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RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido no intuito de investigar a presenca de Escherichia coli e
Salmonella sp., determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e detectar genes de
viruléncia dos isolados de Escherichia coli. Para o estudo foram selecionados, por
conveniéncia, 50 estabelecimentos em Goiania e municipios da regido metropolitana, nos quais
foram coletadas 141 amostras de excretas, 141 de ragdo nos comedouros, e 141 de suabes de
bebedouro dos psitacideos mantidos em gaiolas para revenda. As amostras foram submetidas a
bacteriologia convencional e PCR onde Escherichia coli foi identificada em 9,7% (41/423) das
amostras, sendo 12% (17/141) em excretas, 8,5% (12/141) naragdo e 8,5% (12/141) nos suabes
de bebedouro. Na determinacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos das amostras de
Escherichia coli isoladas, obteve-se resisténcia a ciprofloxacina em 4,9% (2/41), gentamicina
17% (7/41), doxiciclina 34,1% (14/41), florfenicol 34,1% (14/41), trimetropin 39% (16/41),
tetraciclina 41,5% (17/41), enrofloxacina 43,9% (18/41), amoxicilina 48,8% (20/41),
neomicina 61% (25/41) e sulfonamida 90,2% (37/41). O gene iss foi detectado em trés isolados,
0 tsh em trés, o papC em dois e 0s genes traT e eae ndo foram detectados. Nao foi isolada
Salmonella sp. nas amostras. Diante de tais resultados, conclui-se que os isolados de
Escherichia coli apresentam resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados e existe a
possibilidade dessas aves serem carreadoras de cepas patogénicas.

Palavras-chave: aves silvestres, colibacilose, PCR, salmonelose.
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ABSTRACT

The current study was developed to investigate the presence of Escherichia coli and Salmonella
sp., to determine the antimicrobial susceptibility profile and to detect virulence genes of
Escherichia coli isolates. For the study, 50 establishments were selected in Goiania and
municipalities in the metropolitan region, in which 141 samples of excreta were collected, 141
of feed, and 141 drinkers' swabs of psittacine kept in cages for resale. Samples were submitted
to conventional bacteriology and PCR and Escherichia coli was identified in 9.7% (41/423) of
the samples, 12% (17/141) in excreta, 8.5% (12/141) in the feed and 8.5% (12/141) in the
drinkers' swabs. In the determination of antimicrobial susceptibility of Escherichia coli samples
isolated, was found resistance to ciprofloxacin 4.9% (2/41), gentamicin 17% (7/41),
doxycycline 34.1% (14/41), florfenicol 34.1% (14/41), trimethoprim 39% (16/41), tetracycline
41.5% (17/41), enrofloxacin 43.9% (18/41), amoxycillin 48.8% (20/41 ), neomycin 61%
(25/41) and sulfonamide 90.2% (37/41). The iss gene was detected in three isolates, tsh in three,
papC in two and the traT and eae genes were not detected. Salmonella sp. was not isolated in
the samples. It concludes that Escherichia coli isolates show resistance to the most commonly
used antimicrobials and the possibility exists that these birds are carriers of pathogenic strains.

Keywords: colibacillosis, PCR, salmonellosis, wild birds.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

Psitacideos sdo aves pertencentes a familia Psittacidae, conhecidas por serem
sociaveis, inteligentes, terem uma coloracdo exuberante e por sua capacidade em imitar sons.
Sdo animais facilmente identificaveis, principalmente pelo formato arredondado do bico e dos
pés (zigodactilos). Estdo distribuidas em todo o mundo e 85 das 375 espécies reconhecidas sao
originarias do Brasil®.

Dentre as espécies nativas do Brasil estdo arara azul grande (Anodorhynchus
hyacinthinus), arara canindé (Ara ararauna), periquito rei (Eupsittula aurea), periquito rico
(Brotogeris tirica), maitaca verde (Pionus maximiliani) e papagaio verdadeiro (Amazona
aestiva)?. Além das aves nativas, também sdo comercializadas no pais aves oriundas de
diferentes nacionalidades, como as calopsitas (Nymphicus hollandicus) e periquitos
australianos (Melopsittacus undulatus) da Australia, e diferentes espécies de agapornis da
Africa®.

Nas ultimas décadas, o aumento da comercializacdo e criacdo de animais de
companhia (pets) tem gerado uma maior procura de aves silvestres e exoticas e, dentre estas,
destacam-se os psitacideos!. Este aumento também pode ser atribuido & normatizagdo e
legalizacdo da comercializacdo de animais silvestres provenientes de criadouros, através da
criacdo de portarias especificas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA)*.

O comércio de aves silvestres em lojas agropecuérias na regido metropolitana de
Goiania é expressivo e existem cerca de 120 casas de revenda de aves vivas cadastradas na
Agéncia Goiana de Defesa Agropecuéaria (AGRODEFESA)®. Embora sejam cadastradas e
registradas, nao existe um controle satisfatorio quanto as condic¢Ges higiénico-sanitarias desses
estabelecimentos e de bem-estar das aves comercializadas.

Os proprietarios das lojas agropecuérias recebem aves de diversos criatérios, as
quais sdo alojadas em gaiolas sem uma avaliagdo prévia ou periodo de quarentena, passando a
compartilhar ambientes com outras espécies de animais. Este fato possibilita a disseminacgéo de
patdgenos entre os animais recém adquiridos e os ja existentes nos estabelecimentos®®. Tais
fatores somados a maior proximidade e contato com o homem potencializam um risco

zoonGtico que estas aves podem representar’.
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Chiacchioa et al.” relataram que a microbiota entérica dos psitacideos ¢ formada
predominantemente por bactérias Gram-positivas, no entanto, infecgdes causadas por bactérias
Gram-negativas podem ocorrer. Os distdrbios gastrointestinais gerados por bactérias Gram-
negativas componentes da microbiota podem ser atribuidas principalmente a E. coli e
Salmonella sp., que podem causar doenca clinica em aves imunossuprimidas ou estressadas®.

De acordo com Ewers et al.8, cepas patogénicas de E. coli podem estar presentes na
microbiota intestinal de aves sadias, sendo disseminadas no ambiente e permanecendo viaveis
durante longos periodos, contaminando agua e alimentos que servem de veiculos do patégeno
para outros animais e para 0 homem.

Além disso, o convivio dessas aves com outras espécies de animais e seres humanos
pode propiciar a troca de microrganismos contendo genes de resisténcia aos antimicrobianos.
Tal fator é de extrema importancia, uma vez que os antimicrobianos sdo amplamente utilizados
na medicina humana e veterinaria e seu uso abusivo e incorreto tem gerado altos niveis de
resisténcia que tem acarretado limitacdes as opcBes de tratamento em doencas infecciosas
bacterianas, representando uma ameaca a satde pablica®*°,

N&o existem registros ou medidas de certificacdo de origem dessas aves e nem
sempre elas sdo manejadas e alojadas de forma correta, podendo ocorrer nas lojas uma
superlotacdo de animais, falta de higiene nas gaiolas e no ambiente e condicOes de estresse.
Tais fatores podem contribuir para o desenvolvimento de patdégenos e transmissdo de infeccbes
por E. coli e Salmonella. Como ndo foram encontrados registros envolvendo tais
microrganismos e a suscetibilidade destes patdgenos em psitacideos alojados em
estabelecimentos comerciais, propos-se este trabalho com o objetivo de pesquisar E. coli e
Salmonella sp. em amostras de gaiola de psitacideos localizadas em estabelecimentos de

revenda e determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Escherichia coli

A colibacilose aviaria ¢ uma doenca distribuida em todo 0 mundo e capaz de gerar
danos em todas as espécies de aves. E causada pela Escherichia coli, um bastonete Gram-
negativo da familia Enterobacteriaceae, ndo esporulado, anaerobio facultativo, com
metabolismo respiratdrio e fermentativo®?.

Assim como em algumas espécies de aves, a presenca de E. coli no trato digestorio

de psitacideos é considerada indesejavel, ja que uma vez presentes, cepas patogénicas podem
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adquirir e expressar uma combinacdo de fatores genéticos, tais como plasmideos, transponsos
e ilhas de patogenicidade, tornando assim altamente adaptadas, capazes de gerar diversas
doencas*?.

De modo geral, a infeccdo por E. coli em aves é considerada secundaria a outros
agentes patogénicos, sendo a manifestacio da doenca predominantemente extraintestinal®®. No
entanto, isolados de E. coli podem ser classificados em trés grandes grupos, que variam de
acordo com as caracteristicas genéticas e comportamento clinico, sendo eles o grupo de cepas
comensais intestinais, cepas patogénicas entéricas e de cepas patogénicas extraintestinais*4.

Em psitacideos, a colonizacdo por E. coli esta diretamente ligada a fatores de
estresse, ma nutricdo, falta de higiene, problemas ambientais e de manejo®®. Nestes animais 0s
distdrbios clinicos mais frequentes incluem pneumonia, sinusite e doencas entéricas, sendo
comuns casos de sepse'®. Estas aves se infectam pela ingestdio de agua e alimentos
contaminados com a bactéria, ou mediante a inalacdo de particulas de poeira contaminadas. Ao
ser excretada nas fezes e secrecOes, E. coli pode sobreviver em ambientes secos por longos
periodos, aumentando assim a chance de disseminacdo do patdgeno e infeccdo de novos
hospedeiros®’.

Portanto, a patogenia da doencga gerada por E. coli estd diretamente ligada aos
mecanismos de viruléncia que o microrganismo apresenta, que podem ser combinados de
diferentes formas, tornando a bactéria capaz de causar doenca no hospedeiro*®. Desse modo, a
gravidade do quadro clinico depende do potencial de viruléncia do agente causador, que por
sua vez ¢é determinado pelo conjunto de genes localizado nas ilhas de patogenicidade®®.

E. coli pode ser classificada em sorotipos através dos antigenos somatico (O),
capsular (K), flagelar (H) e pili (F)®° e também em patétipos, que variam de acordo com o0s
genes responsaveis pela expressdo de fatores de viruléncia e com os aspectos clinicos
patoldgicos??.

Os patoOtipos mais importantes em animais e no homem sdo: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enterohemorragica (EHEC),
E. coli enteroinvasiva (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)?.

Dentre os patdtipos, APEC é considerada uma das principais causadoras de
morbidade e letalidade em aves silvestres e domésticas?®. Os mecanismos de viruléncia da
APEC sdo considerados multifatoriais. Os genes envolvidos nesses mecanismos mais

frequentemente encontrados em APEC s&o: iss e traT (mecanismos de resisténcia serica), pap
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e fela (mecanismos de adesdo), iuc (presenca de aerobactina) e tsh (hemaglutinina temperatura-
sensivel)®2224 Além desses, existem mais de 30 genes de viruléncia relatados em diferentes
cepas de E. coli potencialmente patogénicas®.

Acredita-se que a maioria dos sorogrupos de E. coli ndo apresenta nenhum gene de
viruléncia, no entanto, durante o processo evolutivo, algumas cepas adquirem diferentes
combinacdes de genes, tornando-as patogénicas??. O gene iss é responsavel por promover o
aumento da resisténcia aos efeitos prejudiciais do soro, gerando maior taxa de sobrevivéncia do
agente no hospedeiro®. O gene traT é responsavel por codificar, através de plasmideos
conjugativos a proteina de superficie Trat, que desempenha a funcdo de resisténcia sérica,
gerando efeitos bactericidas do sistema complemento e a fagocitose. O fator de viruléncia tsh é
responsavel pela sintese de proteinas termo-sensiveis que possuem capacidade hemaglutinante
e auxiliam nos estagios iniciais de infeccdes em aves??. O gene papC é responsavel por codificar
a fimbria P, uma das adesinas mais frequentes em cepas de E. coli?’.

Tais genes estdo localizados em plasmideos ou em cromossomos, que podem ser
identificados para a determinacédo dos fatores de viruléncia. No cromossomo estdo organizados
em grandes fragmentos de DNA e s3o denominadas ilhas de patogenicidade?®.

Aves silvestres, assim como as demais espécies de aves, também podem ser
afetadas pelo patdtipo EPEC. Este pat6tipo pode ser caracterizado pela presenca do gene eae,
que € responsavel por codificar uma proteina denominada intimina, utilizada durante o processo
de ades&o a mucosa intestinal?®.,

Apesar de algumas cepas de E. coli serem mais patogénicas do que outras, varios
fatores devem ser considerados para determinar o potencial da E. coli para doenca em
psitacideos de cativeiro. Aves silvestres podem adquirir cepas de EPEC pelo contato com
humanos e animais domésticos, tornando-se fontes de infecgio zoon6ticas?. Tal fato gera uma
crescente preocupacao com o potencial risco gerado pelo contato com essas aves e com a

possibilidade de transmisséo de E. coli patogénica.

2.2. Resisténcia bacteriana
As bactérias podem ser classificadas como sensiveis ou resistentes frente aos
antimicrobianos. Dentre os tipos de resisténcia aponta-se a resisténcia natural, que corresponde
a uma caracteristica ja existente em determinada espécie bacteriana, e a resisténcia adquirida,
pela aquisicéo de resisténcia de uma bactéria sensivel®®,
O rapido crescimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos gerou uma

grande preocupacdo com relacdo a saude humana e veterinaria. Mundialmente, a utilizacao de
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antimicrobianos é comum para o tratamento de doencas infecciosas em animais de producéo,
em animais de companhia e como moduladores de crescimento. Estudos revelam que a
utilizacdo de antimicrobianos em animais contribuiu para o desenvolvimento da resisténcia
bacteriana em humanos, uma vez que diversas classes de antibioticos utilizadas em animais
também sdo usadas na linha humana®2. Nas aves, 0s principais grupos de antimicrobianos
utilizados sdo sulfonamidas, tetraciclinas, polipeptideos, lincosamidas, cefalosporinas e
quinolonas®.

Nos anos de 1990, ap6s a introducdo do uso das fluorquinolonas em medicina
veterinaria, estudos evidenciaram o aumento da resisténcia a esta classe de antimicrobianos em
Salmonella isoladas de seres humanos. Constatou-se que este microrganismo apresentava
similaridade genética a amostras isoladas de animais. Também foram isoladas E. coli resistentes
a fluorquinolona em criancas que nunca haviam recebido este antimicrobiano e que tinham
contato direto com animais. Tais fatos evidenciaram a questéo da interagdo com 0s animais
como possivel fonte dessa resisténcia®.

Diversos fatores podem contribuir para a ocorréncia ou disseminacao da resisténcia
bacteriana. Eles podem estar relacionados tanto ao hospedeiro quanto a pressdo seletiva gerada
pelos antibidticos®. A elevada atividade metabdlica e reprodutiva bacteriana, associada a
mecanismos de troca de material genético, contribuem para que 0S microrganismos
desenvolvam, ao decorrer do tempo, formas de resisténcia intrinsecas a estrutura fisica celular,
relacionadas a mutagdes ou a transferéncia de genes de resisténcia a outras bactérias=®.

Podem ocorrer desde mudancas na permeabilidade da membrana celular, que
impedem a entrada do antibiotico na célula, ou fazem com que o antibidtico seja bombeado
para fora da célula, até transferéncia de material genético, no qual as bactérias adquirem a
capacidade de degradar e/ ou inativar o antibidtico. Nas mutac6es genéticas, as bactérias sofrem
uma mutacdo que altera o alvo de um antibitico de maneira que ele ndo consiga agir nela®’.
Com isso, uma cepa bacteriana pode se tornar resistente a determinado antibidtico mesmo sem
ter contato prévio com a droga®!.

Apesar de haver tais mecanismos que levam a manifestagdo natural de resisténcia
bacteriana frente aos antimicrobianos, a provavel fonte que da origem a todo esse processo em
aves de cativeiro, esta relacionada ao contato direto com os tratadores, que sdo responsaveis
pelo manejo das aves, o qual favorece a troca de microrganismos que contem genes de
resisténcia. Outra provavel fonte de resisténcia nessas aves esta relacionada a uma possivel

exposico prévia a antimicrobianos para um tratamento profilatico®.
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A falta de recursos para diagnostico laboratorial ou a ndo utilizagdo destes mesmo
quando disponiveis, somados a prescricdo de antimicrobianos sem sua devida necessidade,
além de subdosagens ou interrupcées de tratamentos antes do periodo recomentado, agravam e
contribuem para o aparecimento de bactérias resistentes e multirresistentes®®. Tais situacoes sio
frequentemente observadas principalmente com relagdo a animais de companhia, em especial

as aves.

2.3. Salmonella sp.

As salmoneloses tem destaque mundial no campo da salde publica, devido as suas
caracteristicas de morbidade, por serem epidémicas e principalmente pela dificuldade em seu
controle. Esses fatores devem-se a multiplos parametros epidemioldgicos, principalmente pelas
inimeras fontes e vias de infeccio e transmissdo presentes em seu ciclo®.

Bacteérias do género Salmonella sdo pertencentes a familia das Enterobacteriaceae,
classificadas como bastonetes Gram-negativos, ndo formadores de esporos, anaerdbios
facultativos e oxidase negativas*'. Sdo bacilos curtos (0,7 a 1,5 x 2,5 um), niio esporulados € a
maioria das espécies sao moveis com flagelos, com excecdo da Salmonella Pullorum e
Salmonella Gallinarum. Sua temperatura 6tima de multiplicagdo é 37°C, porém em
temperaturas mais altas, a 42°C, elas também podem se multiplicar, sendo destruidas acima dos
60°C, ndo apresentando crescimento em temperaturas abaixo de 5°C*>%,

O método de classificacdo das salmonelas mais aceito na atualidade e adotado pela
Organizacdo Mundial de Satde (OMS) é o esquema de Kauffmann-White, que dividiu o género
Salmonella em duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori. A espécie de
Salmonella entérica é dividida em seis subespécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae,
houtenae e indica), das quais existem diversos sorotipos, sendo conhecidos atualmente mais de
2500%, dos quais 95,5% pertencem a espécie entérica®.

Salmonella pode colonizar o trato digestdrio de aves, répteis e mamiferos, dentre
eles 0 homem*. Em aves as principais espécies causadoras de doencas sdo Salmonella
Pullorum, causadora da pulorose, Salmonella Gallinarum, que causa o tifo aviario, e o paratifo
aviario, que pode ser causado por qualquer Salmonella, com excecdo destas citadas. As aves
silvestres podem ser acometidas por qualquer sorotipo, no entanto, Salmonella Typhimurium
tem sido o mais isolado?®.

Em aves silvestres a salmonelose, independente do sorotipo envolvido, pode gerar
infeccOes graves e constituir uma ameaca a conservagdo da diversidade das espécies, apesar de

muitos autores relatarem que a maioria das aves € portadora inaparente®,
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Em psitacideos a salmonelose pode ser uma doenca grave determinando sinais
clinicos variados. Nessa espécie a doenca cursa com febre ou hipotermia, diarreia, e em alguns
casos mais severos e de maior duracdo, artrite e pan-oftalmite. Porém, algumas aves sdo
portadoras assintomaticas. Dentre 0s achados necroscopicos podem ser observadas
hepatomegalia, esplenomegalia, congestdo de pulméo e rins, pericardite e enterite catarral a
hemorréagica®’.

Diversos fatores estdo envolvidos na severidade da manifestacdo da salmonelose
em aves. A resposta do sistema imune da ave dependera do sorotipo envolvido, da idade do
animal, da existéncia de coinfeccbes, do estado nutricional, do manejo sanitario e do nivel de
estresse a que a ave é submetida, que poderd aumentar a gravidade da doenca e a ocorréncia de
casos fatais®®.

Salmonella pode ser transmitida de diversas maneiras, sendo a via oro-fecal a de
maior importancia. A ave pode contrair a bactéria pelo contato indireto com outros animais
infectados, pela agua ou alimento, por objetos e superficies contaminadas, ou mesmo pela
inalacdo de particulas no ar. Insetos e alguns tipos de helmintos também servem como
carreadores de Salmonella sp. Animais com infec¢des cronicas e aves de vida livre podem ser
carreadores e servirem como reservatorios para animais mantidos em cativeiro®.

Os psitacideos sdo considerados importantes fontes de infec¢do para demais aves,
mamiferos e seres humanos. Surtos por Salmonella acarretam aparecimento de aves doentes e
geram mortes subitas, porém individuos que se recuperam podem se tornar portadores
assintomaticos e continuar disseminando o patdgeno por tempo variavel®. Tais fatos
evidenciam a importancia do monitoramento dessas aves com relacdo a este microrganismo,
com a realizacdo de continuas pesquisas a fim de encontrar focos do patdgeno e assim efetuar

medidas de controle.
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CAPITULO 2 - IDENTIFICACAO DE Escherichia coli COM DETERMINACAO DO
PERFIL DE RESISTENCIA E GENES DE VIRULENCIA EM PSITACIDEOS DE
REVENDAS NA REGIAO METROPOLITANA DE GOIANIA — GOIAS

RESUMO

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de isolar e identificar Escherichia coli em
amostras coletadas em gaiolas de psitacideos de estabelecimentos de revenda em Goiénia e
regido metropolitana, com posterior realizacéo de teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
e detecgdo de genes de viruléncia. Foram coletadas 141 amostras de excretas de psitacideos e
iguais quantidades de racdo e suabes de bebedouro, totalizando 423 amostras. Dentre as
amostras obtidas, Escherichia coli foi isolada em 9,7% (41/423), sendo 12% (17/141) em
excretas, 8,5% (12/141) em racéo e 8,5% (12/141) em bebedouros. Na determinacédo do perfil
de suscetibilidade das amostras de Escherichia coli, obteve-se resisténcia a ciprofloxacina 4,9%
(2/41), gentamicina 17% (7/41), doxiciclina 34,1% (14/41), florfenicol 34,1% (14/41),
trimetropin 39% (16/41), tetraciclina 41,5% (17/41), enrofloxacina 43,9% (18/41), amoxicilina
48,8% (20/41), neomicina 61% (25/41) e sulfonamida 90,2% (37/41). Detectou-se 0 gene iss
em trés isolados, o gene tsh em trés, o gene papC em dois e 0s genes traT e eae ndo foram
detectados. Com o0s dados obtidos conclui-se que amostras obtidas de gaiolas de psitacideos
estdo contaminadas por Escherichia coli resistentes a diversos antimicrobianos e portadoras de
genes de viruléncia.

Palavras chave: APEC, aves silvestres, patogenicidade, resisténcia antimicrobiana.



13

CHAPTER 2 - Escherichia coli IDENTIFICATION WITH DETERMINATION OF
RESISTANCE PROFILE AND VIRULENCE GENES IN SALES PSITTACINES IN
THE METROPOLITAN REGION OF GOIANIA - GOIAS

ABSTRACT

The current study was developed to isolate and identify Escherichia coli in samples collected
from psittacine cages from retail establishments in Goiania and metropolitan region, with
subsequent antimicrobial susceptibility testing and detection of virulence genes. 141 samples
of psittacine excreta and equal amounts of feed and drinkers' swabs were collected, totaling 423
samples. Among the samples obtained, Escherichia coli was isolated in 9.7% (41/423), 12%
(17/141) in excreta, 8.5% (12/141) in feed and 8.5% (12 / 141) in drinkers' swabs. In the
determination of the susceptibility profile of the Escherichia coli samples, resistance to
ciprofloxacin 4.9% (2/41), gentamicin 17% (7/41), doxycycline 34.1% (14/41), florfenicol 34 ,
1% (14/41), trimethoprim 39% (16/41), tetracycline 41.5% (17/41), enrofloxacin 43.9%
(18/41), amoxycillin 48.8% (20/41) , neomycin 61% (25/41), and sulfonamide 90.2% (37/41).
The iss gene was detected in three isolates, the tsh gene in three, the papC gene in two, and the
traT and eae genes were not detected. . It concludes that samples obtained from psittacine cages
are contaminated by Escherichia coli resistant to several antimicrobials and carriers of virulence
genes.

Keywords: antimicrobial resistance, APEC, pathogenicity, wild birds.
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1. INTRODUCAO

Psitacideos sdo criados como animais de estimacdo em todo mundo, principalmente
por suas caracteristicas naturais e pelo facil manejo®. Em seu “habitat” natural alimentam-se de
frutas e ingerem &gua de fontes naturais e a microbiota do seu trato digestivo é composta
principalmente por bactérias Gram-positivas>3. Ja nos psitacideos mantidos em cativeiro, ou
criados como animais de companhia que podem ter contato com animais domésticos e com 0
homem, a presenca de bactérias Gram-negativas ¢ mais frequente, o que potencialmente
possibilita o risco de doengas*®.

Em cativeiro, os psitacideos passam a maior parte do tempo em microambientes
limitados, dependentes de cuidados com relacdo a alimentacéo, fornecimento de agua e higiene
do local que vivem. Este fato aumenta o seu risco de exposicdo a bactérias potencialmente
patogénicas, principalmente pela higiene inadequada de recipientes nos quais sdo fornecidos
agua e alimentos®.

Teoricamente, este risco se torna ainda maior em estabelecimentos comerciais, em
que ha, na maioria dos casos, superlotacdo das gaiolas, com condic@es higiénicas insuficientes
e altas cargas de estresse’. Todos esses fatores potencializam a chance de infecgéo e transmissio
de bactérias patogénicas, destacando-se Escherichia coli, que é considerada a enterobactéria
mais isolada em aves silvestres®.

Escherichia coli pode estar presente na natureza e até mesmo colonizando o trato
gastrointestinal (TGI) de aves, de forma apatogénica, sendo considerada por muitos autores
como comensal e oportunista®. No entanto, algumas cepas modificaram suas estruturas
antigénicas e adquiriram genes que Ihes tornaram capazes de gerar doencas®, pois podem
expressar genes capazes de determinar alteracdes clinicas e patoldgicas®®.

A APEC ¢ o patdtipo relacionado a aves domésticas e silvestres*! e suas cepas
possuem uma grande diversidade genética, com uma ampla gama de fatores de viruléncia que
inclui adesinas, sistemas de absorcdo de ferro, proteinas de membrana e toxinas, que séo
codificadas em plasmideos ou em ilhas de patogenicidade. Dentre os genes que classificam uma
cepa como APEC encontram-se 0s responsaveis pela resisténcia aos efeitos bactericidas do soro
(traT e iss), mecanismos de adesdo (pap e fela), aerobactina (iuc) e com hemaglutinina
temperatura-sensivel (tsh)®1%-14,

E de conhecimento que E. coli isoladas em humanos e animais possuem diversos

genes em comum, fato que evidencia a possibilidade de trocas genéticas entre diferentes cepas
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ao entrarem em contato, contribuindo para uma maior viruléncia e para o surgimento de cepas
patogénicas resistentes em ambas espécies®®.

Apesar de haver muitos estudos relacionados a infec¢Bes e deteccdo de genes de
viruléncia presentes em APEC em galinhas, ainda existem poucas informacdes sobre o perfil
de viruléncia desse microrganismo em outras espécies aviarias, assim como sobre seu impacto
na saude publica e os elementos que facilitam a disseminacgdo deste patdgeno entre diferentes
espécies’®.

Outro fator relevante tanto para a saide dos animais envolvidos, quanto para a satde
publica, se relaciona a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e a possibilidade de
transferéncia de genes de resisténcial’. Estudos mostram um aumento exponencial de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos®®, sendo os psitacideos o foco de algumas
pesquisas que revelam sua importancia como hospedeiros de bactérias resistentes a antibidticos
de uso na medicina humana e animal.

Lopes et al.!®, relataram a preocupacio com relagdo aos altos niveis de resisténcia
e multirresisténcia em seu estudo envolvendo psitacideos de um centro de reabilitagéo,
afirmando que se ndo controladas, a presenca de cepas resistentes a multiplos farmacos pode
levar a condicBes de risco sanitéario, que afetam ndo s6 as aves contaminadas, mas também
outros animais gque possam ter contato com as mesmas e as pessoas envolvidas no manejo e
cuidado dessas aves. Autores alertam que a presenca de bactérias com altas taxas de resisténcia
além de dificultar o tratamento de infeccBes, também contribuem para um aumento dos custos
terapéuticos nesses animais?.

Estes estudos evidenciam o cuidado que se deve ter com tais aves e a importancia
de maiores pesquisas envolvendo E. coli nas mesmas, uma vez que elas podem albergar
enterobactérias resistentes, em especial cepas multirresistentes, sendo passiveis de dissemina-
las no ambiente, bem como transmiti-las para outras espécies de animais e para 0 homem?.,

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo identificar E. coli em
amostras de excretas, racédo e suabes de bebedouro coletadas em gaiolas de psitacideos de casas
de revendas, com posterior determinacdo do perfil de resisténcia e deteccdo de genes de

viruléncia nos isolados.

2. MATERIAL E METODO

2.1. Local
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O presente estudo foi realizado nos Laboratdrios de Bacteriologia e de Diagndstico
Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinria e Zootecnia
(EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) sob o protocolo n° 058/17.

2.2. Coletas das amostras

Inicialmente, foi atualizado o cadastro oficial das casas de revendas, acompanhando
uma fiscal da AGRODEFESA, identificando os estabelecimentos de acordo com a localizacao
e a presenca das aves (Psittacidae) em toda regido de Goiania e municipios da regido
metropolitana. Das 80 lojas cadastradas que continham psitacideos foram selecionados por

conveniéncia 50 estabelecimentos para a coleta das amostras (Tabela 1).

TABELA 1 — Numero de lojas de revendas de aves por municipio, da regido metropolitana de
Goiania - Goias, em que foram realizadas coletas das amostras de gaiolas de psitacideos.
Municipios Numero de lojas
Goiania 23
Senador Canedo
Aparecida de Goiania
Trindade
Inhumas
Bela Vista
Teresopolis
Hidrolandia
Goianapolis
Goianira
TOTAL

oo

P FRPEFEPNNDOSO

(8]
(@)

O numero de gaiolas selecionadas para coleta de amostras foi estabelecido de
acordo com o total de gaiolas contendo psitacideos por estabelecimento (Tabela 2). Em cada
gaiola selecionada coletaram-se excretas, racdo e suabes de bebedouro, em um total de trés

amostras por gaiola.

TABELA 2 — Numero de gaiolas selecionadas aleatoriamente de acordo com a quantidade total
por estabelecimento.

Numero de gaiolas por estabelecimento NUmero de gaiolas a serem coletadas
1-2 1
3-5 3
5-7 5
8-10 8

11 ou mais 11
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Foi coletado aproximadamente 1,0 g de excretas, por meio de espatulas
esterilizadas, em cinco pontos diferentes das bandejas, formando assim um pool, que constituiu
uma amostra. Em relacdo ao alimento disponibilizado para as aves, foram coletados dos
comedouros 2,5 g de cinco pontos diferentes, e acondicionados em tubos esterilizados, da
mesma forma que as amostras anteriores. As coletas nos bebedouros foram realizadas por trés
suabes que foram esfregados em toda a extensdo dos mesmos e acondicionados em tubos de
polipropileno, os quais constituiram uma amostra.

Apds a coleta, as amostras foram homogeneizadas, identificadas e transportadas em
caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel ao laboratorio para processamento. Ao final das
coletas nos 50 estabelecimentos obteve-se a soma de 423 amostras, sendo 141 de excretas, 141
de racdo e 141 de suabes de bebedouro.

Durante a realizacdo do estudo foram coletadas amostras em um total de 141 gaiolas
e identificadas oito espécies diferentes de psitacideos, das quais 48,2% (68/141) eram de
periquitos australianos, 33,4% (47/141) de calopsitas e 14,2% (20/141) de agapornis. Além de
gaiolas dessas espécies também foram identificadas 1,4% (2/141) Bourke rosa, 0,7% (1/141)
Red Humped e iguais percentuais de Turquoisine, papagaio verdadeiro e Araracanga. Verificou-

se que a maioria das gaiolas continham mais de duas aves (100/141) (Tabela 3).

TABELA 3 — Relacgdo entre quantidade de aves por gaiola e espécies identificadas durante as
coletas nas revendas na regido metropolitana de Goiania - GO.

Quantidade de aves por gaiola

L. . Total
Especies 1 ave 2 aves 3 ou mais aves
N* % N* % N* % N*
Periquito Australiano 2 1,4 11 7,8 55 39 68
Calopsita 6 4,3 12 8,5 29 20,6 47
Agapornis - - 4 2,9 16 11,3 20
Bourke rosa - - 2 1,4 - - 2
Red Humped 1 0,7 - - - - 1
Turquoisine 1 0,7 - - - - 1
Papagaio verdadeiro 1 0,7 - - - - 1
Araracanga 1 0,7 - - - - 1
Total de gaiolas 12 8,5 29 20,6 100 70,9 141

*N: namero de gaiolas; -: auséncia.

2.3. Pesquisa de Escherichia coli
As amostras foram processadas de acordo com Oliveira?. Inicialmente as amostras

de racdo foram pesadas e assim como as amostras de suabes de bebedouro, foram pré-
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enriquecidas em agua peptonada a 1%, na proporcdo de 1:10, incubadas a 37°C/ 18-24h e
posteriormente transferidos 1 mL desta solucéo para 9 mL de caldo selenito cistina (CS) e entdo
incubados a 37°C/ 18-24h. J& as amostras de excretas foram pesadas e inoculadas em caldo
cérebro coracédo (BHI) e incubadas a 37 °C/ 18-24h.

Em sequéncia, aliquotas dos caldos de CS e BHI foram estriadas em &agar
MacConkey e incubados a 37°C/ 18-24h. Do &gar MacConkey trés unidades formadoras de
colénias (UFC) com caracteristicas morfologicas de Escherichia coli foram transferidas para
tubos contendo agar triplice agucar ferro (TSI) e incubados a 37°C/ 24h.

ApoGs esse periodo, os TSI foram selecionados de acordo com a utilizagdo de
glicose, sacarose e lactose e submetidos aos testes de motilidade, producéo de indol, producao
de urease, producéo de H.S, malonato, reacdo vermelho metila, reacdo no citrato de Simmons.
Os isolados com caracteristicas compativeis de E. coli foram repicados em caldo BHI,

incubados a 37°C/ 24h e mantidos a -20°C para utilizagdo posterior.

2.4. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana das amostras de E. coli foram
determinadas pelo método de Difusdo em Disco de acordo com Clinical and Laboratory
Standards Institute — CLSI?,

Foram avaliados antimicrobianos utilizados em humanos e animais, sendo eles:
amoxicilina (10 mcg), gentamicina (10 mcg), ciprofloxacina (5 mcg), enrofloxacina (5 mcg),
florfenicol (30 mcg), neomicina (30 mcg), sulfonamida (300 mcg), tetraciclina (30 mcg) e
trimetopim (25 mcg) e doxiciclina (30 mcg).

Foram transferidas cinco UFC com caracteristicas morfologicas semelhantes para
5 mL de caldo Casoy, que foi incubado a 37°C até atingir a turvacdo de 0,5 na escala
MacFarland. Entdo um suabe foi umedecido no caldo, pressionando contra as paredes do tubo
para remover 0 excesso e esfregado em varias diregdes sobre a superficie da placa de Petri
contendo o agar Mueller-Hinton, até obter uma camada uniforme e homogénea do in6cuo. Apds
aguardar cerca de 15min para a difusdo do caldo com o in6cuo no agar foram depositados os
discos de antimicrobianos sobre a superficie inoculada, com o auxilio de uma pinga. Os discos
foram pressionados para uma melhor aderéncia ao meio e mantidos a uma distancia de
aproximadamente 3 cm um do outro. Depois de serem colocados os discos, as placas foram
incubadas em posigdo invertida a 35-37°C/ 18h. Apds este periodo, realizou-se a leitura dos

halos de inibicdo com o auxilio de uma régua e os resultados foram interpretados de acordo
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com uma tabela considerando a concentragéo do disco. Foi utilizada como cepa de referéncia
Escherichia coli ATCC 25922.

2.5. Técnica de PCR

Para realizar a extracdo do DNA foram utilizados Qiagen Plasmid mini kit e
Wizard® Genomic DNA Purification kit e seguidos seus protocolos utilizando 3 mL de
suspensdo da cultura bacteriana em caldo BHI incubados por 24h a 37°C. Os pellets de DNA
obtidos na extracdo foram suspensos em 50 pL de tampédo TE, e entdo armazenados a -20°C.

Os DNA dos isolados foram submetidos ao PCR convencional empregando-se
diferentes pares de base para a deteccdo a dos genes tsh, iss**, traT?*, papC? e eae?® (Quadro
1).

QUADRO 1 — Sequéncia de primers utilizados para deteccdo de genes de viruléncia de
Escherichia coli pela técnica de PCR.

Gene Sequéncia de primer 5°-3’ Tam_anho do Referéncia
alvo amplicon (pb)

5*-ACT ATT CTC TGC AGG AAG TC-3' y
N 75.CTT CCG ATG TTC TGA ACG T-3° 829pb EWERS etal.
5-ATC ACA TAG GAT TCT GCC G-3'
5'-CAG CGG AGT ATA GAT GCC A-3"
5- GGTGTGGTGCGATGAGCACAG-3’ 2%
tral | CACGGTTCAGCCATCCCTGAG-3 | 290P HORNE et al
5" TGATATCACGCAGTCAGTAGC-3’
5*-CCGGCCATATTCACATAA-3’

5’-AAACAGGTGAAACTGTTGCC-3°
5’-CTCTGCAGATTAACCTCTGC-3’

iss 309pb EWERS et al.'

papC 205pb SIEK et al.®

eae 454pb YU etal.?®

As reagOes de PCR foram efetuadas no termociclador Mastercycler Personal
Eppdendorf® seguindo os protocolos de prepara¢do do mix de reagentes e programas descritos
pelos autores de cada par de primers (Anexo B).

Para 0s genes iss e tsh, apds desnaturacdo inicial de 94°C/3min, foi realizada
amplificacdo por 25 ciclos de 94°C/30s (desnaturacdo), 58°C/30s (anelamento), 68°C/30s
(extensdo) e finalizada com 72°C/10min**.

Para o gene traT, apOs desnaturacdo inicial de 95°C/12min, foi realizada
amplificagcdo por 25 ciclos de 94°C/30s (desnaturacdo), 58°C/30s (anelamento), 68°C/3min
(extensdo) e finalizada com 72°C/10min?,
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Para 0 gene papC, ap6s desnaturacdo inicial de 94°C/5min, foi realizada
amplificacdo por 30 ciclos repetidos de 94°C/30seg (anelamento), 58°C/30seg (extenséo) e
72°C/2min (desnaturacdo). A programacao era finalizada com 2min. a 72°C para maximizar o
processo de extensdo?®.

Para 0 gene eae, ap6s desnaturacao inicial de 94°C/2min, foi realizada amplificaco
por 30 ciclos de 53°C/2min (desnaturacdo), 72°C/2min (anelamento), 94°C/1min (extenséo) e
finalizada com 72°C/2min?,

Como controles positivos para as reacdes da PCR, foram utilizadas cepas de DNA
de referéncia de E. coli cedidas pela professora Dr.2 Terezinha Knobl do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Sdo Paulo. Como controle
negativo, o volume referente a amostra foi substituido por agua ultrapura (Dnase/Rnase- Free
Distilled Water-Invitrogen).

Os resultados foram obtidos apds a corrida dos amplificados por eletroforese em
gel de Agarose a 1,2%, em tampédo TBE 1X, a 90 V, durante aproximadamente 40 minutos,
corados com brometo de etidio na concentragdo de 3pg/mL, durante 15 minutos e visualizagdo

sob luz ultravioleta em transiluminador.

2.6. Analise estatistica
Para interpretacdo dos resultados obtidos foi feita analise da frequéncia dos dados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 423 amostras analisadas houve isolamento de E. coli de 9,7% (41/423). Desse
total, em 141 amostras de cada categoria, houve isolamento de E. coli de 12% (17/141) nas
excretas, 8,5% (12/141) na ragéo e 8,5% (12/141) em suabes de bebedouro.

O isolamento de E. coli nas excretas por si s6 ndo representa um sinal de distdrbio
entérico ou de doenca no animal, visto que as aves se encontravam aparentemente saudaveis.
Este achado condiz com os relatos de alguns autores, ao afirmarem que E. coli pode ser
detectada em aves clinicamente saudaveis, sendo consideradas apenas como bactéria
oportunista e que gera doenca clinica apenas em aves imunossuprimidas, submetidas a altas
cargas de estresse, ou que ja estejam debilitadas por outros fatores?”-%. Por outro lado, Corréa
et al.> afirmaram que E. coli apresenta elevado potencial patogénico e a sua presenca é

indicativa de problemas de manejo.
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Durante a realizacdo das coletas, foi observada em alguns estabelecimentos falta de
higiene em relagdo aos recipientes onde eram fornecidos &gua e alimento, em que era comum
encontrar excretas nos mesmos. Uma hipétese para a deteccdo de E. coli em amostras oriundas
de aves aparentemente saudaveis se deve ao fato dessas aves criadas em revendas serem
passiveis de estresse crénico, que pode ser constatado pelas condi¢Ges encontradas na maioria
dos estabelecimentos visitados, em que havia uma elevada quantidade de aves por gaiola,
proximidade das gaiolas com animais de outras espécies e manipulacio frequente das aves?®.

Tais eventos possivelmente podem contribuir para a contaminacgéo das aves, como
relatou Taormina®, ao descrever que recipientes abertos podem ser facilmente contaminados
por microrganismos externos e pelas fezes das proprias ou por fragmentos de alimentos, ou
ainda durante banhos. Além disso, as aves regurgitam pequenas quantidades de agua de volta
no recipiente e caso nao seja feita uma limpeza periddica dos mesmos, pode ocorrer a formacéo
de biofilmes. O fornecimento de frutas e legumes em algumas lojas também foi observado,
sendo tais alimentos também relatados como possiveis fontes de contaminagao®.

De acordo com relatos de Godoy®!, o isolamento de E. coli é mais frequente em
psitacideos mantidos em locais com grande numero de individuos, nos quais h4 uma maior
dispersdo da bactéria pela contaminacéo fecal da 4gua, do alimento disponivel e do ambiente
onde essas aves vivem, fato que foi constatado neste estudo, pois E. coli foi isolada tanto em
bebedouros quanto em ragoes.

As condicbes em gue as aves sdo alojadas nos estabelecimentos estdo diretamente
relacionadas ao isolamento de E. coli nas amostras coletadas, como relatado em uma estudo
realizado por Xenoulis et al.*?, que compararam a microbiota entérica de psitacideos de vida
livre e de cativeiro através de técnicas moleculares e relataram um isolamento
significativamente maior nos psitacideos mantidos em cativeiro, atribuindo tal resultado as
condi¢des do ambiente de cativeiro, além da dieta e do possivel uso de antimicrobianos. Em
trabalho similar, Bowman & Jacobson®® avaliaram oito espécies de psitacideos adultos,
clinicamente saudaveis e apesar de relatarem uma baixa porcentagem de isolamento de
bactérias Gram-negativas, isolaram E. coli com maior frequéncia.

Na determinacao do perfil de suscetibilidade dos isolados de E.coli das amostras de
excretas, racdo e suabes de bebedouros de psitacideos se constatou uma maior resisténcia em
ambas amostras frente a sulfonamida e a neomicina. Dentre os isolados provenientes de suabes
de bebedouro, todos foram resistentes a sulfonamida (12/12). Nos isolados provenientes de

racao e excretas, ndo houve resisténcia a ciprofloxacina (Figura 1).
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Suscetibilidade das Escherichia coli isoladas aos antimicrobianos
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FIGURA 1 - Resultados de testes de suscetibilidade de cepas de Escherichia coli isoladas de
amostras provenientes de gaiolas de psitacideos de revendas da regido metropolitana de Goiania
— GO, frente aos antimicrobianos testados.

O uso de antimicrobianos nos psitacideos dos estabelecimentos em que foram
realizadas as coletas ndo era comum, no entanto alguns proprietarios relataram a sua utilizacdo
em aves de outras espécies, como em pintinhos que eram alojados em gaiolas proximas as dos
psitacideos. Dentre os antimicrobianos relatados, a sulfonamida era a mais utilizada. Apesar de
ndo terem sido administrados diretamente aos psitacideos, o fato de tais aves serem manipuladas
e terem contato com 0s mesmos tratadores, ou mesmo por estarem em gaiolas préximas, pode
propiciar a veiculagdo de microrganismos resistentes entre as mesmas?Z.

Em trabalho envolvendo a anélise de psitaciformes obtidos do trafico ilegal, Lopes
et al.’® também encontraram altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos testados, sendo a
sulfonamida uma das que apresentaram maiores niveis de resisténcia, juntamente com
azitromicina, ampicilina e tetraciclina. Os autores sugerem que tais niveis podem ser uma
consequéncia do uso frequente desses antimicrobianos na medicina humana e veterinaria.
Também Guardabassi e Prescott3* associaram os altos niveis de resisténcia bacteriana atuais ao
uso prolongado dos antimicrobianos, sendo que alguns foram criados a mais de sete décadas e

utilizados na medicina humana desde entéo, contribuindo para a selecéo de cepas resistentes ao
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longo do tempo, sendo assim menos eficazes quando utilizadas, mesmo em animais que nunca
tiveram contato com tais drogas®.

Nos 41 isolados de E. coli das amostras obtidas de gaiolas de psitacideos, foi
encontrada multirresisténcia (resisténcia a quatro ou mais antimicrobianos) em 20 amostras,
sendo sete de excretas (7/17), cinco de ragéo (5/12), e oito de suabe de bebedouro (8/12). Um

dos isolados de suabe de bebedouro apresentou resisténcia a todos antimicrobianos (Tabela 4).

TABELA 4 - Distribuicdo dos padrdes de resisténcia aos 10 antimicrobianos testados em cepas
de Escherichia coli isoladas em amostras provenientes de gaiolas de psitacideos em casas de
revendas da regido metropolitana de Goiania — GO.

Classificacdo da

resistncia NuUmeros padrdes de resisténcia %
Simples 1 79
Dupla 2 18,4
Tripla 3 21,1
Madltipla 4 ou mais 52,6
rssei?':iéln%?a Padrdes de resisténcia Nﬂg;;z de
Multipla AMO CIP ENR NEO GEN SUL TRI TET DOX FLF 1
Multipla AMO ENR NEO GEN SUL TRI TET DOX FLF 1
Multipla AMO ENR NEO SUL TRI TET DOX FLF 3
Multipla AMO ENR GEN SUL TRI TET DOX FLF 1
Multipla ENR NEO SUL TRI TET DOX FLF 2
Multipla AMO ENR GEN SUL TET DOX FLF 1
Multipla ENR NEO GEN SUL TRI FLF 1
Multipla ENR NEO SUL TRI TET DOX 1
Multipla ENR NEO GEN SUL TRI TET 1
Multipla AMO ENR SUL TRI TET DOX 1
Multipla AMO NEO SUL TRI TET DOX 1
Multipla AMO CIP GEN SUL FLF 1
Multipla AMO ENR NEO SUL FLF 1
Multipla NEO SUL TRI TET DOX 1
Multipla ENR SUL TRITET 1
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TABELA 4 - Distribuicdo dos padrdes de resisténcia aos 10 antimicrobianos testados em cepas
de Escherichia coli isoladas em amostras provenientes de gaiolas de psitacideos em casas de
revendas da regido metropolitana de Goiania — GO (Continuacao).

rzseiggn%?a Padrdes de resisténcia Nl](r:z[e);(; de
Multipla AMO NEO SUL FLF 1
Multipla AMO NEO TET DOX 1
Tripla ENR NEO SUL 1
Tripla NEO SUL FLF 1
Tripla SULTRITET 1
Tripla AMO NEO SUL 5
Dupla NEO SUL 3
Dupla ENR SUL 2
Dupla AMO SUL 2
Simples SUL 3

AMO — amoxicilina, CIP — ciprofloxacina, ENR — enrofloxacina, NEO — neomicina, GEN —
gentamicina, SUL — sulfonamida, TRI — trimetropin, TET — tetraciclina, DOX — doxiciclina,
FLF — florfenicol.

A obtencdo de resultados elevados de resisténcia e multirresisténcia aos
antimicrobianos mais utilizados nas linhas humana e veterinaria evidenciam o problema que o
uso frequente de antimicrobianos vem gerando, uma vez que esta resisténcia é resultado da
interagdo entre agentes antimicrobianos, microrganismos e meio ambiente®. Com o aumento
desta interacdo, as bactérias desenvolveram mecanismos de defesa contra essas medicacdes,
acarretando um aumento da resisténcia antimicrobiana®’. A situacdo se agrava ainda mais, se
levarmos em consideracdo o menor numero de classes terapéuticas desenvolvidas nos Gltimos
anos e a rapida resposta dos microrganismos frente a tais medicacdes, com o réapido
desenvolvimento de resisténcia aos mesmos®,

Quanto aos genes de viruléncia, detectaram-se trés isolados de E. coli com o gene iss
(7,3%), sendo dois provenientes de amostras de excretas e um de ragdo. Trés isolados com o
gene tsh (7,3%), sendo dois oriundos de ragcdo e um de excretas. Dentre estes isolados, um
proveniente de excretas apresentou os dois genes (tsh e iss). Também foi encontrado o gene
papC em dois isolados, sendo um de uma amostra de suabe de bebedouro e o outro em uma

amostra de excretas. Os genes traT e eae ndo foram encontrados em nenhum isolado (Tabela
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5). Todos os isolados positivos para 0os genes em estudo foram encontrados em amostras de

gaiolas com periquitos australianos, contendo duas ou mais aves.

TABELA 5 — Distribuicdo dos genes iss, tsh, papC, traT e eae em cepas de Escherichia coli
isolados de psitacideos de revendas da regido metropolitana de Goiania - Goias.

(0]
Genes N° de Amostras Origem dos isolados % Proporgéo
amostras positivas
Suabes de bebedouro
iss 41 3 7.3 3/41
Excretas
Racdo
tsh 41 3 ¢ 73 3/41
Excretas
Suabes de bebedouro
papC 41 2 49 2/41
Excretas
iss + tsh* 41 1 Excretas 2,4 1/41
traT 41 0 - 0 0/41
eae 41 0 - 0 0/41

* Em uma amostra de excreta o isolado apresentou 0s genes iss e tsh.

Apesar do gene iss ter sido encontrado em trés dos isolados, Silveira et al.*
relataram que somente a deteccdo do plasmideo contendo o gene iss ndo é suficiente para
caracterizar uma cepa de E. coli como patogénica, porém este gene pode ser considerado como
marcador de viruléncia, uma vez que ele é considerado o mais prevalente em cepas de isolados
de aves doentes*. Este gene esta localizado em plasmideos de grandes dimensdes e podem por
sua vez carrear simultaneamente fatores de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos®!. Além
disso, 0 gene iss pode servir como marcador de viruléncia de cepas patogénicas nas aves, uma
vez que sua expressao esta frequentemente relacionada a seus efeitos patogénicos*>#2,

Alguns trabalhos sugerem que a presenca do gene iss também pode ser associada a
altos niveis de resisténcia, assim como os obtidos no estudo. Johnson et al.*! localizaram em
uma cepa de E. coli do pat6tipo APEC, um plasmideo que codificava simultaneamente o gene
iss e a resisténcia a oito grupos de agentes antimicrobianos (tetraciclina, sulfonamidas,
aminoglicosideos, trimetoprim e agentes beta-lactamicos). Em trabalho semelhante, Yang et
al.** avaliaram 71 isolados de E. coli provenientes de galinhas, relatando que dentre os isolados
gue apresentaram resisténcia a mualtiplos antimicrobianos, 97% portava o gene iss.

O gene tsh tambem foi detectado em trés dos isolados de E. coli e, por sua vez, é
um gene comumente detectado em APEC e tem como funcgéo a sintese de proteinas termo-

sensiveis, com habilidade de hemaglutinagio®. Ele codifica a producdo de uma proteina auto-
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transportadora, que esta relacionada a mecanismos de aderéncia ao trato respiratorio® e é
frequentemente descrito como importante fator de patogenicidade na colibacilose®®. Dentre os
isolados obtidos, o gene tsh foi encontrado em E. coli de uma amostra de racdo e de excretas
provenientes de uma mesma gaiola. Tal resultado aponta a possibilidade das aves infectadas
por E. coli disseminarem o microrganismo contendo genes de viruléncia, que ao contaminarem
a propria ragdo, infectam as demais aves da mesma gaiola.

A associacdo dos genes iss e tsh, detectada em um dos isolados, foi descrita por
Costa et. al.*’, ao relatarem que, juntamente com outros genes de viruléncia, eles sio
frequentemente encontrados em amostras patogénicas e potencialmente patogénicas em aves
domésticas e silvestres. Ja Bonnet et al.*® realizaram um estudo em que evidenciaram menor
frequéncia de genes de viruléncia, como tsh e iss, em isolados de E. coli comensais. Tal fato
pode corroborar com os achados do presente estudo, uma vez que as aves se apresentavam
aparentemente saudaveis no momento das coletas, sendo as E. coli isoladas provavelmente
comensais nesses animais.

O gene PapC, que foi encontrado em dois dos isolados, € um dos genes que codifica
a fimbria P, sendo essa, uma das adesinas mais frequentes de cepas de E. coli. No entanto, de
acordo com alguns autores, sua deteccdo ndo pode ser utilizada para classificacdo e
identificacdo de cepas APEC, uma vez que ele também pode ser encontrado em cepas de E.coli
ndo patogénicas. Mohamed et al.*® evidenciaram tal afirmag&o em seu estudo com frangos de
corte aparentemente saudaveis e doentes, em que detectaram o gene papC tanto em E.coli ndo
patogénicas (57,1%) quanto em APEC (44,4%).

O gene traT ndo foi encontrado nos isolados. Este gene por sua vez, €
frequentemente relacionado a resisténcia aos efeitos nocivos do soro as bactérias. Assim como
0 gene iss, ele é considerado um gene determinante para a resisténcia sérica. No presente estudo
ndo foi encontrada associacdo dos mesmos, mas trabalhos mostram que quando associados, eles
tornam as cepas APEC mais resistentes aos efeitos bactericidas do sistema complemento e a
fagocitose, e geralmente sdo detectadas em cepas envolvidas em processos septicémicos.

O gene eae também néo foi identificado nos isolados obtidos. Ele é responsavel por
um dos mecanismos de viruléncia que caracterizam as cepas de E. coli diarreiogénicas®, sendo
frequentemente relacionado a patotipos causadores de diarreias graves em humanos nos paises
em desenvolvimento®. A auséncia deste gene nos isolados condiz com o fato de que as aves
durante a coleta de material apresentavam-se aparentemente saudaveis, sem quadros de diarreia

nas gaiolas.
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Apesar da baixa frequéncia, os genes de viruléncia e resisténcia sérica encontrados
nas cepas de E. coli isoladas no estudo podem ser transmitidas para outras espécies e para
humanos atraves do contato direto, ou em ambientes contaminados, o que pode favorecer o
surgimento de cepas patogénicas e resistentes, gerando quadros graves de infec¢cdes bacterianas

com opgdes medicamentosas cada vez mais limitadas®2.

4. CONCLUSAO

Escherichia coli isoladas de amostras obtidas de gaiolas de psitacideos alojados em
estabelecimentos de revendas em Goiania e regido metropolitana possuem uma grande
resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados na atualidade, principalmente sulfonamidas e
neomicina, além de possuir genes de viruléncia e resisténcia sérica, que evidenciam a

possibilidade destas aves serem carreadoras de cepas patogénicas.
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CAPITULO 3 - PESQUISA DE Salmonella sp. EM AMOSTRAS DE GAIOLAS DE
PSITACIDEOS DE CASAS DE REVENDA NA REGIAO METROPOLITANA DE
GOIANIA - GOIAS

RESUMO

Bactérias do género Salmonella estdo frequentemente relacionadas a infecgdes em humanos e
animais sendo as aves silvestres suas potencias carreadoras. O presente estudo foi desenvolvido
com o objetivo de investigar Salmonella em amostras coletadas em gaiolas de psitacideos de
estabelecimentos de revendas em Goiénia e regido metropolitana, através das técnicas de
microbiologia convencional. Nas 423 amostras obtidas de psitacideos, sendo 141 amostras de
excretas, 141 de racdo e 141 de suabes de bebedouro, ndo houve isolamento de Salmonella por
microbiologia convencional em nenhuma das amostras. Os resultados obtidos mostram a
necessidade de maiores pesquisas através de diferentes técnicas para monitoramento de
possiveis infeccdes por Salmonella em psitacideos de estabelecimentos de revenda.

Palavras chave: aves silvestres, microbiologia convencional, revenda de aves, salmonelose.
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CHAPTER 3 - Salmonella sp. SEARCH IN SAMPLES OF PSITACINE CAGES OF
RESELLING HOUSES IN THE METROPOLITAN REGION OF GOIANIA - GOIAS

ABSTRACT

Bacteria of the genus Salmonella are often related to infections in humans and animals being
wild birds their carrier powers. The present study was developed with the objective of
investigate Salmonella in samples collected in psittacine cages from retail establishments in
Goiania and metropolitan region, using conventional microbiology techniques. Of the 423
samples obtained from psittacids, 141 of which were excreta, 141 of feed and 141 of drinkers'
swabs, there was no isolation of Salmonella by conventional microbiology in any of the
samples. The results show a need for further research using different techniques for monitoring
possible Salmonella infections in psittacines of resale establishment.

Keywords: conventional microbiology, poultry resale, salmonellosis, wild birds.
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1. INTRODUCAO

As aves sdo consideradas os principais reservatorios de Salmonella na natureza?.
Dentre elas, aves de vida livre sdo potenciais carreadoras de patégenos para 0os demais animais
criados em cativeiro e em ambientes domésticos. Porém, a frequéncia de Salmonella em aves
silvestres criadas em cativeiro é relativamente baixa quando comparada as outras espécies,
como répteis e mamiferos?.

Salmonella Gallinarum gera quadros de infeccao principalmente em frangos e perus
de todas idades, no entanto a doenca ja foi descrita em diferentes espécies como patos, codornas,
pombos, faisdes, pavdes e canarios. Recentemente, foi relatado um surto de Salmonella
Gallinarum envolvendo periquitos australianos (Melopsittacus undulatus), demonstrando a
importancia deste sorotipo em psitacideos®.

Em aves silvestres o sorotipo mais isolado é Salmonella Typhimurium*. Esse
sorotipo ¢ frequentemente isolado em psitacideos e, de acordo com Vigo et al.®, pode se
manifestar como um patégeno primario ou gerar infeccBes subclinicas em aves jovens ou
debilitadas. Além disso, ele é frequentemente associado a casos de zoonoses envolvendo aves
silvestres, principalmente relacionados aos psitacideos. Em um estudo de caso, Ward et al.b
relataram o isolamento do sorotipo em um surto de salmonelose em psitacideos ocorrido logo
apoOs uma exposicao de animais realizada em um zooldgico, com taxa de letalidade de 22%.
Thornley et al.” investigaram um surto na Nova Zelandia em que 119 pessoas foram
diagnosticadas com salmonelose causada pelo sorotipo Typhimurium e verificaram que 10,9%
dos individuos infectados tiveram contato com aves silvestres mortas.

Aves clinicamente sadias podem ser portadoras de Salmonella, que pode ficar
alojada em macrdéfagos de visceras como figado e bacgo e serem eliminadas nas fezes quando as
aves estiverem imunossuprimidas ou sob condicBes de estresse, 0 que torna possivel a
ocorréncia de resultados falsos-negativos nas analises microbioldgicas®. Este fato aponta a
importancia da realizacdo de estudos e maiores informagfes com relagcdo a Salmonella em
animais silvestres e domésticos, a fim de identificar os possiveis reservatorios e elaborar
medidas de prevencao e controle®. Aves comercializadas como pets, destinadas a programas de
soltura e reintroducdo no ambiente natural, ou mesmo aves de producdo devem ser avaliadas
continuamente quanto a presenga do microrganismo, a fim de evitar a transmisséo da bactéria
ao homem e para demais animais com o0s quais possam ter contato'°.

Apesar de relatos, acredita-se que as aves silvestres ndo exercam um papel

importante na epidemiologia da salmonelose humana, no entanto, quando um grande nimero
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de aves estd confinado em um mesmo local, como em criadouros comerciais, elas podem
representar um potencial risco para a salide do ser humano e de demais animais®®.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo isolar Salmonella sp. em
amostras de excretas, racdo e suabes de bebedouro provenientes de psitacideos de

estabelecimentos de revenda em Goiania e regido metropolitana.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local

O presente estudo foi realizado nos laboratérios de Bacteriologia e de Diagndstico
Molecular do Departamento de Medicina Veterinaria da Escola de Veterinaria e Zootecnia
(EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) sob o protocolo n° 058/17.

2.2. Coletas das amostras

Dentre as 80 lojas de revendas de aves que continham psitacideos, cadastradas na
AGRODEFESA, foram selecionados por conveniéncia 50 estabelecimentos distribuidos em 10
municipios para a coleta das amostras, como especificado na Tabela 1.

TABELA 1 — Numero de lojas de revendas de aves por municipio, da regido metropolitana de
Goiania - Goias, em gue foram realizadas coletas de amostras de gaiolas de psitacideos.

Municipios NuUmero de lojas

Goiania 23
Senador Canedo
Aparecida de Goiania
Trindade
Inhumas
Bela Vista
Teresopolis
Hidrolandia
Goianapolis
Goianira

P P, P, NN WSO

Total

(8]
o

As gaiolas dos psitacideos foram selecionadas de forma aleatéria em cada
estabelecimento de acordo com o numero total de gaiolas de psitacideos, onde coletaram-se

excretas, racao e suabes de bebedouro (Tabela 2).
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TABELA 2 — Numero de gaiolas selecionadas aleatoriamente de acordo com a quantidade total
por estabelecimento.

Numero de gaiolas por estabelecimento Numero de gaiolas a serem coletadas
1-2 1
3-5 3
5-7 5
8-10 8
11 ou mais 11

Foi coletado aproximadamente 1,0 g de excretas, por meio de espatulas
esterilizadas, em cinco pontos diferentes das bandejas, formando assim um pool, que constituiu
uma amostra. Em relacdo ao alimento disponibilizado para as aves, foram coletados dos
comedouros 2,5 g de cinco pontos diferentes, e acondicionados em tubos esterilizados, da
mesma forma que as amostras anteriores. As coletas nos bebedouros foram realizadas por trés
suabes que foram esfregados em toda a extensdo dos mesmos e acondicionados em tubos de
polipropileno, os quais constituiram uma amostra.

Apds a coleta, as amostras foram homogeneizadas, identificadas e transportadas em
caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel ao laboratério para processamento. Ao final das
coletas nos 50 estabelecimentos obteve-se a soma de 423 amostras, sendo 141 de excretas, 141
de racéo e 141 de suabes de bebedouro.

Durante a realizacdo do estudo foram coletadas amostras em um total de 141 gaiolas
e identificadas oito espécies diferentes de psitacideos, das quais 48,2% (68/141) eram de
periquitos australianos, 33,4% (47/141) de calopsitas e 14,2% (20/141) de agapornis. Além de
gaiolas dessas especies, também foram identificadas 1,4% (2/141) de Bourke rosa, 0,7% (1/141)
de Red Humped e iguais percentuais de Turquoisine, papagaio verdadeiro e Araracanga. (Tabela
3).

TABELA 3 — Relacdo entre espécies identificadas e quantidade de gaiolas em que foram
coletadas amostras de excretas, racdo e suabes de bebedouro nas revendas da regido
metropolitana de Goiania - GO.

Espécies Numero de gaiolas %
Periquito australiano 68 48,2
Calopsita 47 33,3
Agapornis 20 14,2
Bourke rosa 2 1,42
Red Humped 1 0,7
Turquoisine 1 0,7
Papagaio verdadeiro 1 0,7
Araracanga 1 0,7

Total de gaiolas 141 100
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2.3. Pesquisa de Salmonella

As amostras de suabes de bebedouro e ragdo foram inoculadas em agua peptonada
tamponada a 1%, na proporcdo de 1:10, e incubadas a 37°C/ 18-24h. Posteriormente, foi
transferido 1 mL do in6cuo para 9 mL de caldo selenito cistina (CS) e 0,1 mL para 10 mL de
caldo Rappaport Vassiliadis que foram incubados a 37°C/ 18-24h. J& as amostras de excretas
foram pesadas e colocadas em caldo CS e incubados a 37 °C/ 18-24h.

Em sequéncia, aliquotas dos caldos de CS e Rappaport Vassiliadis foram estriadas
nos agares MacConkey e verde brilhante (VB) e incubados a 37°C/ 18h. De cada meio seletivo
foram transferidas trés unidades formadoras de col6nias (UFC) com caracteristicas
morfolégicas de Salmonella para tubos contendo agar triplice acucar ferro (TSI) e incubados a
37°C/ 24h. Apds esse periodo, os tubos de TSI com crescimento caracteristicos de Salmonella
foram selecionados e submetidos a provas de producédo de urease, prova de indol, producéo de
H>S, prova do vermelho de metila, prova de motilidade, citrato de Simmons, malonato e prova
de lisina descarboxilase.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em um total de 423 amostras coletadas, provenientes de gaiolas de psitacideos
localizados em estabelecimentos de revenda, sendo 141 amostras excretas, 141 de ragéo e 141
de suabes de bebedouro, ndo houve isolamento de Salmonella.

A auséncia de Salmonella pela bacteriologia convencional condiz com o trabalho
de Corréal, em que n&o se isolou nenhuma amostra de Salmonella em amostras de psitacideos
de cativeiro. Em trabalho semelhante, Hidasi et al.'? isolaram apenas uma amostra positiva para
Salmonella Typhimurium de um total de 508 amostras provenientes de psitacideos recuperados
do tréfico, evidenciando a baixa frequéncia desse microrganismo em aves dessa espécie.

Qutros trabalhos cientificos também demonstraram casos negativos ou com baixa
frequéncia de isolamento de Salmonella sp. em psitacideos. Sareyyiipoglu et al.* analisaram
185 amostras de sete criatorios que continham periquitos australianos, canarios e outras
espécies de aves. Apesar de terem isolado Salmonella em quatro espécies de aves, dentre as 27
amostras de fezes obtidas dos periquitos australianos ndo houve isolamento nesta espécie.

Também Dlugzs et al.8, em estudo realizado em criatérios comerciais de
psitacideos, que se encontravam clinicamente sadios, ndo isolaram Salmonella por meio da

técnica microbiol6gica convencional. Entretanto, eles afirmaram que tais resultados néo
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confirmam que as aves ndo estejam infectadas pelo agente, destacando a necessidade de
realizacdo de técnicas mais apuradas para confirmar a auséncia do microrganismo nas aves.

Bezerra et al.}* analisaram 264 amostras de suabes de arrasto e suabes cloacais de
periquitos australianos comercializados em pet shops e criadouros, nas quais nao foi isolado
Salmonella sp. pela metodologia utilizada. Tais autores justificaram a auséncia do
microrganismo pela possivel utilizacdo de antimicrobianos nas aves, no entanto, também
consideraram as medidas sanitarias adotadas pelos criadores, como a limpeza frequente do
ambiente, gaiolas, bebedouro e comedouro, assim como o fornecimento de agua tratada e troca
da racéo.

Apesar do controle sanitario ser de extrema e fundamental importancia para a baixa
prevaléncia de Salmonella em aves silvestres e demais animais de cativeiro, outros fatores
podem estar relacionados a tais resultados, como a possibilidade de excrecdo intermitente desse
microrganismo nas fezes por aves portadoras aparentemente saudaveis, de acordo com as
condicdes em que se encontram?2, Tal fato pode prejudicar a identificagio deste patdgeno por
meio de provas microbiologicas convencionais, uma vez que a bactéria pode ndo estar sendo
eliminada durante o periodo de coleta das excretas®.

Lopes et al.’® investigaram 182 psitacideos clinicamente saudaveis de criatdrios
comerciais e conservacionistas da Regido Metropolitana de Fortaleza, dos quais isolaram
Salmonella em apenas trés aves. Os pesquisadores concluiram que o fato do microrganismo ter
sido pouco isolado nas aves ndo exclui a possibilidade de outras aves estarem infectadas,
justificando a importancia de um monitoramento e mais pesquisas a cerca deste patdgeno nas
aves.

Apesar da baixa ocorréncia de Salmonella em psitacideos, esse microrganismo
ocasionalmente é relacionado a surtos?, portanto, ¢ importante que sejam realizadas continuas
pesquisas deste microrganismo em psitacideos, mesmo havendo baixa prevaléncia, pois uma
vez instalada, a doenga pode gerar sinais clinicos severos e letalidade elevada. Também é
importante a obtencdo de dados sobre a ocorréncia e distribuicdo de Salmonella em animais
silvestres e domésticos para monitoramento e deteccdo de reservatorios do microrganismo e

possiveis fontes de contaminagéo, a fim de evitar surtos da doenga? (ALLGAYER et al., 2009).

4. CONCLUSAO
Salmonella sp. ndo foi isolada pela bacteriologia convencional em amostras de

gaiolas de psitacideos de estabelecimentos comerciais em Goiania e regido metropolitana.
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CAPITULO 4 - CONSIDERACOES FINAIS

A aproximacdo dos seres humanos com as aves silvestres é um fato cada vez mais
frequente nos dias atuais. Em estabelecimentos comerciais que revendem aves vivas Sdo
facilmente encontradas aves da familia Psittacidae, porém ainda ndo existe um controle
satisfatorio com relacdo a origem destas aves e as condi¢fes sanitarias em que as mesmas se
encontram ao chegarem nesses estabelecimentos. Com isso, ao adquirir tais aves, o proprietario
nédo tem conhecimento sobre o possivel risco zoonotico que elas podem representar.

A realizag8o de pesquisas relacionadas a microbiota presente nos psitacideos e sua
relevancia com relacdo a transmissdo de patdgenos para seres humanos e demais espécies de
animais sdo de fundamental importancia, para que sejam definidos padrbes e entdo criados
protocolos nos estabelecimentos, a fim de melhorar o controle higiénico sanitario destas aves.

Durante a realizagdo do estudo, um fator frequentemente observado foi a falta de
higiene em recipientes nos quais eram fornecidas agua e racéo, além de acimulo de excretas e
superlotacao das gaiolas.

Além do isolamento de E. coli, um fato de grande importancia constatado foi a alta
frequéncia de bactérias resistentes e multirresistentes aos antimicrobianos mais utilizados na
atualidade. Tal resultado evidencia a importancia dessas aves com relacao a satde publica, uma
vez que as mesmas podem transferir genes de resisténcia para seres humanos, e contribuir para
a disseminacdo de cepas resistentes. Assim, é de suma importancia que sejam feitas pesquisas
mais aprofundadas com relacdo aos fatores de viruléncia e os genes ligados a resisténcia
antimicrobiana, a fim de orientar a populacdo e prevenir a transmissdao de microrganismos
patogénicos e multirresistentes.

Diante de tais resultados, pretende-se orientar proprietarios de revendas quanto ao
uso incorreto de antimicrobianos, que podem ndo s6 gerar resisténcia antimicrobiana nas aves,
mas também em humanos que tem o contato direto com residuos desses animais. Alem disso,
é de fundamental importancia salientar a necessidade do correto alojamento, disposicdo das
aves, de um manejo adequado e implantacdo de melhores técnicas de higienizagdo de gaiolas e
do ambiente no qual as mesmas estdo dispostas. Também instruir futuros compradores das aves
quanto a importancia de cuidados com a higiene e dos riscos de contaminacdo ao manusear
aves infectadas, contribuindo com a saude e bem-estar do animal e minimizando risco de

transmisséo de doengas.
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ANEXO A — Ficha de aprovacéo no Comité de Etica no Uso de Animais

MINISTERIO DA EDUCACAO ) .“‘
}J'NI\-’ERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ) ..
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO U FG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goiania, 19 de junho de 2017.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 058/17

I-

o
Q
(]

a
Q
Q
Q
'

Finalidade do projeto de pesquisa: Mestrado

- Identificacio:

Data de apresentaciao a CEUA: 22/05/2017

Titulo do projeto: Pesquisa de Salmonella sp. e Escherichia coli com determinacdo do perfil de resisténcia em
amostras de psitacideos coletadas em revendas na regido metropolitana de Goiania - Goias

Pesquisador Coordenador no SIGAA Pesquisa: Maria Auxiliadora Andrade

Pesquisador Responsavel/ Unidade: Karine Louise Calaca/EVZ/UFG

Pesquisadores Participantes: Maria Auxiliadora Andrade, Karine Louise Calaca. Silvania Andrade Reis
Médico Veterinario/CRMYV: Karine Louise Calaca/ 6555 - GO

Unidade onde sera realizado: EVZ/UFG

III - Objetivos e justificativa do projeto: Investigar Salmonella e Escherichia coli em excretas. suabes de

bebedouros e amostras de comedouros oriundas de psitacideos em casas de revenda na regido metropolitana de
Goiania — GO.

IV - Sumario do projeto:

Q

a
Q

Discussiao sobre a possibilidade de métodos alternativos e necessidade do niimero de animais: Ja sera
utilizado, pois a coleta das amostras nio gera desconforto aos animais.

Prevé Projeto Piloto: nao.

Espécie animal utilizada/ nimero total de animais/ Niimero de animais por tratamento ou grupo
experimental: ndo se aplica. Sera utilizada excretas de aves colhidas em gaiolas.

Descricao do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem/ sexo (informar nimero por sexo)/
peso e/ou idade etc): ndo se aplica.

Fonte de obtencao do animal: Lojas agropecuarias de Goiania.

Descricao das instalacoes utilizadas e nimero de animais/area/qualidade do ambiente (ar,
temperatura, umidade), alimentacao/hidratacao: nao se aplica.

Utilizacao de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e anilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Risco de contaminagido em caso de amostras positivas por Salmonella sp. e Escherichia
coli. Para prevenir € necessario o uso de EPIs (Equipamento de Protecdo Individual) e freinamento das pessoas
envolvidas na pesquisa.

Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Serdo coletadas das gaiolas das aves
aproximadamente 2.5 g de excretas frescas, por meio de espatulas esterilizadas. em cinco pontos diferentes das

Comissédo de Etica no Uso de Animais/CEUA

Pro-Reitoria de Pesquisa e Inova¢do/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus II) -

CEP-74001-970. Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail. com
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MINISTERIO DA EDUCACAO “ ‘.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS og
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

bandejas. formando assim um pool, que sera uma amostra. As coletas nos bebedouros serdo realizadas por cinco
suabes que serdo esfregados em toda a extensdo dos mesmos e constituirdo uma amostra. Em relacdo ao alimento
disponibilizado para as aves, serdo coletados dos comedouros 25 g de cinco pontos diferentes, que serdo

=

acondicionados em sacos plasticos esterilizados da mesma forma que as amostras anteriores. Apos a coleta. as
amostras serdo homogeneizadas. identificadas e transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo ao laboratorio
para processamento.

Q Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais antes,
durante e apos a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: nao se aplica.

Q Grau de invasividade: Gl

Q Destino do animal: Continuardo nos estabelecimentos de revenda no comércio.

V — Comentarios do relator frente as orientacées da CEUA:

Q Quanto aos documentos exigidos pela CEUA/UFG: Os documentos estdo de acordo com as exigéncias
da CEUA/UFG. incluindo o Termo de Consentimento para o proprietario da loja agropecuaria.

Q Quanto aos cuidados e manejo dos animais e riscos aos pesquisadores: Os procedimentos
experimentais estdo de acordo com as exigéncias do CONCEA.

VI - Parecer da CEUA:
De acordo com a documentacao apresentada a CEUA, consideramos o projeto APROVADO.

Informacao aos pesquisadores:
Reiteramos a importancia deste Parecer Consubstanciado, e lembramos que a pesquisadora responsavel

devera encaminhar a CEUA-PRPI-UFG o Relatorio Final baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de
publicagcdes decorrentes deste. de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008. e Resolugéo
Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal-CONCEA.
O prazo para entrega do Relatorio € de até 30 dias apos o encerramento da pesquisa, a qual esta prevista para
finalizar suas acoes até 31 de marco de 2018.

VII - Data da reuniao: 19/06/17.

A2 cjkt O

Dra. Marina Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG

Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA
Pro-Reitoria de Pesquisa e Inovacdo/PRPI-UFG, Caixa Postal: 131, Prédio da Reitoria, Piso 1, Campus Samambaia (Campus II) -
CEP:74001-970, Goiania — Goias, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua.ufg@gmail.com
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ANEXO B - Componentes utilizados na preparacdo do mix de reagentes para
amplificacéo dos genes iss, tsh, traT, papC e eae em isolados de Escherichia coli.

QUADRO 1 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR duplex para amplificacdo dos
genes iss e tsh em isolados de Escherichia coli.

Componentes Volume
Agua ultrapura (DNAse/RNASE-free distilled water — Invitogen) 16,3 uL
Tampao 10x (pcr buffer 10x Invitrogen) 2,5ul
MgCl; Invitrogen (50mM) 2,0 ul
dNTP amersham biosciences (10mM) 1,0 uL
Primer foward/ primer reverse iss (20puM) 0,5 uL
Primer foward/ primer reverse tsh (20uM) 0,5 uL
Taq polimerase (Invitrogen) (5U/uM) 0,2 uL
DNA 2,0 uL
Total 25,0 uL

Fonte: Ewers C, Janssen T, Kiessling S, Philipp HC, Wieler LH. Rapid detection of virulence-
associated genes in avian pathogenic Escherichia coli by multiplex polymerase chain reaction.
Avian Diseases. 2005; 49(2): 269-273.

QUADRO 2 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR para amplificacdo do gene traT
em isolados de Escherichia coli.

Componentes Volume
Agua ultrapura (DNAse/RNAse-free distilled water — Invitogen) 34,75 uL
Tampao 10x (pcr buffer 10x Invitrogen) 5,0 uL
MgClI> Invitrogen (50mM) 2,0 uL
dNTP amersham biosciences (10mM) 1,0 uL
Primer foward/ primer reverse traT (20uM) 2,0 uL
Taq polimerase (Invitrogen) (5U/uM) 0,25 uL
DNA 5,0 uL
Total 50,0 uL

Fonte: Horne SM, Pfaff-McDonough SJ, Giddings CW, Nolan LK. Cloning and sequencing of
the iss gene from a virulent avian Escherichia coli. Avian Disease. 2000; 44(1):179-84.

QUADRO 3 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR para amplificacdo do gene papC
em isolados de Escherichia coli.

Componentes Volume
Agua ultrapura (DNAse/RNAse-free distilled water — Invitogen) 16,25 L
Tampao 10x (pcr buffer 10x Invitrogen) 2,5 uL
MgCl; Invitrogen (50mM) 2,0 uL
dNTP amersham biosciences (10mM) 1,0 uL
Primer foward/ primer reverse papC (20uM) 1,0 uL
Taq polimerase (Invitrogen) (5U/uM) 0,25 uL
DNA 2,0 uL
Total 25,0 uL

Fonte: Siek KER, Giddings WC, Doetkott C, Johnson TJ, Nolan LK. Characterizing the APEC
pathotype. Vet Res. 2005; 36:241-256.




45

QUADRO 4 - Componentes utilizados na realizacdo da PCR para amplificacdo do gene eae em

isolados de Escherichia coli.

Componentes Volume
Agua ultrapura (DNAse/RNAse-free distilled water — Invitogen) 35,75 uL
Tampao 10x (pcr buffer 10x Invitrogen) 5,0 uL
MgCl; Invitrogen (50mM) 2,0 ul
dNTP amersham biosciences (10mM) 1,0 uL
Primerfoward/ primer reverse papC (20uM) 1,0 uL
Taq polimerase (Invitrogen) (5U/uM) 0,25 uL
DNA 5,0 uL
Total 50,0 uL

Fonte: Yu J, Kaper JB. Cloning and characterization of the eae gene of enterohemorragic Escherichia

coli. Mol Microb. 1992; 6(3):411-417.




