micro-organismo  potencialmente patogénico (ROssEL,
1992). Porém, existem fatores que causam a alteracio da
populagio de micro-organismos da microbiota intestinal,
como jejum alimentar ou hidrico prolongado, estresse, ma-
nejo inadequado, variagoes de temperatura, deficiéncias na
dieta, agentes infecciosos, fatores genéticos e alérgicos, imu-
nodepressao e infeccoes virais (ROssKOPF; WOERPEL, 1996;
GaruicH, 1999), fazendo com que o desequilibrio micro-
biano favoreca a fixagio de micro-organismos patogénicos
(SanTos et al., 2003), o que pode ocasionar o desenvolvi-
mento de enfermidades. As mortes decorrentes de processos
infecciosos representam grandes perdas econdmicas, princi-
palmente por ndo existir limite de idade para as infeccoes
causadas por enterobactérias (SATHYANARAYANA ez al., 1981).

O local de maior colonizagio por espécies patogénicas
da familia Enterobacteriaceae ¢ a mucosa cecal, em compa-
ragdo a outros locais do trato digestério (ANDREATTI FILHO
et al., 1997). Assim, o material de predilegao para verificar a
colonizagio do trato intestinal do animal por enterobactérias
sdo as fezes. Espécies silvestres e animais criados extensiva-
mente nos fundos de quintais, como anatideos e anserideos,
sdo carreadores de patdgenos entéricos, como Campylobacter
sp. ¢ Yersinia sp. (KappERUD; Roser, 1983; Fukarta ez 4l.,
1986; EUuDEN, 1990; AGUIRRE et al., 1991).

No Brasil, assim como em alguns paises do noroeste
da Asia, a criacio de anseriformes vem aumentando con-
sideravelmente a partir da década de 1980 devido ao au-
mento significativo do consumo da carne de pato (Cairina
moschata) nos Gltimos anos e ao aumento das populacoes
de gansos (Canada geese) nas metrépoles (ANKEY, 1996;
CoONOVER, 1985; CoONOVER, 1997). Entretanto, estudos
sobre micro-organismos nessas espécies de aves ainda sao
escassos. Vdrios autores alertam que as fezes provenientes
dessas aves podem conter patdgenos que causam doencas
em humanos e em animais (CONOVER, 1985; CONOVER;
Kania, 1991; FaLracara ez al., 2001), destacando a impor-
tincia de estudos microbiolégicos para verificar a presenca
de enterobactérias, de forma a evitar surtos de infeccio hu-
mana e animal. Dessa forma, este trabalho objetivou isolar
e identificar as enterobactérias presentes em patos domésti-
cos (Cairina moschata) de propriedades localizadas em qua-
tro municipios do estado do Ceard.

MATERIAL E METODOS

Para a realizacio deste trabalho foram coletadas amostras
de fezes (n = 65) e de esfregacos cloacais (n = 47) de pa-
tos domésticos (Cairina moschata) de propriedades locali-
zadas em quatro municipios (Fortaleza, Boa Agua, Eusébio
e Cascavel) no estado do Ceard. Fezes frescas provenientes
dos viveiros foram coletadas com o auxilio de saco pldstico
e armazenadas sob refrigeragio (4°C) até o processamento
microbiolégico. O esfregaco cloacal foi realizado individual-
mente em cada ave com o auxilio de suabe estéril. Apds a
coleta, as amostras foram transportadas ao Laboratério de
Estudos Ornitolégicos (LABEO), localizado na Faculdade
de Veterindria da Universidade Estadual do Ceard. De cada
amostra de fezes, 25 g foram pesadas e, posteriormente, ho-
mogeneizadas em 225 mL de d4gua peptonada. As amostras
oriundas dos esfregacos cloacais foram imersas em 10 mL de
dgua peptonada. Esse material (suabes e fezes) foi incuba-
do em estufa bacterioldgica a uma temperatura de 37°C por
24 horas. Apés esse periodo, 0,1 mL do material incubado
foi diluido em 10 mL de meio Rappaport-Vassilliadis, as-
sim como um mesmo volume (0,1 mL) também foi dilui-
do em 1 mL de meio Selenito-Cistina, sendo incubados sob
as mesmas temperaturas ¢ pelo mesmo periodo (37°C por
24 horas). Ap6s esse periodo, as amostras foram plaqueadas
em 4gar Verde-Brilhante e em dgar MacConkey e foram in-
cubadas por 24 horas a 37°C. Apéds obter uma combinagio
dos meios utilizados nas etapas (quatro placas por amostra),
coldnias das placas suspeitas para enterobactérias foram en-
tio escolhidas com base em caracteristicas morfoldgicas.
Tais colonias foram semeadas em provas bioquimicas, sendo
utilizados nesta etapa os meios TSI (meio gelose inclinado
Triplice A¢tcar Ferro), LIA (meio gelose inclinado Lisina
Ferro) e SIM (Sulfeto, Indol, Motilidade). O volume de
0,15 mL do reagente de Kovacs foi adicionado a0 meio SIM
para verificar a produgio de indol (Brasit, 2003). Com base
nas caracteristicas bioquimicas registradas, as bactérias foram

identificadas presuntivamente quanto aos seus géneros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas 112 amostras processadas (65 amostras de fezes e 47
suabes cloacais), foi possivel verificar o isolamento de
Citrobacter sp., Edwardsiella sp., Enterobacter sp., Escherichia
coli, Hafnia sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Providencia sp. e
Serratia sp., o que se assemelhou aos achados de Aora ez al.
(1988), que analisaram amostras procedentes de esfregagos
cloacais de 152 patos aparentemente sauddveis e obtiveram
76 isolados de Escherichia coli, 24 de Citrobacter sp., 23 de
Enterobacter sp., 4 de Proteus sp., 21 de Klebsiella sp., além de
17 isolados de Pseudomonas aeruginosa. Esses achados podem
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ser considerados relevantes porque, como sugerem HOFER;
Costa (1972), a presenca de bactérias como Klebsiella sp.,
Citrobacter sp. ¢ Enterobacter sp. pode ser responsdvel por
vérios processos patoldgicos.

Os géneros bacterianos isolados em comum observa-
dos nas amostras de fezes e nos esfregacos cloacais dos
patos foram Enterobacter sp., Citrobacter sp., Proteus sp.,
Klebsiella sp. e E. coli. A presenca desses micro-organis-
mos no trato intestinal das aves, apesar de ser parte de
sua flora intestinal, no deve ser desconsiderada, porque
algumas dessas espécies podem apresentar algum fator
de patogenicidade e trazer risco a satide do animal (SEo
et al., 2000). Outro motivo pelo qual se torna importante
detectar esses géneros bacterianos é o fato de que nor-
malmente os patos sio animais criados em contato préxi-
mo com os seres humanos, e por isso podem atuar como
transmissores de enterobactérias patogénicas a0 homem.
Harrison; Harrison (1986) relataram que bactérias do
género Enterobacter ¢ Proteus sao geralmente de baixa pa-
togenicidade para as aves. Dessa maneira, o grande ndme-
ro de amostras isoladas poderia nio gerar grandes riscos.
Entretanto, a situagdo inversa deve ser compreendida em
relacio as bactérias do género Escherichia, pois apesar de
ter sido encontrado em menor nimero em amostras
de esfregacos cloacais e nas fezes, de acordo com GERLACH
(1994), este micro-organismo ¢ comumente encontrado
em muitas espécies avidrias, podendo ser considerados
agentes mais importantes do que as salmonelas. A espé-
cie Escherichia coli pode infectar aves e causar a doenga
conhecida como colibacilose em animais imunodepri-
midos (CHERNAKI-LEFFER et /., 2002). Durante muito
tempo, essa bactéria foi considerada como um micro-or-
ganismo ndo patogénico; no entanto, alguns sorogrupos
comegaram a ser associados a diversas patologias, tanto
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C: Citrobacter sp.; E: Enterobacter sp.; Ec: Escherichia coli; H: Hafnia sp.;
K: Klebsiella sp.; P: Proteus sp.

Figura 1. Enterobactérias isoladas de amostras de esfregagos
cloacais de patos.

no homem quanto nos animais domésticos (FERREIRA;
K~o6BL, 2009). Estudos tém indicado que essa bactéria
pode ser facilmente isolada em aves aqudticas de vida li-
vre, principalmente patos (FALLACARA er al., 2001).

Entre os micro-organismos menos encontrados nesta
pesquisa destaca-se a bactéria do género Hafnia, detectada
apenas a partir de amostras oriundas de esfregacos cloa-
cais, assim como as bactérias Providencia sp. e Serratia sp.
em relagdo s amostras isoladas a partir das amostras fecais
(Figs. 1 e 2). Normalmente, bactérias do género Hafnia nao
tém sido associadas a problemas de sadde em animais ou
humanos. Nesse sentido, GUNTHARD; PENNEKAMP (1996)
afirmaram que bactérias do género Hafnia ainda nio pos-
suem um significado clinico claro. Entretanto, em poedeiras
comerciais, REAL ez al. (1997) descreveram uma septicemia
associada A Hafnia alvei. Esses pesquisadores isolaram o
micro-organismo de aves que apresentavam baixa produgio,
perda de apetite, opistétono e mortalidade, além de verificar
que esse género bacteriano foi capaz de provocar esplenite e
hepatite necrosante multifocal.

Comparando os resultados obtidos, percebe-se maior
variedade de bactérias isoladas nas amostras de fezes do que
nas oriundas dos esfregacos cloacais. Segundo Lima et al.
(2001), metade da composicao das fezes é constituida de
bactérias provenientes do trato intestinal, o que garante
maior possibilidade de isolamento.

O maior percentual isolado foi de Proteus sp. nas fezes
(44,76%) e Citrobacter sp. nos suabes (38,89%). O género
Proteus, isolado em 16 amostras de esfregacos cloacais, obte-
ve a maior representatividade (35,6%), considerando os dois
tipos de amostras analisadas (suabes e fezes). Este micro-or-
ganismo ocasionalmente causa morte embriondria e morta-
lidade em patos jovens (VENKANAGOUDA; UPADHYE, 1996;
SAFWAT et al., 1986).

Percentual de Isolados

Ec

Ed Pr K

Bactérias Isoladas

C: Citrobacter sp.; E: Enterobacter sp.; Ec: Escherichia coli;
Ed: Edwardsiella sp.; K: Klebsiella sp.; P: Proteus sp.; Pr: Providencia sp.;
S: Serratia sp.

Figura 2. Isolamento de enterobactérias em amostras de
fezes de patos.
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Outro micro-organismo que apresentou uma das maio-
res frequéncias de isolamento nas amostras de fezes (32,2%)
foi o género Citrobacter. A alta prevaléncia desta bactéria
pode estar associada as condigdes insatisfatorias de manejo
em criacoes extensivas. Sao habitantes normais do trato in-
testinal e respiratério das aves (BARNES, 2003), porém, sob
determinadas situagoes, tornam-se oportunistas e produzem
infecgoes em aves jovens, como perus e patos (SEGABINAZI
et al., 2005). Ao penetrar na mucosa intestinal, esse género
bacteriano pode provocar bacteremia e causar a morte de aves
jovens (HarrisoN; Harrison, 1986). Citrobacter sp. pode
afetar qualquer espécie de ave e causar mortalidade com ou
sem a manifestagdo de sinais clinicos, tais como um breve pe-
riodo de depressio e diarreia (GERLACH, 1994). ABREU et al.
(1999) inocularam experimentalmente Citrobacter diversus,
Salmonella Pullorum e Salmonella arizonae em pintos de um
dia de vida em duas vias, oral e sacos aéreos. Esses pesquisa-
dores observaram que as lesdes mais marcantes observadas
em vdrios 6rgios ocorreram nos grupos inoculados via sacos
aéreos, enquanto os pintinhos inoculados via oral apresenta-
ram lesdes menos significativas.

Em 24 amostras de esfregacos cloacais e em 12 amostras
de fezes, verificou-se o isolamento de Enterobacter sp., o que
representa 20,9% do total de bactérias isoladas. Este patége-
no ¢ um habitante normal do trato digestivo das aves (BINEK
et al., 2000), entretanto, em determinadas condicoes, estas
bactérias podem provocar a morte embriondria em ovos fér-
teis e onfalite em aves jovens (BarRNEs, 2003).

A bactéria Edwardsiella sp. foi isolada em apenas 1,9%
das amostras de fezes. Resultado semelhante foi obtido por
OLIVEIRA et al. (2004), que isolaram 3,3% de Edwardsiella
sp. em amostras fecais de frangos de corte de exploracdes
avicolas industriais. A literatura cientifica destaca a espécie
Edwardsiella tarda como sendo uma bactéria de grande im-
portincia em processos patoldgicos, principalmente em pei-
xes. Apesar disso, mesmo que raramente, aves e seres humanos
podem ser acometidos por sérias complicacoes relacionadas
a esse micro-organismo (GARCIA et al., 2012; TORRES ez 4l.,
2012). Entretanto, nas amostras de patos coletadas neste tra-
balho nio foi identificada a espécie desse género bacteriano.
Sendo assim, nio se pode afirmar precisamente o significado
clinico do micro-organismo isolado.

Nao foi detectada a presenca de Salmonella sp. no
presente trabalho. A importincia desse registro deve-se
ao fato de que existe uma vinculagdo entre a presencga des-
sa bactéria e os patos domésticos, e embora ainda exis-
tam poucos estudos sobre esse tema, pesquisas como as
de CHA et al. (2013) colocam a Salmonella sp. como
um micro-organismo que ocorre comumente em patos.
Outros pesquisadores também relataram a importin-
cia da Salmonella sp. em patos. MONDAL ez al. (2008)

pesquisaram 65 amostras de esfregagos cloacais de pa-
tos provenientes de trés regides diferentes da cidade de
Mymensingh (Blangladesh), e verificaram positividade em
9 amostras (13,07%). RAMPERSAD et a/. (2008) encontra-
ram a presenca de Salmonella sp. em 110 amostras de fe-
zes que foram coletadas de patos de fundo de quintal de
86 fazendas, localizadas em oito municipios de Trinidad
e na ilha de Tobago. Por meio do método microbioldgi-
co convencional, eles verificaram positividade em cinco
amostras, correspondendo aos sorotipos Kiambu, Orion,
Uganda e do grupo E1. Esses pesquisadores também de-
tectaram 44 amostras positivas para Salmonella sp. ao uti-
lizar o teste da reacio em cadeia da polimerase (PCR).
As infecgdes por Salmonella sp. sio importantes, tanto
como causa da doenca clinica em patos quanto como
fonte de infecgio para o homem. Tais infec¢des podem
ser transmitida pelo consumo da carne, sendo, portanto,
de grande preocupagio sanitiria (MONDAL ez al., 2008).
Segundo GILCHRIST (1995), o isolamento de Salmonella
sp. pode ser dificultado pela provédvel contaminagio das
culturas por enterobactérias dos géneros Citrobacter
e Proteus. Além disso, a eliminacio de Salmonella sp.
nio ¢é frequente, dificultando a obten¢ao de amostras
positivas em estudos amostrais de conteddos internos
(HuMPHREY et al., 1989).

Apesar da auséncia de Salmonella sp. observada nessa
pesquisa, foi identificada presuntivamente uma variedade
de outras enterobactérias de relevante importincia. Os pa-
tégenos encontrados sio considerados micro-organismos
oportunistas, e alguns deles fazem parte do grupo dos coli-
formes, tais como Escherichia coli, Citrobacter sp. e Klebsiella
sp. Portanto, a relevincia da deteccio dessas enterobactérias
estd no fato de que esses patdgenos representam grande im-
portincia em termos de satide publica, uma vez que podem
ser transmitidos aos seres humanos por meio do contato di-
reto ou indireto com as fezes de pato domésticos e, com isso,

causar infecgoes.

CONCLUSAO

De acordo com a metodologia utilizada, concluiu-se que
a microbiota intestinal de patos domésticos pertencentes a
propriedades localizadas em quatro municipios do estado
do Ceard nao apresentava Salmonella sp., género bacteria-
no comumente associado a esta espécie de ave. Entretanto,
observou-se que a fauna microbiana era constituida pelas
principais enterobactérias comuns a outras espécies de aves,
sendo algumas delas potencialmente patogénicas aos animais

e aos seres humanos.
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