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RESUMO

Os psitacideos sdo amplamente comercializados de forma ilegal no Brasil, sendo passiveis
de atuarem como fontes de transmissao de micro-organismos potencialmente zoonoticos,
como a bactéria Escherichia coli. No presente estudo, foram isoladas sete cepas de E. coli
de 30 psitacideos, provenientes do Centro de Triagem de Animais Selvagens do Ceard -
CETAS/CE. Quanto ao potencial patogénico, observou-se 71,4% de positividade para o
teste de Vermelho-congo e nenhuma positividade para o teste de atividade hemolitica.
Realizou-se um teste de sensibilidade aos antimicrobianos, averiguando a presenga de duas
cepas multirresistentes. Verifica-se, entdo, a presenca de cepas de E. coli potencialmente
patogénicas nas aves analisadas, sendo essencial a realizagdo do monitoramento
microbiologico dos animais do CETAS, impedindo a disseminacao de zoonoses.
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ABSTRACT

The psittacine birds are largely traded illegally in Brazil, being capable of acting as sources
of microorganisms potentially zoonotic, like Escherichia coli. In this study, seven strains
of E. coli were isolated from 30 birds, housed in the CETAS/CE. Regarding the potential
pathogenic, it was observed 71.4% positivity in the Congo red binding test and no test
positive for hemolytic activity. It was conducted an antimicrobial susceptibility test,
verifying the existence of two multi resistant strains. Then, there is the presence of
potentially pathogenic strains of E. coli in the birds on this study, being essential the
microbiological monitoring of the animals in CETAS, preventing the spread of zoonoses.
Key words: Birds, traffic, Escherichia coli, zoonosis, public health.

INTRODUCAO

O trafico de animais silvestres no Brasil ¢ a terceira maior atividade ilegal no
mundo, superada somente pelo comércio de armas e de narcoticos. Estima-se que o trafico
de animais silvestres captura cerca de 38 milhdes de espécies nativas do Brasil
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(RENCTAS, 2018). Em funcdo das condi¢des insalubres impostas as aves durante o
transporte e alojamento, ¢ alta a mortalidade dos animais silvestres oriundos de criagdes
ilegais e destinados a comercializacdo. As aves sobreviventes apresentam-se fragilizadas,
sofrendo desequilibrios de carater imunologico, que as tornam susceptiveis ao
desenvolvimento de infec¢des primarias e secundarias, principalmente através da atuacao
oportunista de enterobactérias (KONEMAN et al., 2008).

As bactérias que mais causam mortes e problemas em psitacideos sdo as do
género Salmonella e a Escherichia coli, responsaveis pela salmonelose e pela colibacilose,
respectivamente (LOPES et al., 2016). Dessa maneira, as aves provenientes do trafico
podem ser carreadoras desses agentes patogénicos, que podem representar uma
significativa ameaga, nao sé a saude animal, como também a satde humana, visto que
trata- se de uma zoonose. Além disso, ja foram detectados em passeriformes oriundos do
trafico, E. coli contendo genes de viruléncia de relevancia para a satide publica, tais como
eaeA, bfpA, aaiC e stxI (GAIO et al., 2019).

Outro aspecto importante envolvendo a microbiota das aves silvestres refere-se ao
problema da resisténcia aos antimicrobianos (TRINDADE e FIGUEIRA, 2018; GAIO et
al., 2019). A Escherichia coli, por exemplo, se apresenta como uma populagdo de intensa
dinamicidade no intestino, possibilitando continua renovac¢dao bacteriana por micro-
organismos cada vez mais resistentes a antibioticos (PIATTI e BALDASSI, 2007). Esse
fator tem se configurado como um obstaculo para a satde publica, pois a resisténcia pode
ser um risco quando associado ao tratamento de infecg¢des por Escherichia coli em
humanos (IKUNO et al., 2008; SANTOS et al., 2010).

Diante de tal realidade preocupante, o presente trabalho teve por objetivo o
isolamento e identificagdo de cepas de Escherichia coli isoladas de psitacideos,
provenientes do Centro de Triagem de Animais Silvestres (CETAS/CE), conjuntamente
com a avaliagdo de seu potencial patogénico e de sua resisténcia a antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS
Comité de ética

O presente trabalho foi realizado pela equipe do Laboratorio de Estudos
Ornitolégicos — LABEO, localizado na Universidade Estadual do Ceara — UECE, e foi
submetido e aprovado pelo Comité de FEtica para o Uso de Animais da UECE
(CEUA/UECE) sob o seguinte n° de protocolo: 127697942 e com o SISBIO com seguinte
n° de protocolo: 38345.

Coleta de amostras

As amostras de fezes foram coletadas através de suabes, por via cloacal das aves
apreendidas que se encontravam no Centro de Triagem de Animais Selvagens do Ceara
(CETAS/CE), de modo que foram avaliados 30 psitacideos durante o periodo de novembro
de 2012 a fevereiro de 2013. Os suabes foram acondicionados em tubos individuais
contendo 10mL de agua peptonada a 0,1%, sendo mantidos refrigerados em isopor
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contendo gelo reciclado e encaminhados para o Laboratorio de Estudos Ornitoldgicos
(LABEOQ) para a realizagdo do processamento microbiologico.

Processamento microbioldgico

As amostras coletadas foram incubadas em estufa bacteriologica por 37 °C
durante 24 horas, sendo posteriormente repassado ImL de cada tubo para os caldos:
Selenito, Cistina e Brain Heart Infusion (BHI), sendo novamente incubadas durante 24
horas. Em seguida, as amostras foram plaqueadas em Agar MacConckey e dgar Hektoen
Enteric e dispostas na estufa bacteriologica por mais 24 horas. As unidades bacterianas
crescidas foram transferidas para tubos com agar Triplice A¢ucar Ferro (TSI), e incubadas
a 37 °C por 24 horas.

Ap0s esse periodo, os tubos de TSI que apresentaram crescimento bacteriano com
bactérias fermentadoras de acucares foram selecionados e submetidos a bactéria
bioquimica para a identificacdo bacteriana. Os seguintes testes bioquimicos foram
empregados: agar Lisina Ferro (LIA), SIM Medium, Citrato de Simmons, vermelho de
metila (VM), Voges-Proskauer (VP), ornitina-descarboxilase, ureia, malonato, lactose,
sacarose, manitol, arabinose, raminose, rafinose, sacarose, dulcitol, adonitol, inositol e
sorbitol (HOLT et al., 1994; KONEMAN, 2008).

Para a confirmacdo do resultado da E. coli, as amostras que se apresentaram
positivas na interpretacdo do perfil bioquimico, foram semeadas no agar Eosina Azul de
Metileno (EMB), cuja colonia com coloracdo esverdeada e de aspecto metalico foi
considerada positiva para E. coli (FERREIRA e KNOB, 2000).

Avaliacio do potencial patogénico in vitro das cepas de E. coli

Para avaliacdo do potencial de patogenicidade das amostras de E. coli isoladas,
foram empregues os Testes de Vermelho-congo e o de atividade hemolitica em agar
Sangue. Para tanto, as amostras contidas em agar nutriente foram transferidas para tubos de
ensaio contendo meio TSI e enviadas a estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas.
Posteriormente, para analise do teste de Vermelho-Congo, as bactérias foram semeadas do
TSI para placas contendo agar Tryptic Soy acrescido do corante de vermelho congo, sendo,
novamente, dispostas em estufa bacteriologica. As amostras positivas foram consideradas
por meio da presenca de colOnias bacterianas vermelhas e as negativas, com coloragao
palida 4 (ROY et al., 2006; MARIETTO-GONCALVES et al., 2010).

Para a verificacdo do teste de hemolise em agar Sangue, as amostras foram
semeadas do TSI para as placas de dgar Sangue e incubadas a 37 °C por 24 horas. As
colonias crescidas que apresentaram halo de hemolise total ou parcial circundantes foram
consideradas produtoras para hemolisina e as negativas, aquelas que apresentaram auséncia
de halo (GUASTALLI et al., 2010).

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para averiguacdo da sensibilidade das cepas de E. coli isoladas, foram
empregados os seguintes antimicrobianos: Ceftiofur, Ciprofloxacina, Enrofloxacina,
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Estreptomicina, Gentamicina, Sulfonamida, Sulfametoxazol-Trimetoprim, Acido
Nalidixico, Ampicilina, Polimixina B e Tetraciclina.

As coldnias bacterianas presentes no Agar MacConkey foram transferidas para
tubo de ensaio contendo solugdo salina, objetivando-se a turvacdo do meio.
Posteriormente, a solugdo turva do meio foi repassada para uma placa de petri contendo o
agar Mueller-Hinton. Em seguida, foram dispostos no meio os discos contendo os
antimicrobianos, posicionados de modo circular e separados entre si. Finalmente,
incubaram-se as placas a 37 °C por 24 horas, sendo realizada a leitura dos halos de inibigdo
apods esse periodo de acordo com os padrdes estipulados pela Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2013).

Analise estatistica

A interpretacdo dos resultados foi realizada por meio de uma andlise de frequéncia
absoluta e relativa dos dados obtidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi realizado o isolamento cloacal de sete bactérias
identificadas bioquimicamente como Escherichia coli em psitacideos provenientes do
CETAS/CE, correspondendo a um percentual de 23,3% (7/30) de aves (Fig. 01).
Averiguou-se que as aves, aparentemente, encontravam-se clinicamente saudaveis, nao
tendo sido perceptivel a presenca de sinais caracteristicos para colibacilose ou de outras
enfermidades.

Figura 01: Colonias de Escherichia coli em agar Eosina Azul de Metileno.

Os percentuais de psitacideos oriundos do trafico de animais silvestres que sdo
positivos para E. coli variam em diversas pesquisas cientificas. Desta forma, foi possivel
encontrar taxas superiores ou inferiores ao detectado nos psitacideos alojados no
CETAS/CE. Marietto-Gongalves et al. (2010) observaram taxas de positividade para E.
coli de 19,0%, enquanto Hidasi et al. (2013) detectaram 57,3%. As taxas de E. coli
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isoladas vao depender de fatores como o estresse a qual o psitacideo foi submetido
(CORREA et al., 2013), assim como da qualidade sanitaria das instalagdes em que as aves
se encontram (MATTES et al., 2005).

Quantitativamente o valor encontrado de cepas de E. coli ndo foi elevado,
entretanto, a significancia estd na possibilidade da bactéria possuir fatores de viruléncia
intrinsecos, ou na possibilidade de a bactéria sofrer uma adaptacao mutacional que a torne
apta a se tornar patogénica a ave silvestre, tornando-a hospedeira de agente etioldégico com
potencial zoondtico (QUINN et al., 2002; IKUNO et al., 2008).

Em relacdo a determinagdo do potencial patogénico, verificou-se a presenca de
cinco amostras positivas para o teste de Vermelho-Congo (Fig. 02), representando cerca de
71,42% (5/7), enquanto em relagdo ao teste de atividade hemolitica, nenhuma amostra foi
considerada positiva (Fig. 03).

Figura 02: Placas de Agar Vermelho-Congo contendo coldnias de Escherichia coli,
palidas e colonias avermelhadas em ambas, representando coldnias negativas e positivas,
respectivamente.

Figura 03: Placas de Agar-Sangue contendo coldnias de Escherichia coli com auséncia de
halos de hemolise ao redor das colonias, representando condi¢des de negatividade.

Assim como o ocorrido na pesquisa de Trindade e Figueira (2018), os quais
submeteram isolados de enterobactérias de psitacideos de cativeiro ao teste de atividade
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hemolitica, ndo foi detectada nenhuma positividade nas cepas oriunda dos psitacideos do
CETAS/CE. Entretanto, os achados referentes ao teste Vermelho-Congo mostram que a
maioria das amostras coletadas continham cepas de E. coli com potencial patogénico, e
isso demonstra que a populacdo da microbiota entérica dessas aves podem estar
constituidas ndo somente por inofensivas bactérias dessas espécies, mas também por
patdogenos que possam trazer prejuizos a satde humana e dos animais. Apesar desse
relevante achado, a utilizagdo deste teste vem sendo questionado. E um teste que tem sido
empregado por diversos estudos para indicar patogenicidade de bactérias (SHARADA et
al., 2010; HIDASI et al., 2013). Porém, Sharada et al. (2010) consideram que existe forte
correlacdo entre a capacidade bacteriana de se ligar ao corante vermelho congo com o seu
potencial patogénico, afirmagdo corroborada por estudos prévios (CORBETT et al., 1987,
QUADRI et al., 1988).

O teste de sensibilidade antimicrobiana demonstrou que trés amostras das sete
avaliadas (42,8%) apresentavam resisténcia a pelo menos um dos antibidticos testados
(Tab. 01). Todas as trés apresentaram resisténcia a ampicilina, mas nenhuma apresentou a
ceftiofur e polimixina B. A multirresisténcia nas duas amostras ocorreu em relagdo aos
seguintes antibidticos: ampicilina, gentamicina enrofloxacina, tetraciclina, sulfametoxazol-
trimetropim, ciprofloxacina, sulfonamida, estreptomicina e acido nalidixico.

Tabela 01: Perfil de sensibilidade de antimicrobianos de isolados de E. coli oriundas de
psitacideos alojados no Centro de Triagem de Animais Selvagens do Ceard (CETAS/CE).

Antibioticos Amostras resistentes (+)

1 2 3 4 5 6 7

Ceftiofur

Ciprofloxacina + +
Enrofloxacina + +
Estreptomicina + +
Gentamicina + +
Acido nalidixico + +
Ampicilina + + +
Polimixina B

Tetraciclina + +
Sulfametoxazol + Trimetropim + +

Embora a maioria das amostras (5/7) tenham se apresentado sensiveis a maioria
ou a todos os antimicrobianos testados, a multipla resisténcia revelada por essas duas
amostras ¢ um achado relevante, principalmente, quando quatro dessas drogas
(enrofloxacina, tetraciclina, ampicilina e gentamicina) sdo rotineiramente empregadas no
tratamento de colibacilose em aves (FERREIRA e KNOBL, 2000), o que pode explicar o
ocorrido.
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Segundo IKUNO ef al. (2008), na literatura ¢ presenciada uma crescente
preocupagdo com o carater de resisténcia bacteriana a antibidticos, principalmente com a
facilidade em que tem sido verificada a identificagdio de micro-organismos
multirresistentes, como no presente resultado em que (2/7) se mostraram multiressitentes a
antibidticos utilizados rotineiramente para tratamento de colibacilose (Fig. 04). Esse
transtorno tem sido associado, principalmente, ao uso indiscriminado e prolongado de
concentragdes erroneas de antimicrobianos (FERREIRA e KNOBL, 2000), embora alguns
estudos tenham sugerido que a aquisicdo de resisténcia esteja associada ndo somente ao
uso inescrupuloso de drogas, mas, também, a transferéncia de genes entre bactérias de
mesma ou de diferentes espécies (HIDASI et al., 2013).

Figura 04: Apresentagao dos halos de inibi¢ao nas placas de antibiograma.

Dessa forma, uma das grandes adversidades que a resisténcia das cepas de E.coli
pode resultar, ¢ a formagdo de aves selvagens carreadoras, acarretando na transmissdo de
cepas potencialmente patogénicas e com genes de resisténcia para outros animais, como
para o proprio ambiente, seja no espago fisico do CETAS como na natureza, caso seja
realizado a soltura ap6s a reabilitacao dessas aves (DOLEJSKA et al., 2007).

CONCLUSAO

Portanto, foi possivel averiguar que os psitacideos apreendidos do trafico ilegal
albergam cepas de Escherichia coli potencialmente patogénicas a outros animais, inclusive
ao homem. Desse modo, institui-se a necessidade emergente de uma politica eficaz de
fiscalizacdo e combate ao trafico de animais silvestres, que possa manter um controle do
potencial carreador de enfermidades zoonoéticas que esses animais representam.

Adicionalmente, ¢ essencial a instalacdo de um programa rotineiro de
monitoramento microbiologico das aves do CETAS/CE, para que se possa realizar o
isolamento e identificacdo de bactérias de importancia para a saide publica, para que se
possa instituir um programa de antibioticoterapia adequado, assim como 0s ajustes
significativos no manejo e albergue das aves, possibilitando, entdo, a soltura de aves em

condigoes fisiologicas condizentes com sua natureza bioldgica.
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