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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ENTEROBACTERIAS E FATORES DE VIRULENCIA
EM CEPAS DE Escherichia coli ISOLADAS
DE PSITACIDEOS

AUTORA: ISADORA MAINIERI DE OLIVEIRA CORREA
ORIENTADORA: MARISTELA LOVATO
Santa Maria, 17 de fevereiro de 2012.

A microbiota intestinal de Psitaciformes é composta principalmente por bactérias Gram
positivas, ndo se considerando saudavel a presenca de bactérias Gram negativas. As aves
silvestres possuem importancia para a satde publica por albergarem patdgenos passiveis de
transmissdo zoondtica. O deslocamento territorial dessas aves, como o que ocorre no trafico
de animais selvagens, constitui um mecanismo de propagacao de novos focos endémicos de
agentes infecciosos a grandes distancias dos locais onde foram adquiridos. Neste trabalho
analisamos a presenca de enterobactérias em psitacideos utilizando amostras de 6rgdos de
aves recebidas para necropsia na rotina do Laboratorio Central de Diagnostico de Patologias
Aviérias (LCDPA) situado no Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP) do
Centro de Ciéncias Rurais (CCR) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Também
foi realizada coleta de suabes cloacais e de ingllvio em aves vivas mantidas em cativeiro
visando monitorar a presenca de possiveis bactérias patogénicas. Escherichia coli foi
considerada a bactéria predominante na maioria das amostras, entdo apos analise
microbioldgica e confirmacdo dos isolados de E. coli, selecionamos 28 col6nias, as quais
foram testadas para os fatores de viruléncia iss, relacionado com a capacidade da cepa em
resistir aos efeitos liticos do soro, e iutA, sendo este gene um receptor de membrana externa
dos compostos sideroforos da aerobactina (genes iuc) que € um sistema de captacao de ferro
pelo qual E. coli expressa afinidade. Espera-se que o0s dados obtidos nessa pesquisa
contribuam no estabelecimento do estado sanitario de psitaciformes auxiliando na
manutenc¢do da espécie e prevenindo riscos a saude publica.

Palavras-chave: iss, iutA, Serratia odorifera, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris, Providencia sp, Klebsiela oxytoca, Salmonella spp.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

ENTEROBACTERIACEAE AND VIRULENCE FACTORS
IN STRAINS OF Escherichia coli ISOLATED
FROM PSITTACINES BIRDS

AUTHOR: ISADORA MAINIERI DE OLIVEIRA CORREA
ADVISER: MARISTELA LOVATO
Santa Maria, February 17" 2012.

The microbiota intestinal of Psittaciformes is mainly composed of Gram positive bacteria, is
considered a sign of illness the presence of Gram negative bacteria. Wild birds are important
to public health by harboring pathogens able of zoonotic transmission. The displacement of
these birds, such as occurs in the trafficking of wild animals, is a propagation mechanism of
new endemic foci of infections agents to long distances from where they were acquired. In
this study we examined the presence of enterobacteria in psittacines using samples of organs
of birds received for necropsy at the Laboratorio Central de Diagnéstico de Patologias
Aviéarias (LCDPA) situate in the Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP)
at Centro de Ciéncias Rurais (CCR) of the Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). We
also collected samples using swabs of cloaca and crop, in live birds, kept in captivity in order
to monitor the possible presence of pathogenic bacteria. Escherichia coli was considered the
predominant bacteria in most samples, then after microbiological analysis and confirmation of
E. coli isolates, we selected 28 colonies, which were tested for virulence factors iss, this gen is
associated with the strain’s ability to resist the lytic effects of serum, and iutA an outer
membrane receptor of involved in the high affinity binding of iron-aerobactin. It is hoped that
the data obtained in this research will help in establishing the health status of psittacines
helping maintain the species and preventing risks to public health.

Keywords: iss, iutA, Serratia odorifera, Enterobacter aerogenes, Proteus
vulgaris, Providencia sp, Klebsiela oxytoca, Salmonella spp.
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1 INTRODUCAO

A ordem Psitaciformes compreende Vvéarias espécies como: araras, papagaios,
periquitos, maritacas e calopsitas. Esta entre as mais ameacadas da classe das Aves
(BIRDLIFE INTERNATIONAL, 2000). O Brasil é considerado o pais com maior diversidade
de psitacideos do mundo, pois das 332 espécies reconhecidas 72 estdo presentes no territorio
brasileiro. Este fato levou o pais a ser chamado no século XVI de “Terra dos papagaios”.
Destas espécies 17 estdo listadas no “Threatened Birds of the World”, sendo que duas foram
extintas apds a chegada dos europeus no Brasil a arara-azul-de-Glaucus (Anodorhynchus
glaucus) e a ararinha-azul-de-Spix (Cyanopsitta spixii). Uma espécie encontra-se criticamente
ameacada arara-azul-de-lear (Anodorhynchus leari), sete ameacadas, seis vulneraveis e a
espécie tiriba-pérola (Pyrrhura lepida) encontra-se “quase ameagada” (GALETTI et al.,
2002).

Os exemplares pertencentes a ordem dos Psitaciformes sdo considerados as aves mais
comumente mantidas em cativeiro no mundo todo, sendo a convivéncia entre psitacideos e
humanos datada ha varios séculos. A manutencdo e a criacdo de psitacideos em cativeiro
continua em expansdo e, devido a destruicdo e fragmentacdo do habitat desta espécie no
mundo todo, a reproducdo em cativeiro tornou-se uma ferramenta de extrema importancia
para assegurar a sobrevivéncia destas aves, além disso deve promover a qualidade de vida das
especies cativas (LIGHTFOOT; NACEWICZ, 2009).

Enterobactérias sdo micro-organismos Gram negativos, aerobicos, em forma de
bastonetes e apresentam pleomorfismo. Podem ser moveis, por possuirem flagelos
peritriquios, ou imoveis, com ou sem capsula e fermentadores de agUcares
(KARUNAMOORTHY et al., 1994). As enterobactérias sdo onipresentes e consideradas
como parte da flora fisiolégica de muitos mamiferos e algumas espécies de aves, mas em
determinadas ordens, como a dos Psitaciformes e Falconiformes, as enterobactérias ndo sdo
descritas como um componente normal da flora entérica. Elas estdo associadas principalmente
as infeccbes secundarias, mas em alguns casos sdo implicadas como patdgenos primarios.
Dentro da familia Enterobacteriaceae existem grandes diferengas na viruléncia e na resposta
do hospedeiro as infeccdes (GERLACH, 1994).
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Bactérias Gram negativas ndo fazem parte da flora autctone de papagaios saudaveis,
a qual € composta exclusivamente por bactérias Gram positivas, ndo esporuladas, em forma
de cocos e bastonetes. Estudos com psitacideos de vida livre demonstraram um percentual de
60% de isolamento de enterobactérias, mas este alto percentual foi atribuido ao estresse
constante devido a presenca de cagadores e seres humanos préximos aos ninhos e ao declinio
do ambiente natural onde estas aves viviam. Outra pesquisa revelou que papagaios africanos
alimentados com dieta a base de sementes tiveram sua flora bacteriana Gram negativa
reduzida a niveis minimos quando passaram a receber uma alimentacdo balanceada.
Considera-se improvavel que E. coli ou Klebsiella spp. colonizem o intestino de periquitos-
australianos alimentados com dieta balanceada, pois a microflora local mantem o pH éacido, o
que inibe a proliferacdo de bactérias Gram negativas e leveduras (HARRISON;
McDONALD, 2006).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Enterobacteriaceae

Nesta familia sdo relatados aproximadamente 28 géneros e mais de 80 bactérias. Os
géneros e espécies desta familia apresentam distingdes bioguimicas, o que permite a
identificacdo dos isolados clinicos (QUINN et al., 2005). Sendo que todas as enterobactérias
sdo capazes de produzir toxinas (GERLACH, 1994). O grupo coliforme é formado pelos
géneros: Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella. As bactérias pertencentes a este
grupo sdo comumente encontradas no trato intestinal do homem e animais (SIQUEIRA,
1995).

Segundo Trabulsi e Alterthum (2008) as bactérias pertencentes a esta familia podem
ocasionar infeccdes intestinais e extra-intestinais. Quando causam infeccdes intestinais séo
classificadas em enteropatogénicas, e incluem as bactérias: E. coli, todos os sorotipos de
Shigella, quase todos os sorovares de Salmonella e alguns sorotipos de Yersinia. Estudos
sugerem que Providencia spp., Hafnia spp. e Citrobacter spp. podem ser enteropatogénicas.
As bactérias desta familia sdo responsaveis por 50% das infeccBes nosocomiais, sendo as
mais frequentes causadas por Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus
spp., Providencia spp. e Serratia marsescens (HOLT et al., 1994).

Segundo Quinn et al. (2005) a familia Enterobacteriaceae pode ser dividida, de acordo
com sua patogenicidade para os animais, em trés grupos. O primeiro grupo € classificado
como patogenicidade incerta e estdo incluidas espécies de 17 géneros, entre eles destacam-se:
Cedecea spp., Enterobacter agglomerans e Providencia spp. Outro grupo é denominado de
patdgenos oportunistas, onde estdo incluidas as espécies dos géneros: Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Serratia, Edwardsiella, Citrobacter, Morganella e Shigella. No grupo
classificado como de grande patogenicidade para animais encontramos as bactérias:

Salmonella spp., Escherichia coli e algumas espécies de Yersinia.
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2.1.1 Enterobacter spp.

As bactérias do género Enterobacter caracterizam-se por serem bacilos curtos, Gram
negativos, moveis por flagelos peritriquios, anaerobios facultativos e fermentam glicose com
producdo de acido e gas. A maior parte das amostras cresce a 37°C, mas a temperatura 6tima
para crescimento é de 30°C. Possuem, geralmente, reacdo positiva no teste de Voges-
Proskauer e citrato de Simmons, sdo negativos no teste do vermelho de metila e, quase
sempre, lisina positiva. Ndo produzem H,S, pois o citrato e 0 malonato sdo usualmente usados
como Unica fonte de carbono e energia. A espécie Enterobacter aerogenes ¢ mével e nédo
hidrolisa a uréia (HOLT et al., 1994).

Enterobacter spp. € um habitante normal do trato digestorio da grande maioria das
espécies aviarias. Como outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, sdo capazes de
infectar ovos e aves jovens, 0 que causa morte embriondria, onfalite, infeccbes no saco
vitelino e mortalidade em aves jovens (BARNES, 2003b).

2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli € um bacilo Gram negativo, fermentativo, geralmente mével, com
flagelos peritriquios e fimbrias (QUINN et al., 2005). Cresce rapidamente em meios
bacterianos como agar MacConkey, onde forma colénias lactose positiva grandes. E. coli é a
principal bactéria anaerdbica facultativa presente no trato intestinal da maioria das espécies
animais e € geralmente recuperada da cultura de fezes, mas em aves de estimacéo saudaveis é
recuperada em apenas uma pequena porcentagem de individuos (GYLES; FAIRBROTHER,
2010).

Amostras patogénicas de E. coli possuem mecanismos de viruléncia especificos e de
acordo com estes fatores sdo classificadas em patotipos. Os mais importantes patotipos em
humanos e animais séo a E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC),
E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enteropatogénica
para coelhos (REDEC), E. coli de meningite neonatal (NMEC), E. coli uropatogénica
(UPEC), E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli produtora de shigatoxina (STEC) e E. coli
patogénica para aves (APEC) (FERREIRA; KNOBL, 2009; GYLES; FAIRBROTHER,
2010). Para a realizacdo de sorotipagem de E. coli sdo usados os antigenos somaéticos (O),
capsulares (K), flagelares (H) e fimbriais (F) (BARNES et al., 2003a).
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Colibacilose aviaria tem distribuicdo mundial e é capaz de afetar todos os tipos de
aves, a infeccdo é transmitida através da ingestdo de E. coli presente no ambiente e nas fezes
dos animais. Os fatores predisponentes incluem higiene deficiente, alimentacdo contaminada,
fatores estressantes, deficiéncias nutricionais e doencas concomitantes (ZWART, 2010). Uma
grande variedade de sindromes e doencas sdo associadas a infec¢do por E. coli em aves de
estimacdo, estas incluem septicemia (pericardite, aerossaculite, poliserosite, pneumonia e
artrite), infertilidade, ingluvite, coligranulomas, doencas respiratorias e enterites (FUDGE,
2001). Os sinais clinicos sdo variados e inconclusivos. Em aves jovens podem ser constatados
sinais de onfalite, aumento dos refugos e mortalidade, ja em aves adultas notam-se
sintomatologia respiratoria, com conjuntivite, rinite, espirros e dispneia e posteriormente
observam-se sinais de depressdo, anorexia, caguexia, penas arrepiadas ou empenamento
deficiente (ANDREATTI FILHO, 2007).

A infeccdo por E. coli em aves é geralmente extra intestinal com inicio no epitélio da
traqueia, em contraste com a maioria dos casos de doengas em humanos e outros mamiferos
nos quais a bactéria inicialmente coloniza o epitélio intestinal ou urinario (VIDOTTO et al.,
1997). Algumas cepas possuem a capacidade de colonizar e destruir o epitélio intestinal,
causando uma enterite pseudomembranosa ou ulcerativa, as aves afetadas apresentam sinais
digestérios ou morrem de forma aguda. Poderdo ocorrer lesdes nos sacos aéreos que
determinam uma polisserosite fibrinosa, ocasionalmente observam-se lesGes oculares,
nervosas e artrite serofibrinosa. Os achados de necropsia incluem: atrofia do musculo do
peito, penas sujas de fezes indicando diarréia, hepatomegalia com pontos amarelados
distribuidos no parénguima, sacos aereos opacos, mucosa intestinal hiperémica e
esplenomegalia associada a palidez deste 6rgdo. Na histopatologia visualiza-se necrose
hepética periportal, grave deplegdo linféide com exsudato fibrinoso no bago e aerossaculite
fibrinosa. Também se pode detectar pneumonia fibrinosa, ooforite, enterite catarral,
pseudomembranosa ou ulcerativa e microgranulomas em varios 6rgdos como: figado, baco,
rim e na porc¢éo serosa do intestino (GODQY, 2007).

O diagnéstico é realizado através de exame bacterioldgico com o isolamento da
bactéria de exsudatos ou lesbes e pelos achados clinicos e patoldgicos (GODOQY, 2007). Os
clinicos de aves, geralmente, ndo tém acesso a testes de sorotipagem, ensaio de toxicidade,
sondas de DNA e técnica de PCR, e sem estes exames complementares ndo é possivel obter
informacdes sobre a patogenicidade da cepa isolada, dificultando o estabelecimento de
protocolo terapéutico e prognostico da ave avaliada (FUDGE, 2001). O tratamento geralmente

é realizado com antibioticos de amplo espectro de acdo, suplementos vitaminicos, dieta
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balanceada e melhoras nas condi¢des sanitarias e de manejo. Aves em estado critico devem
ser mantidas em local aquecido, com alimentagdo forcada e reposicao eletrolitica (GODQY,
2007).

Estudos com aves de producdo de granjas localizadas em Bangladesh demostraram
perfil de resisténcia elevado a antibioticos em isolados patogénicos de E. coli, pois dos 101
isolados testados 55% destes apresentaram algum tipo de resisténcia a um ou mais dos
principios testados. Os compostos que apresentaram maior resisténcia foram: tetraciclina,
sulfa-trimetropim, &cido nalidixico, ampicilina e estreptomicina (HASAN et al., 2011).
Nakamura et al. (1980) observaram multirresisténcia a antibioticos em 75,1% de amostras
isoladas em psitacideos. Marietto-Gongalves et al. (2010) analisaram a presenca de E. coli e
Salmonella spp. nas fezes de psitaciformes em fase de reabilitacdo para a vida livre e
encontraram alta resisténcia de E. coli a antibioticos como sulfonamida (83%) e a cefaclor
(71%).

A patogenicidade em amostras de E. coli esta relacionada aos fatores de viruléncia que
servem para diferenciar amostras patogénicas de ndo patogénicas (JOHNSON, 1991). Um
grande numero de fatores de viruléncia tem sido detectado em amostras de E. coli e outros
provavelmente serdo descobertos. O processo patogénico que ocorre em uma infecgdo quase
sempre envolve mais de um fator relacionado a viruléncia (SUSSMAN, 1997). Algumas
cepas de E. coli patogénicas para aves (APEC — “Avian Pathogenic E. coli”) apresentam
aumento de resisténcia aos efeitos liticos do soro (“increased serum survival” — iss) sendo esta
caracteristica determinada por gene plasmidial (EWERS et al., 2007). Segundo Lynne et al.
(2006) o gene iss estad fortemente relacionado com APEC e ndo é detectado em E. coli
comensais, 0 que torna este gene e a proteina que ele codifica (ISS) um candidato aos
procedimentos de controle da colibacilose aviéria.

E. coli também expressa alta afinidade por sistemas de captacdo de ferro que séo
compostos siderdforos da aerobactina (genes iuc) e seus receptores de membrana externa
(gene iutA) (VIDOTTO et al., 1994; CHOUIKHA et al., 2008). DELICATO et al. (2003)
sugere que a associagdo entre iut e iss pode aumentar o potencial de viruléncia de APEC.
YAGUCHI et al. (2007) descreveram que iss e iutA estavam amplamente distribuidos em
APEC e diferiram significativamente dos indices de positivos em isolados de E .coli

comensais.

2.1.3 Klebsiella spp.
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As bactérias deste género sdo Gram negativas e em forma de bacilo. Podem estar
arranjadas sozinhas, aos pares ou em cadeias curtas. Possuem cépsula, sdo imdveis,
anaerdbicos facultativos e a maioria dos membros deste género sdo encapsulados. S&o
bactérias oxidase negativas e a maioria dos sorotipos pode utilizar citrato e glicose como
Unica fonte de carbono. Fermentam glicose, produzindo &cido e gés, geralmente séo positivos
no teste de Voges-Proskauer, hidrolizam uréia e produzem H,S (GERLACH, 1994; HOLT et
al., 1994; OLIVEIRA, 1995).

Normalmente sdo contaminantes ambientais que ocasionalmente estdo associados com
mortalidade embrionéria, infecgdes do saco vitelino e mortalidade em aves jovens, como
frangos, avestruzes e perus. Também estdo implicadas como potencial contaminante do
sémen, sendo necessario adotar rigorosas medidas de higiene no manuseio do sémen, ovos
para incubacdo e no processo de incubacdo, para diminuir ao maximo o risco de contaminacéo
por Klebsiella spp. Além disso, podem estar associadas com infec¢Bes respiratorias e
oculares, doencas reprodutivas e septicemia em aves (BARNES, 2003b). Essas bactérias sdo
sensiveis ao calor e ao processo de secagem (GERLACH, 1994).

Aves doentes podem transmitir Klebsiella spp. para aves consideradas saudaveis
através de suas excrecfes. Os sinais clinicos observados em pintinhos sdo: sonoléncia,
debilidade, asas caidas, febre, penas arrepiadas, diarréia severa, prostracdo e inapeténcia. Ao
nascerem infectados apresentam onfalite (LLEONART et al., 1991). A bacteremia induzida
por Klebsiella spp. pode levar a faléncia renal devido a colonizacao dos rins e, em infec¢bes
crbnicas, o pulmdo também é afetado. Em muitas espécies aviarias, como pombos, gansos e
psitacideos, a infeccdo somente é detectada quando se iniciam 0s sinais respiratorios. Nos
casos terminais nota-se encefalomielite. As infecgdes sistémicas por Klebsiella spp. séo as
mais comuns, mas infecgdes locais nos seios da face, nas cavidade oral, inglavio e na pele

ocorrem particularmente em Psittaciformes (GERLACH, 1994).

2.1.4. Proteus spp.

Sdo bacilos Gram negativos, anaerobicos facultativos, mdveis, catalase positivos e
oxidase negativos. Hidrolisam uréia, produzem H,S, e sdo lisina descarboxilase e lactose
negativos. Para a diferenciacéo entre as espécies (Proteus vulgaris e Proteus mirabilis) devem
ser analisadas as variagdes que ocorrem nos testes de indol, Voges-Proskauer e citrato de
Simmons (HOLT et al., 1994; OLIVEIRA, 1995).
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Proteus spp. fazem parte da microbiota do intestino grosso. Esta bactéria pode infectar
0s ovos, através da penetragdo do micro-organismo pela casca do ovo, a penetracdo é
facilitada pela contaminacéo fecal. Inoculacbes experimentais demonstraram perdas de até
100% dos embrides de ovos contaminados por Proteus spp. Também pode causar infeccoes
do saco vitelino, contaminacdo de sémen e mortalidade em frangos, patos e perus jovens.
Quadros de septicemia foram observados em codornas e faisdes infectados com virus
apatogénico da influenza aviaria. Em aves aquaticas € capaz de causar salpingite, artrite,
aerossaculite e septicemia. Testes de sensibilidade antimicrobiana realizados com isolados
clinicos e de necropsia de perus constataram a sensibilidade a enrofloxacina e ceftiofur
(BARNES, 2003b).

2.1.5. Serratia spp.

S&o bacilos Gram negativos, geralmente méveis e anaerébicos facultativos. Nos testes
bioquimicos encontramos as seguintes caracteristicas: reacdo de catalase positiva, oxidase
negativa, producdo variavel de indol e os testes de Voges-Proskauer, lisina descarboxilase e
citrato de Simmons sdo negativos. A uréia ndo é hidrolizada e ndo produzem H,S (HOLT et
al., 1994).

Serratia sp. € uma bactéria que frequentemente contamina equipamentos médicos e
solucBes com baixo poder de desinfec¢do. E um dos principais patdgenos nosocomial e tem a
capacidade de ocasionar infeccdes urinarias, respiratorias e bacteremias (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008). E um importante patgeno relacionado as infeccdes hospitalares,
devido a sua multipla resisténcia a antibiéticos (CHMEL, 1988). Em aves é considerada um
patdgeno oportunista (SEGABINAZI et al. 2005).

Um estudo realizado com aves marinhas da ilha de Péascoa avaliou a presenca de
bactérias em amostras de fezes e a resisténcia a antibidticos. O principal foco da pesquisa era
encontrar isolados com producdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL), que é o
principal mecanismo de resisténcia emergente entre as bactérias da familia
Enterobacteriaceae. Os pesquisadores encontraram duas bactérias que apresentavam ESBL e
estas foram identificadas como Serratia odorifera bidtipo 1, refor¢cando assim a importancia
zoonotica deste achado. Apesar do isolamento geografico da ilha e minima presenca humana,
estes resultados demonstraram que bactérias resistentes aos antibidticos estdo distribuidas
mundialmente (ARDILES-VILLEGAS et al., 2011).
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2.1.6. Providencia spp.

A primeira descricdo da bactéria é do ano de 1904, quando Rettgeri isolou um micro-
organismo ainda ndo descrito de fezes de galinhas durante um quadro clinico similar a cOlera
aviaria, mas ele ndo submeteu o isolado a estudos mais detalhados e somente 14 anos depois 0
isolado foi caracterizado. Este género é composto por cinco espécies: P. alcalifaciens, P.
heimbachae, P. rettgeri, P. rustigianii e P. stuartii. O género Providencia apresenta as
seguintes caracteristicas bioquimicas: citrato de Simmons positivo, ndo produz H,S, negativo
no teste de lisina e ornitina descarboxilase, fermenta manose e a hidrélise da ureia é variavel
(O'HARA et al., 2000).

Estudos com aves consideradas clinicamente saudaveis da familia Otididae, chamadas
genericamente de abetardas, isolaram P. rettgeri da cavidade nasal destas aves, sendo assim
concluiu-se que esta bactéria faz parte da flora bacteriana fisiol6gica da cavidade nasal desta
familia (SILVANOSE et al., 2001). Apesar de considerada uma bactéria da flora fisiol6gica
de algumas espécies de aves, Providencia spp. ja foi associada a nefrite devido a ascensao da
bactéria a partir da cloaca (LUMEIJ, 1994).

2.1.7 Salmonella spp.

Sdo bactérias Gram negativas em forma de bastonetes, geralmente moveis por
flagelos peritriquios, exceto os sorotipos S. Gallinarum e S. Pullorum. Podem ser aerdbicas ou
anaerobicas facultativas e suas colbnias variam de 2 a 4 mm de didmetro. Geralmente
produzem gas em meio com glicose, ndo fermentam a lactose e reduzem nitratos em nitritos.
(HOLT et al., 1994; OLIVEIRA, 1995; SIQUEIRA, 1995; TRABULSI; ALTERTHUM,
2008). A producdo de acido sulfidrico (H,S) é positiva, podendo ser observadas nos meios
TSI (“Triplice Sugar Iron”) e SIM (Sulfeto Indol Motilidade) provocando coloragdo negra no
fundo dos tubos. A reacéo de indol é negativa e o citrato é utilizado como fonte de carbono. A
descarboxilizagcdo da lisina € quase sempre positiva. As provas de urease, triptofano e
fenilalanina sdo negativas (JAWETZ et al., 1991; HOLT et al., 1994; OLIVEIRA, 1995;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Salmonella spp. continua sendo um patégeno de importancia mundial para 0 homem e
0s animais. Um pequeno numero de sorovares é capaz de produzir surtos em individuos
adultos clinicamente saudaveis. A bactéria geralmente penetra no hospedeiro pela rota fecal-

oral e a multiplicacdo bacteriana ocorre nas linhagens de células de macrofagos e monacitos
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(GYLES; FAIRBROTHER, 2010). A morte de aves em decorréncia da ingestdo de racdo
contaminada com endotoxinas é rara, geralmente as aves se contaminam de maneira direta.
Uma caracteristica interessante é a possibilidade de cepas patogénicas e ndo patogénicas
coabitarem simultaneamente um mesmo hospedeiro. A capacidade de penetrar no hospedeiro
que apresente a mucosa intestinal integra é o que difere uma cepa patogénica de outra ndo
patogénica, pois cepas ndo patogénicas necessitam de uma lesdo na mucosa intestinal para
invadirem a circulacdo sanguinea (GERLACH, 1994).

Em aves este patdogeno é implicado em quadros clinicos agudos e crbnicos de
salmonelose. Frangos infectados sdo a causa mais comum de contaminacdo da cadeia
alimentar sendo implicados como reservatérios de Salmonella spp. (GAST, 2003). Conforme
a espécie afetada por esta bactéria a susceptibilidade do hospedeiro e o desenvolvimento de
estado portador variam. As aves de vida-livre normalmente desenvolvem doenca subclinica
sendo implicadas como um potencial reservatério de Salmonella spp. para aviarios
(GERLACH, 1994).

As bactérias do género Salmonella spp., principalmente Salmonella Typhimurium,
podem acometer papagaios. O quadro pode ser agudo com a morte subita da ave, mas
geralmente as aves apresentam sinais de septicemia generalizada com diarreia aquosa,
polidipsia e poliuria, sinais respiratérios como dispneia, pneumonia, depressao inapeténcia e
eventualmente a doenca cursa com sinais neuroldgicos. Para a confirmacdo de salmonelose
devem-se aliar os sinais clinicos com a detec¢do da bactéria através de exame bacteriologico.
O tratamento é realizado com antibidticos de amplo espectro, escolhidos de acordo com a
cultura e testes de sensibilidade, os antibioticos mais utilizados incluem sulfa-trimetoprim,
enrofloxacina e marbofloxacina. A total eliminacdo da bacteria é muito dificil, por isso aliado
ao tratamento clinico com antibidticos devem ser adotadas medidas rigorosas de higiene e
desinfeccdo. Mesmo ap0s o tratamento a ave pode manter-se como portadora, disseminando a
bactéria no ambiente. Para descartar o estado de portador é necessario se obter trés amostras
de fezes livres de Salmonella spp. Em canérios e pintassilgos a existéncia de individuos
portadores nunca foi documentada (SANDMEIER; COUTTEEL, 2006; HARCOURT-
BROWN, 2010).

Embora as cepas de Salmonella spp. isoladas de aves de estimacdo ndo sejam
consideradas importantes patdgenos humanos, existe o potencial destas cepas afetarem
individuos imunossuprimidos, idosos e criangas. Humanos infectados com esta bactéria

também podem infectar suas aves de companhia. Tais interagdes, entre humanos e animais, ja
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foram documentadas em papagaios africanos, cacatuas, araras e papagaios do género
Amazona (GERLACH, 1994).

Diante do exposto, o Capitulo | desta dissertacdo buscou analisar as principais
enterobactérias de psitacideos mantidos em criadouro conservacionista, sendo que muitas
dessas aves foram vitimas do tréfico de animais silvestres. Para esta anélise realizamos suabes
cloacais e posterior analise microbioldgica. No seguinte capitulo, o objetivo do trabalho foi
pesquisar Escherichia coli, bem como de seus fatores de viruléncia (iss e iutA), em diferentes
tipos de amostras como suabes de cloaca e inglavio, e 6rgaos de aves submetidas a exame de
necropsia que apresentassem lesdes macroscopicas.

Os psitacideos utilizados neste estudo eram em sua maioria papagaios-chardo
(Amazona pretrei) mantidos em cativeiro (Apéndice A), espécie classificada como vulneravel
pela Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN).
Também encontram-se na lista oficial de espécies da fauna brasileira ameacgada de extin¢ao
(MMA/IBAMA), fato este que torna os resultados obtidos essenciais para a adocdo de
medidas profilaticas que visem assegurar a preservacdo desta espécie, ao melhorar 0s aspectos

relacionados a biosseguridade e minimizar os riscos para a satde publica.
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Principais enterobactérias isoladas de psitacideos em criadouro conservacionista no Sul
do Brasil

Isadora Mainieri de Oliveira Corréa, Fernanda Flores, Gustavo Henrique Schneiders, Larissa
Quinto Pereira, Luana Ribeiro Vivian, Simone Didoné Rosa, Lauren Sagave, Maristela
Lovato

RESUMO

As aves silvestres possuem importancia para a saude publica por albergarem
patdgenos passiveis de transmissdo zoonotica. O deslocamento territorial dessas aves, como o
que ocorre no tréfico de animais selvagens, constitui um mecanismo de propagacéo de novos
focos endémicos de agentes infecciosos a grandes distancias dos locais onde foram
adquiridos. Infeccbes bacterianas sdo causas frequentes de enfermidades que acometem aves
em zoologicos e criadouros. Os animais infectados podem tornar-se um risco a salude publica,
uma vez que, em alguns locais, as aves estdo expostas a visitacdo ou sdo mantidas como
animais de estimagdo possibilitando um estreito contato com o homem. Este trabalho teve
como objetivo relatar as principais enterobactérias isoladas de psitacideos mantidos em
criadouro conservacionista, para tanto foram realizados suabes cloacais em 36 aves e posterior
analise microbioldgica. As bactérias encontradas foram: Escherichia coli (40%), Serratia
odorifera (26,9%), Enterobacter aerogenes (10%), Salmonella spp. (6,6%), Proteus vulgaris
(6,6%), Providencia spp. (3,3%), Serratia liquefaciens (3,3%) e Klebsiela oxytoca (3,3%).

Palavras-chave: aves silvestres, analise microbiologica, suabe de cloaca, bactérias Gram
negativas.
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INTRODUCAO

A microbiota intestinal de Psitaciformes é composta principalmente por bactérias
Gram positivas, destacando-se as do género Lactobacillus spp., Bacillus spp.,
Corynebacterium spp., Streptomyces spp., Gaffkya spp., Aerococcus spp., Micrococcus spp.,
Staphylococcus spp., e Streptococcus spp., hdo hemoliticos; além de fungos e leveduras
(BANGERT et al., 1988; FLAMMER; DREWES, 1988) ndo se considerando saudavel a
presenca de bactérias Gram negativas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008), sendo as bactérias
Gram negativas a causa mais comum de doenca bacteriana sintomatica (OGLESBEE;
BISHOP, 2003).

A principal causa de infeccGes bacterianas sistémicas em psitacideos pode estar
associada com bactérias Gram negativas. As enterobactérias mais comumente isoladas
incluem Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., Enterobacter spp., Salmonella spp e
Yersinia pseudotuberculosis e Pseudomonas spp. As infecgdes sistémicas envolvendo estes
micro-organismos geralmente resultam da invasdo do intestino. Feridas contaminadas e
infeccdes urindrias e respiratorias causadas por estas bactérias podem culminar com infecgdes
sistémicas envolvendo o figado (SCHMIDT et al., 2003).

As aves silvestres tem importancia para a satde publica por albergarem patdgenos
passiveis de transmissdo zoonotica. O deslocamento territorial dessas aves, como 0 que ocorre
no tréfico de animais selvagens, é considerado um mecanismo de propagagdo de novos focos
de agentes infecciosos para grandes distancias dos locais onde foram adquiridos. Desta forma
as enterobactérias podem persistir por longos periodos de tempo quando o ambiente é
contaminado com as excretas das aves (BARNES et al., 2003b; IKUNO et al. 2008).

A determinacdo das bactérias presentes na microbiota intestinal pode servir como
subsidio para determinar a etiologia de doencas, sendo uma ferramenta til na elaboracdo de
programas para o controle de infec¢cbes. Também se pode medir o potencial zoonotico dos
agentes que acometem esses animais e assim elaborar medidas para a conservacdo destas
espécies aviarias (CORREA, 2007; ALLGAYER et al., 2009).

No ambiente natural a pressao pela sobrevivéncia, a alimentacdo e a disputa territorial

devem influir na flora fisioldgica, assim como no cativeiro onde o alimento sofre as mais
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diferentes fontes de contaminagdo o que pode favorecer alteragcdes na flora oral e intestinal
(LOVATO, 2012 — Informe verbal).
Este trabalho visa relatar as principais enterobactérias isoladas através de suabes

cloacais de psitacideos mantidos em um criadouro conservacionista no Sul do Brasil.

MATERIAL E METODOS

Coletou-se suabes cloacais de 36 psitacideos oriundos de criadouro conservacionista,
dos quais: nove papagaios-galego (Amazona xanthops); 21 araras-canindé (Ara ararauna);
quatro maritacas-de-cabeca-roxa (Pionus menstruus) e duas maritacas-roxa (Pionus fuscus). A
maior parte destas aves foi vitima do trafico de animais silvestres e ndo apresentavam
sintomatologia de diarreia no momento da coleta. As amostras foram enriquecidas em caldo
infusdo cérebro-coracdo (BHI) por 24 horas a 37°C, ap6s semeou-se em placas de Agar
MacConkey e foram incubadas em estufa bacteriolégica por 24 horas a 37°C. Para o
enriquecimento seletivo de Salmonella spp. utilizou-se a metodologia descrita por BRASIL
(2003), com algumas modificacdes, onde aliquotas de 100uL e 1mL foram inoculadas em
caldo Rapapport-Vassiliadis e Tetrationato respectivamente, e incubadas por 24 horas a 41°C.
Apos foram plaqueadas em Agar Verde Brilhante (VB) e Agar Xilose-Lisina-Desoxicolato
(XLD) e incubadas por 24 horas a 37 °C. As placas que apresentaram crescimento bacteriano
foram submetidas a caracterizacdo fisica e bioquimica das col6nias para identificacdo das
bactérias presentes. Os meios utilizados na caracterizagdo bioquimica foram “Triple Sugar
Iron” (TSI), Citrato de Simmons, “Lysine Iron Agar” (LIA), meio Sulfeto Indol Motilidade
(SIM) e caldo Urease. A metodologia utilizada neste trabalho foi aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (UFSM) com o seguinte nimero de parecer: 097/2011.
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RESULTADOS

Das amostras analisadas, 30 apresentaram crescimento bacteriano significativo e seis
delas foram negativas. Os papagaios-galegos avaliados seis aves (66,7%) foram positivas para
Serratia odorifera e em trés suabes cloacais (33,4%) ndo houve crescimento bacteriano. As
bactérias isoladas nos suabes cloacais das araras-canindé foram Escherichia coli em dez aves
(47,6%), Enterobacter aerogenes em trés amostras (14,2%), duas amostras positivas para
Serratia odorifera (9,5%), duas positivas para Salmonella spp. (9,5%) e uma amostra positiva
para Providencia sp. (4,7%), outra para Klebsiella oxytoca (4,7%) e um isolamento de
Serratia liquefaciens (4,7%). Em uma amostra (4,7%) ndo houve crescimento de
enterobactérias. Nas amostras de maritacas-de-cabeca-roxa houve crescimento de Proteus
vulgaris em duas amostras (50%); um suabe cloacal foi positivo para Escherichia coli (25%)
e uma amostra (25%) foi negativa. Das maritacas-roxa analisadas houve crescimento de
Escherichia coli na amostra de uma ave (50%) e em uma (50%) ndo houve crescimento
bacteriano. As bactérias encontradas e seu percentual de isolamento encontram-se descritos na
Tabela 1.

DISCUSSAO

Segundo Fudge (2001) Serratia spp. causam infec¢Ges oportunistas em mamiferos,
inclusive humanos. Apesar deste micro-organismo ndo fazer parte da flora fisioldgica de
psitacideos e de rapinantes, ndo é comum a associacdo de Serratia spp. com doenca nestas
espécies, 0 que pode ocorrer € um comprometimento do status geral da ave. Siqueira et al.
(2008) pesquisaram enterobactérias em ovos de codornas japonesas (Coturnix japonica) e
encontraram uma baixa prevaléncia, de 1,47%, para a bactéria Serratia spp. Gerlach (1994)
afirma que bactérias Serratia spp., Enterobacter spp., Hafnia spp. e Proteus spp. sdo micro-
organismos de baixa patogenicidade para aves. Nosso estudo encontrou um alto percentual
(26,9%) de isolamento de Serratia odorifera e Serratia liquefaciens (3,3%) o que indica a

necessidade de acompanhamento constante das aves para verificar a presenca do agente, pois
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mesmo sendo descrito como pouco patogénico, o nivel de detecgdo foi elevado e pode trazer
riscos para o estado geral de salde das aves.

O isolamento de E. coli em psitacideos pode ser atribuido a erros no manejos das aves,
como aglomeracdo de espécies diferentes em um mesmo recinto, alimentos contaminados,
sementes inadequadas para a espécie e deficiéncia no controle de roedores, insetos e outras
aves que possam servir como carreadoras do agente (MARIETTO-GONCALVES et al.,
2004). E. coli foi a enterobactéria mais isolada de suabes cloacais em anseriformes da espécie
asa-branca (Dendrocygna autumnalis) (AGUIRRE et al., 1992) e também em amostras de
fezes de marabu (Leptoptilos crumeniferus), uma espécie de cegonha africana, a provavel
causa deste isolamento foi atribuida a fontes de alimento e 4gua contaminados (NYAKUNDI,
MWANGI, 2011). Concordando com estes estudos, encontramos o predominio de E. coli nos
suabes analisados o que reforca a necessidade de adocdo de medidas que visem impedir a
manifestacdo de doenca clinica, pois esta bactéria é potencialmente patogénica sobretudo para
psitacideos.

Enterobacter spp. é usualmente isolado do trato alimentar de aves consideradas
saudaveis. Bactérias deste género sdo frequentemente encontradas no ambiente e em
alimentos frescos. E considerada incomum a manifestacdo de doenca relacionada a este
micro-organismo em aves de estimacdo, mas este pode ser um patdgeno oportunista em
pacientes imunossuprimidos (FUDGE, 2001). Como as aves deste estudo sdo, na sua maioria,
oriundas de apreensdes do trafico de animais silvestres esta bactéria ndo deve ser depreciada
devido a possibilidade das aves serem imunossuprimidas o que pode favorecer infeccdes
oportunistas.

Somente nos suabes cloacais de maritacas-de-cabeca-roxa identificamos amostras
positivas para Proteus vulgaris. Apesar deste micro-organismo fazer parte da microbiota
fisiologica do intestino grosso, ele € capaz de infectar ovos. InoculagcBes experimentais
demonstraram perdas de até 100% dos embrides de ovos contaminados por Proteus spp.
Quadros de septicemia por Proteus spp. ja foram observados em codornas e faisdes infectados
com virus apatogénico da influenza aviaria, o que indica tratar-se de um patégeno oportunista.
Em aves aquaticas esta bactéria é implicada em casos de salpingite, artrite, aerossaculite e
septicemia. Testes de sensibilidade antimicrobiana foram realizados com isolados clinicos e
de necropsia de perus, sendo constatada a sensibilidade a enrofloxacina e ceftiofur (BARNES,
2003b).

Estudos com aves consideradas clinicamente saudaveis da familia Otididae, chamadas

genericamente de abetardas, isolaram Providencia rettgeri da cavidade nasal destas aves,
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sendo assim inferiu-se que esta bactéria faz parte da flora bacteriana fisiologica da cavidade
nasal desta familia (SILVANOSE et al., 2001). Providencia spp. foi isolada de apenas uma
arara-canindé, mas apesar de considerada uma bactéria da flora fisioldgica de muitas espécies
de aves, ja foi associada a quadros de nefrite devido a ascensdo da bactéria a partir da cloaca
(LUMELJ, 1994).

Klebsiella oxytoca, que foi isolada de uma arara-canindé, € considerada um
contaminante ambiental que ocasionalmente estd associado a mortalidade embrionéria,
infeccBes do saco vitelino e mortalidade de aves jovens, como frangos, avestruzes e perus.
Além disso, pode ser implicada com infec¢es respiratdrias e oculares, doencas reprodutivas e
quadros de septicemia em aves (BARNES, 2003b).

Segundo Daoust e Prescott (2007) infecgbes por Salmonella spp. em aves silvestres
sdo em sua maioria adquiridas do ambiente e geralmente, com algumas excec¢oes, essas aves
tem pouca implicancia na transmissdo da bactéria para 0 homem e outros animais. Pesquisas
demonstram que o transporte de Salmonella spp. por meio de aves de vida livre, migratérias e
ndo migratérias, € raro nas aves que nao tem acesso a fontes de agua e alimentos
contaminados. Allgayer et al. (2009) detectaram, por meio de suabes cloacais, Salmonella
Braenderup em um filhote de arara-azul (Anodorhynchus hyacinthinus) e alertaram sobre o
alto potencial zoonotico desse sorovar e sobre a necessidade de adocdo de medidas de
controle sanitario para psitacideos em seu ambiente natural. Gaukler et al. (2009) analisaram
434 amostras de fezes de Sturnus vulgaris e detectaram trés amostras positivas (0,69%) para
Salmonella spp. Marietto-Gongalves et al. (2010) avaliaram 103 aves e detectaram Salmonella
enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis em trés (2,9%) papagaios-verdadeiros
(Amazona aestiva). Mesmo com um baixo percentual de deteccdo na maioria dos estudos, e
neste em questdo, é imprescindivel a realizacdo de exames microbioldgicos especificos que
possibilitem o isolamento desta bactéria, pois, mesmo sendo baixo, existe risco de

transmisséo para humanos e outras aves.

CONCLUSAO

As enterobactérias com maior ocorréncia nos psitacideos estudados foram Escherichia

coli e Serratia odorifera, além da detecgdo de duas amostras positivas para Salmonella spp.
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Alguns destes micro-organismos isolados sdo potencialmente patogénicos para aves e
humanos tornando-se um risco para satde publica.

Estes resultados indicam a necessidade de medidas preventivas que visem melhorar as
condicdes sanitarias, como por exemplo, reduzir a contaminacdo dos alimentos e controlar
roedores. Também se confirmou a importdncia da monitoria para enterobactérias em
psitacideos, devido ao elevado percentual de deteccdo de bactérias, pois apenas seis amostras

ndo demonstraram crescimento de bactérias Gram negativas.
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Tabela 1. Porcentagem de deteccdo de Enterobactérias em suabes cloacais de psitacideos
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Bactérias Isoladas

NUmero de Amostras

Percentual de amostras

Positivas positiva
Escherichia coli 12 40%
Serratia odorifera 8 26,9%
Enterobacter aerogenes 3 10%
Proteus vulgaris 2 6,6%
Salmonella spp. 2 6,6%
Providencia spp. 1 3,3%
Serratia liquefaciens 1 3,3%
Klebsiella oxytoca 1 3,3%
Total 30 100%
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Deteccgdo de fatores de viruléncia de Escherichia coli e analise de Salmonella spp. em
psitacideos

Corréa I.M.O., Flores F., Schneiders G.H., Pereira L.Q., Brito B.G. e Lovato M.

ABSTRACT.- Corréa 1.M.O, Flores F., Schneiders G.H., Pereira L.Q., Brito B.G. & Lovato
M. 2012. [Detection of virulence factors in Escherichia coli and analysis of Salmonella
spp. in psittacines] Deteccdo de fatores de viruléncia de Escherichia coli e analise de
Salmonella spp.em psitacideos. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria. Av. Roraima,
1000. Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: nepas.ufsm@gmail.com

The enteric flora of psittacines is mainly composed of Gram positive bacteria. The
presence of Gram negative bacteria is considered environmental contamination and a sign of
illness. The objective of this study was to evaluate the presence of Salmonella spp.,
Escherichia coli and the virulence factors iss and iutA of E. coli isolates. Forty-four samples
were analyzed from parrots submitted to necropsy and also cloacal and crop swabs of red-
spectacled parrots (Amazona pretrei) living in captivity. No samples were positive for
Salmonella spp. In the samples in which E. coli was detected, both virulence factors (iss and
iutA) were present, indicating a high virulence of strains isolated from psittacines.

INDEX TERMS: iss, iutA, Amazona pretrei, PCR.
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RESUMO.- A flora entérica dos psitacideos € composta principalmente por bactérias Gram
positivas, sendo que a presenca de bactérias Gram negativas, como Escherichia coli e
Salmonella spp., € um indicativo de doenca. O objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca
de Salmonella spp., Escherichia coli e os fatores de viruléncia iss e iutA dos isolados de E.
coli. Analisou-se um total de 44 amostras provenientes de psitacideos criados em cativeiro,
sendo estas 15 fragmentos de 6rgédos de aves submetidas a exame de necropsia e também 29
amostras de suabes de cloaca e inglavio de papagaios-chardo (Amazona pretrei) criados em
cativeiro. Nenhuma amostra foi positiva para Salmonella spp. Nas amostras de E. coli
detectou-se ambos os fatores de viruléncia pesquisados, indicando alto percentual de
viruléncia das cepas isoladas de psitacideos.

TERMOS DE INDEXAGCAO: iss, iutA, Amazona pretrei, PCR.

INTRODUCAO

O Brasil € o pais com maior nimero de espécies de aves da familia Psittacidae, pois das 344
espécies existentes no mundo, 72 sdo brasileiras, sendo esse grupo aviario um dos principais
alvos do comércio ilegal da fauna silvestre (Sigrist 2006). As aves domésticas sdo 0s maiores
reservatorios de Salmonella spp. (Gast 2003), sendo Salmonella Typhimurium o sorovar mais
isolado em aves de estimagédo (Menao et al. 2000).

Encontradas em todas as partes do mundo, as salmonelas infectam e sdo transportadas
por uma grande variedade de hospedeiros, incluindo humanos, animais silvestres e
domésticos. Informacgdes sobre a ocorréncia e distribuicdo dos sorovares de salmonelas na
populacdo de animais silvestres e domésticos sdo essenciais para relacionar os possiveis
reservatorios que possam ser responsaveis pela sua transmissdo (Gast 2003).

Na grande maioria das espécies aviarias Escherichia coli é descrita como sendo um
patdgeno mais frequentemente isolado que Salmonella spp., sendo a enterobactéria mais
descrita no mundo (Gerlach 2004). Durante o processo evolutivo algumas cepas de E. coli
adquiriram diferentes conjuntos de genes que lhe conferiram a capacidade de ocasionar
doenca, fato que determina a grande versatilidade patogénica dessa espécie (Hirsh 2004).

A microbiota intestinal de psitacideos é composta principalmente por bactérias Gram
positivas, ndo sendo considerada saudavel a presenca de bactérias Gram negativas (Bangert et
al. 1988, Flammer & Drewes 1988, Harrison & McDonald 1996). Segundo Marietto-
Gongalves et al. (2010) o monitoramento para a presenca de bactérias Gram negativas da
microbiota entérica de psitaciformes deve ser incluido na rotina de criacdo destas aves, pois
ndo pertencem a flora fisioldgica havendo risco de disseminacdo de possiveis patogenos para

0 homem e outros animais.
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O conceito de patogenicidade em amostras de E. coli esta relacionado com o impacto
de um ou vérios fatores de viruléncia que servem para diferenciar amostras patogénicas de
ndo patogénicas (Johnson 1991). Muitos genes que codificam estes fatores sdo encontrados
em plasmideos conjugativos, por causa da ocorréncia de resisténcia bacteriana nestes mesmos
plasmideos € possivel que o0 uso de agentes antimicrobianos possa selecionar a persisténcia de
E. coli que os contem (Johnson 2004). Algumas cepas de E. coli patogénicas para aves
(APEC — Avian Pathogenic E. coli) apresentam aumento de resisténcia aos efeitos liticos do
soro (increased serum survival — iss) sendo esta caracteristica determinada por gene
plasmideal (Ewers et al. 2007).

E. coli também expressa alta afinidade por sistemas de captacdo de ferro que sao
compostos sideréforos da aerobactina (genes iuc) e seus receptores de membrana externa
(gene iutA) (Vidotto et al. 1994, Chouikha et al. 2008). Delicato et al. (2003) sugerem que a
associacdo entre iut e iss pode aumentar o potencial de viruléncia de APEC. Yaguchi et al.
(2007) descreveram que iss e iutA estavam amplamente distribuidos em APEC e diferiram
significativamente dos indices de positivos em isolados de E .coli comensais.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de Salmonella spp., Escherichia
coli e dos fatores de viruléncia para E. coli, iss e iutA, através da analise de suabes cloacais e
de inglavio de psitacideos mantidos em cativeiro e também de amostras coletadas de
diferentes 6rgdos em exames de necropsia de papagaios-chardo (Amazona pretrei) da mesma

procedéncia.

MATERIAL E METODOS

Para a pesquisa de Salmonella spp. e Escherichia coli utilizaram-se 44 amostras divididas em:
29 amostras de suabes, sendo 14 suabes de ingluvio e 15 suabes de cloaca de psitacideos,
utilizando-se um total de 15 aves amostradas, a maior parte destes papagaios-chardo
(Amazona pretrei), uma arara-canindé (Ara ararauna) e uma maitaca-verde (Pionus
maximiliani). Também foram analisados 15 6rgdos provenientes de exames necroscopicos de
oito papagaios-chardo, que tiveram morte espontanea e eram oriundos do mesmo local. O
critério de escolha dos 6rgdos para analise microbioldgica foi conforme observacao de lesdes
macroscopicas. Os Orgdos avaliados foram: sete fragmentos de intestino, quatro amostras de
figado, uma porgdo do proventriculo, uma de ventriculo, uma de cloaca e também uma

amostra de fezes.
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Os fragmentos de 6rgdos, suabes cloacais e de ingluvio foram incubados em caldo
BHI (“Brain Hearth Infusion) a 37°C por 24 horas. Apo6s foi realizada semeadura em placa
de Agar Sangue e Agar MacConkey e incubacdo a 37°C por 24 horas. Para anélise de
Salmonella spp. utilizou-se a metodologia descrita por BRASIL (2003) com algumas
modificacGes, onde aliquotas de 100pL e 1mL do caldo BHI foram inoculadas em caldos de
enriquecimento seletivo, Rapapport Vassiliadis e Tetrationato respectivamente, e incubadas
por 24 horas a 41°C. Ap6s foram plaqueadas em Agar Verde Brilhante (VB) e Agar Xilose-
Lisina-Desoxicolato (XLD) e incubadas por 24 horas a 37°C. As placas que apresentaram
crescimento bacteriano foram submetidas a caracterizacdo morfoldgica e bioquimica das
coldnias. Os meios utilizados na caracteriza¢do bioquimica foram “Triple Sugar Iron” (TSI),
Citrato de Simmons, “Lysine Iron Agar” (LIA), meio Sulfeto Indol Motilidade (SIM) e caldo
Urease, ap6s a identificacdo final as colbnias bacterianas foram semeadas em Agar Nutriente
e estocadas a 5°C.

Posteriormente foram selecionadas quatro amostras de E. coli, sendo estas
representativas de duas aves submetidas a necropsia e de dois isolados de aves clinicamente
saudaveis, e remetidas para o Laboratério de Enterobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), para a realizacdo de antibiograma pelo teste de disco-difusdo e identificacdo final.
Foram testados os seguintes antimicrobianos: Fosfomicina, Cloranfenicol, Cefoxitina,
Ciprofloxacina, Ampicilina, Gentamicina, Acido Nalidixico, Imipenem, Nitrofurantoina,
Cefepime, Streptomicina, Ceftazidima, Tetraciclina, Sulfametoxazol Trimetroprim.

Um total de 28 amostras positivas no exame microbioldgico para Escherichia coli
foram submetidas a reacdo da polimerase em cadeia (PCR) para deteccdo dos fatores de
viruléncia iss e iutA. Para a reacdo da polimerase em cadeia (PCR), o DNA foi extraido por
fervura e quantificado em NanoDrop™ 1000 “spectrophotometer” (Thermo Scientific). A
amplificagdo do DNA foi feita em solu¢do com volume final de 25uL contendo 14,3ul de
DNA e mistura para PCR com 2mM de MgCl2, 200uM de cada dNTPs, 10pmol de cada
“primer” iss (5’- GTG GCG AAA ACT AGT AAAACAGC-3’¢e5-CGC CTC GGG GTG
GAT AA - 3%) ou iutA (5’- GGC TGG ACA TGG GAA CTG G -3’ ¢ 5’- CGT CGG GAA
CGG GTA GAATCG - 3’) e 2U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Milan, Italy).

Para a analise do gene iss (760pb) a mistura foi submetida, em um termociclador
(Mastercycler — Eppendorf, Hamburg, Deutschland), a uma temperatura de 94°C por cinco
minutos e 30 ciclos de amplificagdo, compreendidos por desnaturacdo a 94°C durante um
minuto, anelamento a 50°C por um minuto e extensdo a 72°C durante dois minutos. Apos

esses ciclos procedeu-se etapa final de 72°C por sete minutos. Para gene iutA (300pb) a
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amplificagdo consistiu de ciclo inicial de 94°C por cinco minutos, 30 ciclos consistindo de
desnaturacdo a 94°C durante um minuto, pareamento a 63°C por um minuto e extensdo a
72°C por dois minutos. Apos seguiu-se etapa final de 72°C por dois minutos.

Os resultados foram obtidos ap6s a corrida dos amplificados por eletroforese em gel
de agarose a 1%, em tampdo TBE (1X), a 90V, durante aproximadamente 45 minutos,
corados com GelRed (Uniscience) e visualizados sob luz ultravioleta em transiluminador. Foi

utilizado marcador de peso molecular Ladder 100pb (Promega, Madison, W1).

RESULTADOS

Das 29 amostras de suabes cloacais e de inglavio analisadas obteve-se isolamento e
caracterizacdo bioquimica compativel com E. coli em 14 amostras (Quadro 1). As aves
analisadas nesta etapa eram consideradas saudaveis e ndo apresentavam sinais clinicos de
colibacilose no periodo da coleta. Das 14 amostras onde se confirmou o isolamento de E. coli
13 delas, correspondentes a dez aves, foram testadas para os fatores de viruléncia iss e iutA.
Sendo que, dos oito suabes cloacais testados sete foram positivos para o gene iss (87,5%) e
cinco foram positivos para o gene iutA (62,5%). Os cinco suabes de ingluvio analisados
tiveram 100% de deteccdo do gene iss, € para 0 gene iutA obtivemos quatro amostras
positivas o que representou 80%.

Todos os papagaios-chardo necropsiados, em numero de oito, tiveram o diagnéstico
confirmado de colibacilose, pois além dos sinais clinicos compativeis, a bactéria foi isolada de
todas as amostras. No exame de necropsia constatou-se que as aves apresentavam estado
nutricional que variou de oOtimo a péssimo (Figura 1), para esta avaliacdo foi realizada
inspecdo visual da musculatura peitoral e gordura de cobertura do esterno, também se
constatou aerossaculite, pericardite, perihepatite, lesdes hemorragicas na mucosa do intestino
e tamponamento de cloaca (Figura 2). A analise dos orgaos das aves submetidas a necropsia
demonstrou a detecgdo do gene iss em sete aves (85,7%) e do gene iutA em seis psitacideos
necropsiados. Dos sete isolados de E. coli do intestino detectamos 0 gene iss em seis
fragmentos (85,7%) e 0 gene iutA em cinco (71,4%). Das quatro amostras de figado testadas
trés (75%) foram positivas para iss e gene iutA. Os isolados do proventriculo, ventriculo e
cloaca demonstraram expressdo dos genes iss e iutA representando 100%. J& a amostra de
fezes somente expressou o0 gene iss sendo negativa para iutA.

Todos os isolados encaminhados para a Fiocruz obtiveram a confirmagéo para a

bactéria E. coli e trés deles foram classificados em Escherichia coli (rugosa) e uma amostra
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n&o aglutinou nos antissoros EPEC/EIEC. Com relagéo ao perfil de resisténcia uma amostra
de suabe cloacal foi resistente a cloranfenicol e cefoxitina e uma amostra de material
analisado em necropsia mostrou-se resistente a ampicilina, tetraciclina, estreptomicina e
sulfametoxazol-trimetropim. Os demais isolados foram sensiveis a todos os antibidticos
testados.

Os oOrgéos avaliados e o percentual de deteccdo dos genes de viruléncia, bem como a
analise dos suabes cloacais e de inglavio, se encontram descrito no Quadro 2. Em nenhuma

etapa deste estudo isolou-se Salmonella spp. nas amostras analisadas.

DISCUSSAO

Neste estudo a bactéria Salmonella spp. ndo foi isolada em nenhuma amostra submetida ao
enriquecimento seletivo concordando com o demonstrando por Gopee et al. (2000) que
relataram a baixa frequéncia de isolamento de Salmonella spp. em aves silvestres de cativeiro
guando comparada a mamiferos e répteis. Gaukler et al. (2009) analisaram 434 amostras de
fezes de Sturnus vulgaris e encontrou Salmonella spp. em apenas trés (0,69%) amostras.
Marietto-Gongalves et al. (2010) avaliaram 103 aves, em sua maioria psitacideos, e
detectaram a presenca de Salmonella enterica subespécie enterica sorotipo Enteritidis em trés
(2,9%) psitacideos. Apesar de este estudo confirmar a baixa frequéncia de isolamento de
Salmonella spp. em aves silvestres ndo devemos menosprezar este patdgeno, pois uma vez
presente podera determinar sinais clinicos severos e mortalidade elevada. Segundo Allgayer et
al. (2009) informacGes sobre a ocorréncia e distribuicdo de Salmonella spp. em animais
selvagens e domésticos sdo fundamentais para detectar 0s possiveis reservatorios que possam
ser responsaveis pela manutencao e disseminacéo deste agente.

Uma hipdtese para a elevada taxa de detecgdo de E. coli nas aves analisadas se deve ao
fato de serem aves silvestres criadas em cativeiro passiveis de estresse crénico. Godoy (2007)
relata que a colibacilose é frequente em psitacideos mantidos em local com grande nimero de
individuos, onde ha facilidade na dispersdo da bactéria pela contaminacgdo fecal da agua, do
alimento e ambiente onde as aves vivem. A ndo manifestacdo de sinais clinicos e o isolamento
de E. coli nos psitacideos submetidos a suabes cloacais e de inglivio pode ser atribuido ao
fato desta patologia apresentar inicio repentino e sinais clinicos inespecificos, como postura
sonolenta da ave, ericamento de penas, diarreia, poliuria e anorexia (Friend & Frason, 1999).

Segundo Silveira et al. (1994) somente a detec¢do do plasmideo contendo o gene iss

ndo é suficiente para caracterizar uma cepa de E .coli como patogénica, mas este gene pode
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ser considerado como marcador de viruléncia, pois 0 gene iss € 0 mais prevalente em cepas
provenientes de isolados de aves doentes (Delicato et al. 2003, Foley et al. 2003, Nolan et al.
2003, Ozawa et al. 2008). Na avaliacdo dos fatores de viruléncia presentes nos isolados
provenientes de suabes encontraram-se resultados semelhantes, pois os suabes de inglavio
foram todos positivos para o0 gene iss e somente em um isolado ndo foi demonstrado o gene
iutA. Apesar de estas aves terem sido classificadas como saudaveis, ndo descartamos a
possibilidade de cepas patogénicas de E. coli estarem circulando nesta populacdo de
psitacideos, uma vez que foi detectado ambos os fatores de viruléncia e serem aves da mesma
procedéncia das aves submetidas a necropsia, nas quais colibacilose foi confirmada como
causa da morte.

Gaukler et al. (2009) avaliaram 206 isolados de E. coli em amostras de fezes de
Sturnus vulgaris selvagens e ndo encontraram nenhuma amostra positiva para 0 gene iutA
embora ele seja comumente isolado de APEC. O mesmo ocorreu na amostra de fezes deste
estudo a qual foi negativa para 0 gene iutA e positiva para o gene iss, corroborando que o
gene iutA ndo seja comumente detectado em amostras de fezes de aves. J& 0 gene iss foi
detectado em todos os isolados classificados como patogénicos, indicando que o gene iss é
mais comum em aves selvagens e tem maior correlagdo com a patogénese da doenca.

Abreu et al. (2010) detectaram a presenca do gene iss em 55% das cepas de
Escherichia coli isoladas da traqueia de codornas destinadas ao abate. Delicato et al. (2003)
encontraram 38,5% de positivos em isolados traqueais e de figado de aves com colibacilose
guando testadas para o gene iss. Ewers et al. (2007) detectaram o gene iss em 84% dos
isolados de APEC. Ikuno et al. (2008) avaliaram 57 isolados de E .coli provenientes de aves
silvestres submetidas a quarentena e encontraram 26,6% de positivos para gene iss. Estes
resultados reforcam a alta taxa de positividade para o gene iss encontradas no presente artigo,
onde 93,3% das amostras de érgdos apresentaram este gene e 92,3%das amostras de suabes
foram positivas.

O gene iutA foi positivo para 73,3% das amostras de 6rgédos estudadas e em 69,2% das
amostras de suabes cloacais e em 92,3% dos suabes de inglavio, resultado semelhante aos
trabalhos de Delicato et al. (2003) que encontraram 63% de amostras positivas para o0 gene
iutA em isolados de galinhas com colibacilose e Trampel et al. (2007) que descreveram a
presenca deste gene em quatro galinhas, de um total de cinco, com lesbes de peritonite.
Yaguchi et al. (2007) avaliaram 125 amostras de E. coli de frangos de corte com lesdes de

colisepticemia e encontraram o gene iutA em 74,4% destes isolados.
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Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os psitacideos avaliados néo
apresentam potencial de disseminacdo de Salmonella spp., uma vez que a bactéria ndo foi
isolada de nenhuma amostra analisada.

Comprovou-se o elevado potencial de viruléncia de E. coli, tanto das amostras de aves
consideradas saudaveis como das aves mortas em decorréncia da colibacilose, uma vez que o
gene iss e iutA foram expressos na maior parte dos isolados de E. coli testados. E fundamental
a monitoria para E. coli e outras enterobactérias em criadouros de aves silvestres,
especialmente psitacideos, devido ao risco de disseminacdo desta bactéria nos recintos e
elevada taxa de mortalidade que possa vir a ocorrer em decorréncia da patogenicidade desta
bactéria para as aves.
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Quadro 1. Isolamento de Escherichia coli de suabes de ingluvio e cloaca de psitacideos

Positivos Negativos Total de Amostras
Suabe de Cloaca 8 7 15
Suabe de Inglavio 6 8 14

Total 14 15 29
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Quadro 2. Resultados obtidos da analise para fatores de viruléncia (iss e iutA) em amostras de E. coli isoladas de psitacideos

Total de Isolados Analisados Isolados Positivos para os Fatores de Viruléncia
ISOLADOS DE NECROPSIA iss iutA
Intestino 7 6 (85,7%) 5(71,4%)
Figado 4 3(75%) 3 (75%)
Proventriculo 1 1 (100%) 1 (100%)
Ventriculo 1 1 (100%) 1 (100%)
Cloaca 1 1 (100%) 1 (100%)
Fezes 1 1 (100%) -
TOTAL NECROPSIA 15 14(93,3%) 11 (73,3%)
ISOLADOS POR SUABE

Suabe de Cloaca 8 7 (85,5%) 5(62,5%)
Suabe de Inglavio 5 5 (100%) 4 (80%)
TOTAL SUABES 13 12 (92,3%) 9 (69,2%)

TOTAL GERAL 28
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Figura 1. Estado nutricional ruim (A) e estado nutricional 6timo (B) constatado na necropsia de Amazona pretrei.
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Figura 2. LesOes de aerossaculite, pericardite e perihepatite observadas em exame de necropsia de um
papagaio-chardo (Amazona pretrei).



5 CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel comprovar a importancia da bactéria E. coli em
psitacideos, pois foi detectado nos isolados avaliados os fatores de viruléncia iss e iutA, sendo
estes os principais fatores de viruléncia relacionados com a patogenicidade de amostras
APEC. Também foi isolada Salmonella spp. em psitacideos de um dos criadouros avaliados,
indicando que, apesar da baixa deteccdo, sempre deve ser preconizado a realizagdo de testes
microbioldgicos especificos que visem a deteccdo deste micro-organismo potencialmente
patogénico para aves e humanos.

Em virtude destes resultados podem-se tracar metas para elaboracdo de programas de
manejo em criadouros de psitacideos que visem minimizar e eliminar o risco de infec¢des
decorrentes de E. coli patogénicas, através de monitoramento constante das aves e analise da
viruléncia de isolados, auxiliando na preservacdo de espécies ameagadas, como por exemplo,

0 papagaio-chardo.
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7 APENDICE A

Figura 1 - Papagaio-chardo (Amazona pretrei).



