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RESUMO. A prética de se obter animais de estimacdo esta cada dia mais inserida na
sociedade, esse fato deve-se ao bem-estar e qualidade de vida que o convivio com estes
animais traz aos humanos. A procura por animais exoticos, tem se tornado frequente, sendo
0s psitacideos um dos grupos mais apreciado para esse fim. Porém, essas aves sao passiveis
de transmitir patégenos tanto para 0 homem, quanto para outros animais, representando um
relevante fator de risco a salde publica. Este projeto teve por objetivo realizar a
determinag&o do perfil de susceptibilidade antimicrobiana e da produgéo de hemolisina em
enterobactérias isoladas de psitacideos em cativeiros do Parque das Aves em Toledo-PR
Parana. Foram analisadas amostras positivas para Escherichia coli (20% do total de
amostras analisadas), previamente identificadas e isoladas e realizados antibiogramas
segundo o Método de Kirby & Bauer. Posteriormente, realizou-se avaliacdo de fator de
viruléncia, por meio do teste de atividade hemolitica (TAH) semeando as amostras em agar
Sangue, tendo como controle positivo uma amostra de E. coli EHEC e como controle
negativo uma amostra de E. coli K12. A interpretacdo dos valores dos halos obtidos no
antibiograma verificou o grau de sensibilidade das amostras de E. coli aos antibi6ticos,
onde notou-se a resisténcia das amostras a varios antibidticos testados. No teste de TAH
identificou-se gama-hemélise. A determinacdo do perfil de sensibilidade das cepas de
E.coli, torna ainda mais relevante a preocupagdo com a patogenicidade dos microrganismos
gue essas aves podem portar, tendo em vista 0 grau de resisténcia dessas bactérias aos
antibioticos testados. Este perfil também possibilitou saber quais antimicrobianos tem acéo
mais efetiva sobre as bactérias encontradas, possibilitando melhor entendimento sobre a
microbiota destes animais.

Palavras chave: animais silvestres, Escherichia coli, Salmonella spp.

Antimicrobial susceptibility profile and haemolysin production of
enterobacteria from Psittacidae in captivity

ABSTRACT. The practice of getting pets is increasingly inserted in society; this fact is
due to the welfare and quality of life that the living with these animals brings to humans.
The search for exotic animals has become frequent, with parrots being one of the groups
most appreciated for this purpose. However, these birds are likely to transmit pathogens
both to man and to other animals, representing a relevant risk factor for public health. The
aim of this work was to determine the profile of antimicrobial susceptibility and hemolysin
production in enterobacteria isolated from psittacines of captive of bird park in Toledo city
Brazil. Escherichia coli positive samples (20% of the analysed sample), previously
identified and isolated, were analyzed and performed according to Kirby & Bauer method.
Subsequently, virulence factor evaluation was performed by hemolytic activity test (TAH)
by sowing the samples in Blood agar, having as a positive control sample of E. coli EHEC
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and as negative controls a sample of E. coli K12. The interpretation of the values of halos
obtained in the antibiogram verified the degree of sensitivity of E. coli samples to
antibiotics, where the resistance of the samples to several antibiotics tested was noted.
Gamma haemolysis was identified in the TAH test. The determination of the sensitivity
profile of strains of E. coli makes even more relevant the concern with microorganism’s
pathogenicity that these birds can carry, considering the degree of resistance of these
bacteria to the tested antibiotics. This profile also made it possible to know which
antimicrobials have a more effective action on the bacteria found, allowing a better
understanding of the microbiota of these animals.
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Perfil de susceptibilidad antimicrobiana y produccién de hemolisina

de enterobacterias de psitacidos en cautiverio

RESUMEN. La practica de obtener animales domésticos esta cada dia mas insertada en la
sociedad, ese hecho se debe al bienestar y calidad de vida que la convivencia con estos
animales trae a los humanos. La busqueda de animales exoticos, se ha vuelto frecuente,
siendo los psitacidos uno de los grupos mas apreciado para ese fin. Sin embargo, estas aves
son pasibles de transmitir patégenos tanto para el hombre, como para otros animales,
representando un relevante factor de riesgo a la salud publica. Este proyecto tuvo como
objetivo realizar la determinacién del perfil de susceptibilidad antimicrobiana y de la
produccion de hemolisina en enterobacterias aisladas de psitcidos de cautiverios del
parque de las aves en la ciudad de Toledo (Brasil). Se analizaron muestras positivas para
Escherichia coli (20% del total de muestras analizadas), previamente identificadas y
aisladas y realizados antibiogramas segln el Método de Kirby & Bauer. Se realizd
evaluacion de factor de virulencia, por medio de la prueba de actividad hemolitica (PAH)
sembrando las muestras en agar Sangre, teniendo como control positivo una muestra de E.
coli EHEC y como control negativo una muestra de E. coli K12. La interpretacion de los
valores de los halos obtenidos en el antibiograma verific6 el grado de sensibilidad de las
muestras de E. coli a los antibidticos, donde se observd la resistencia de las muestras a
varios antibiéticos probados. En la prueba de PAH se identific6 gamma-hemolisis. La
determinacion del perfil de sensibilidad de las cepas de E.coli, torna ain mas relevante la
preocupacion por la patogenicidad de los microorganismos que estas aves pueden portar,
teniendo en cuenta el grado de resistencia de estas bacterias a los antibiéticos probados.
Este perfil también posibilitd saber qué antimicrobianos tiene accién mas efectiva sobre las
bacterias encontradas, posibilitando mejor entendimiento sobre la microbiota de estos
animales.

Palabras clave: animales silvestres, Escherichia coli, Salmonella spp

Introducéo

Os animais de estimagdo vém exercendo um
papel cada vez mais importante no arranjo familiar
segundo Faraco & Seminotti (2004), tal préatica é
cada vez mais justificada por estudos que
comprovam os beneficios deste convivio ao bem-
estar e qualidade de vida humana (Giumelli &
Santos, 2016). O crescente interesse por animais
de estimacdo torna ainda mais frequente a escolha
por animais silvestres. Entre os animais preferidos
estdo as aves, no intuito de se obter interagdo e
companheirismo os psitacideos s&o 0 grupo mais
apreciado para esse fim, por serem animais vocais,

inteligentes e com habilidades de imitar sons
humanos (Sick, 1997, Allgayer & Cziulik, 2007).
Além dos beneficios que este convivio oferece,
por se tratar de animais silvestres, representam um
relevante fator de risco & salde publica por
poderem albergar microrganismos patogénicos
passiveis de serem transmitidos a humanos e
outros animais domésticos (Hemsworth & Pizer,
2006, Raso, 2007).

Os psitacideos possuem microbiota natural
composta exclusivamente por bactérias Gram-
positivas, portanto, a presenca de enterobactérias
é considerada desequilibrio da microbiota e
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indicativo de infeccdo (Hoefer, 1997, Cubas et al.,
2014). E.coli e Salmonella spp. séao
enterobactérias de elevado potencial patogénico e
estdo entre os principais microrganismos que
acometem aves (Corréa et al., 2013).

A escassez de estudos sobre estes
microrganismos e principalmente a
suscetibilidade dos mesmos, frente aos

antimicrobianos disponiveis para tratamento,
comprova a necessidade de se produzir
informagdes cientificas e assim colaborar no
tratamento medicamentoso destes animais, evitar
a perda dos mesmos e minimizar os riscos a salde
publica (Lopes et al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo realizar a
determinagdo do perfil de susceptibilidade
antimicrobiana e producdo de hemolisina em
Escherichia coli. e Salmonella spp. isoladas de
amostras coletadas de aves cativas do viveiro do
Parque das Aves em Toledo-PR.

Material e Métodos

A pesquisa foi iniciada ap6s a aprovagdo do
Comité de Etica no Uso de Animais da Pontificia
Universidade Catélica do Parand (CEUA-
PUCPR). O estudo foi realizado em amostras
coletadas via de swab cloacal e de cavidade oral
mediante contencdo fisica de aves do viveiro do
Parque das Aves em Toledo-PR.

Foram coletadas amostras de 10 papagaios
verdadeiros (Amazona aestiva), 1 periquito
maracana (Ara chloroptera) e de 1 arara Canindé
(Ara ararauna), totalizando 12 péssaros e 24
amostras. Foram analisadas apenas as amostras
positivas para Escherichia coli, previamente
identificadas e isoladas. N&o se obteve amostras
positivas para Salmonella spp.. As cepas de E. coli
encontradas foram cultivadas em Caldo BHI
(brain heart infusion) e incubadas a 37° C por 24
horas.

Com as amostras obtidas ap0s a incubagdo
foram realizados os antibiogramas segundo o
Método de Kirby-Bauer. Aliquotas de 0,1 mL de
caldo foram dispostas de maneira uniforme em
placas contendo  Agar  Mieller-Hinton,
acrescentando em seguida, os discos contendo
antibioticos. As cepas de E. coli foram desafiadas

aos seguintes antibidticos: cefaclor (30ug),
ceftriaxona  (30ug), ciprofloxacino  (5uQ),
enrofloxacina (5pg), estreptomicina (10pg),
gentamicina  (10pg), levofloxacino  (5uQ),
norfloxacino (10y), tetraciclina (30ug) e

tobramicina (10ug). Por fim, as placas foram

incubadas a 37° C por 24 horas, sendo realizada a
leitura dos halos obtidos apds este periodo.

A avaliacdo de fator de viruléncia foi obtida
pelo teste de atividade hemolitica (TAH). As
amostras foram semeadas em agar Sangue (5% de
sangue ovino desfibrinado) e incubadas a 37° C
por 24 horas. Uma amostra de E. coli EHEC
(E.coli enterohemorragica) foi utilizada como
controle positivo e para o controle negativo uma
amostra de E. coli K12.

Resultados e Discussdo

N&o se obteve nenhum resultado positivo para
Salmonella spp. A auséncia de isolamento desta
bactéria mostra-se de acordo com estudos
realizados por Corréa et al. (2013) que analisaram
amostras de 15 aves, entre elas papagaios e uma
arara e como no presente estudo, ndo obtiveram
isolamento da bactéria. Assim, como no resultado
deste estudo, a auséncia de Salmonella spp. era
esperada, pois as aves utilizadas para este estudo
encontravam-se saudaveis. Das 24 amostras
analisadas, 5 se mostraram positivas para E. coli,
denominadas de 1 a 5, referentes a 20% do total de
amostras coletadas, sendo 3 delas provenientes de
swab cloacal e 2 de swab de bico. Resultado
condizente com o0s encontrados por Marietto-
Goncalves et al. (2010), que analisaram 89
amostras de swab cloacal de trés espécies
diferentes de psitacideos, detectando a presenca de
E. coli em 19% das amostras analisadas. A taxa de
contaminagdo por E. coli elevada pode estar
relacionada as condi¢cbes em que se encontram
esses animais, por encontrarem-se em cativeiro,
ambiente que facilita a disperséo de patdgenos. Ao
analisar amostras cloacais de 50 aves criadas em
criatorio conservacionista Mattes et al. (2005)
constataram a presenca de E. coli em 20% das
aves, dentre as quais oito eram papagaios da
espécie A. aestiva.

A alta taxa de contaminacdo é um dado
preocupante, visto que estas cepas sdo
potencialmente patogénicas, Knobl et al. (2011)
investigaram 0s serogrupos e propriedades de
viruléncia de E. coli isoladas de 24 aves psittacinas
doentes, verificando que dois isolados
apresentavam patétipos enteropatogénicos de E.
coli (EPEC).

Para a determinacdo do perfil de
suscetibilidade foram interpretados os resultados
dos ensaios do antibiograma. Foi possivel
verificar o crescimento dos microrganismos e a
formacéo de halos de inibicdo satisfatorios, com o
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auxilio de um paquimetro, realizou-se a medicéo
manual das zonas de inibicdo circundantes aos
discos, obtendo-se os valores de halo em mm de
cada antimicrobiano.

Os valores obtidos foram analisados segundo a
metodologia e classificados como sensivel,
intermedidrio ou resistente, determinando o grau
de sensibilidade das amostras de E. coli aos
antibidticos testados (Figura 1). Asamostras 1 e 5
apresentaram alto grau de resisténcia sendo a
amostra 1 resistente a 90% e a amostra 5 a 100%
dos antimicrobianos testados. A amostra 3 foi
resistente a 50%. As amostras 3 € 4 mostraram-se
sensiveis, respectivamente a 70% e 80% dos
antimicrobianos, revelando graus variaveis de
resisténcia das amostras aos varios antibioticos
testados, assim como no estudo de Machado et al.

(2016).
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100%
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Figura 1. Perfil de sensibilidade/resisténcia a antibidticos das
amostras de Escherichia coli isoladas de psitacideos cativos.
CFC: Cefaclor; CRO: Ceftriaxona; CIP: ciprofloxacino;
ENR: Enrofloxacino; EST: Estreptomicina; GEN:
Gentamicina; LVX: Levofloxacino; Norfofloxacino: NOR;
TET: Tetraciclina e TOB: Tobramicina

Os antibidticos da classe das quinolonas
(Ciprofloxacino, Enrofloxacino, Levofloxacino e
Norfofloxacino) apresentaram agdo mais eficaz e
entre eles o enrofloxacino e o ciprofloxacino
produziram maior inibicdo do crescimento das
cepas, enguanto 0S aminoglicosideios
(Estreptomicina, Gentamicina e Tobramicina)
apresentaram baixa eficacia, observou-se maior
resisténcia das cepas aos antimicrobianos desta
classe, no caso da tobramicina, todas as amostras
apresentaram resisténcia.

No teste de atividade hemolitica, as amostras
de E. coli apresentaram um padrao de ¥-hemolise,
indicando agdo ndo hemolitica sobre as hemécias
presentes no 4&gar, resultado discrepante do
encontrado por Marietto-Goncalves et al. (2010)
que obteve 5 cepas com capacidade de causar
hemdlise.

O perfil de sensibilidade das amostras
encontradas no presente trabalho, assim como em
outros estudos realizados com psitacideos torna
ainda mais relevante os riscos a saude publica que
0s patdégenos que podem estar presentes nestas
aves podem oferecer (Evans et al., 2014), apesar
de ndo apresentarem ac¢do hemolitica no TAH, as
bactérias apresentaram alto grau de resisténcia aos
antibiéticos testados, evidenciando o surgimento
de bactérias resistentes aos antimicrobianos
utilizados no tratamento de infecgdes,
preocupacdo também apontada por Hidasi et al.
(2013) em seu trabalho.

Conclusoes

A determinag&o do perfil de sensibilidade das
cepas de E. coli tornou ainda mais relevante a
preocupagdo com a patogenicidade dos
microrganismos que essas aves podem portar,
tendo em vista o grau de resisténcia dessas
bactérias aos antibidticos testados. Este perfil
também possibilitou saber quais antimicrobianos
tem acdo mais efetiva sobre as bactérias
encontradas, possibilitando melhor entendimento
sobre a microbiota destes animais. Fica evidente a
necessidade de mais estudos a respeito, bem como
a tomada dos devidos cuidados com estes animais,
a fim de se evitar as perdas dos mesmos e
minimizar os riscos a saude publica.
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