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1. Resumo

O cardeal-amarelo, Gubernatrix cristata (Vieillot, 1817), possui distribuigéo restrita ao bioma
Pampa no Brasil, na Argentina e no Uruguai. A espécie possui poucos registros de ocorréncia
na natureza em territdério nacional e as principais ameacgas incluem a captura ilegal e a
fragmentacdo de habitat. Por estar classificada como criticamente ameacada na Lista Nacional
Oficial de Espécies da Fauna Ameacadas de Extincéo, a espécie foi incluida no Plano de Acédo
Nacional para a Conservacao dos Passeriformes Ameacgados dos Campos Sulinos e Espinilho
(PAN Campos Sulinos). Como parte do Plano de agdo, foi criado em 2014 o Programa de
Cativeiro do Cardeal-amarelo, que tem como objetivo garantir condi¢des sanitarias adequadas
para individuos recuperados do tréafico ilicito, possibilitando o aumento da populagéo cativa e
a realizacdo de solturas na natureza para a recuperacao da espécie no ambiente natural. Como
parte da investigacdo de patdgenos constantes no protocolo do Programa de Cativeiro da
espécie, realizou-se a caracterizacdo da microbiota de animais mantidos em dois
mantenedores participantes do Programa, e verificou-se a possivel resisténcia a antibioticos
das col6nias isoladas. A microbiota dos cardeais-amarelos foi composta predominantemente
por bactérias Gram-positivas da familia Staphylococcaceae (59,26%), seguida por bactérias
da familia Enterobacteriaceae (59,24%). A resisténcia a antibidticos foi de 69,88% das
colonias isoladas, sendo que 25,86% delas foram multirresistentes. Nao houve relacdo entre a
diversidade de bactérias e a resisténcia aos antibidticos com a incidéncia de doencas e sucesso
reprodutivo. O presente trabalho apresentou, pela primeira vez, a caracterizacdo da microbiota
da espécie em cativeiro, composta principalmente por bactérias Gram-positivas, com alto grau
de resisténcia a antibioticos, informacbes importantes para embasar a manutencdo em

cativeiro e as futuras reintroducdes.

Palavras-chave: Caracterizacdo bacteriana, resisténcia antibiotica, satude animal.



2. Abstract

The Yellow Cardinal, Gubernatrix cristata (Vieillot, 1817), has a restricted distribution
within the Pampa biome in Brazil, Argentina and Uruguay. The species has few records in
Brazilian natural territory and has been threatened by hunting and habitat fragmentation.
Because it is classified as critically endangered on the Brazilian Official List of Threatened
Species, the species was included in the National Action Plan for the Conservation of
Threatened Passerines from the Grassland and Espinilho (PAN Grassland). The Captive
Program of Yellow Cardinal was created as part of the Action Plan, which has the objectives
of ensuring adequate sanitary conditions for individuals recovered from the illegal trade and
increasing captive population in order to release selected individuals back to the wild. As a
part of pre-defined protocols this study aimed to characterize the microbiota of the birds in
two holders of the Captive Program. In addition, it was assessed the resistance to antibiotics
of isolated microorganisms. The microbiota of Yellow Cardinal were predominantly
composed by Gram-positive bacteria from Staphylococcaceae family (59.26%), followed by
Enterobacteriaceae (59.24%). Resistance to antibiotics was in the order of 69.88%, with
25.86% of them multidrug-resistant. There was no relation between diversity of bacteria and
their resistance to antibiotics with the disease incidence and reproductive success. This study
presented a first assessment to the Yellow Cardinal ex-situ microbiota and antimicrobial
resistance patterns, composed especially by Gram-positive bacteria, with high level of
resistance to antibiotics. This information will guide the maintenance in captivity and future

reintroductions.

Key words: Bacterial characterization, antibiotic resistance, animal health.



3. Lista de Figuras

FIGURA 1- RECINTOS DE INDIVIDUOS DE CARDEAL-AMARELO PAREADOS NO CRIADOURO CIENTIFICO PARA
FINS DE CONSERVAGAO ONGA PINTADA. ....ovttetiietiietenisterestetessetessesesessesessesessesesessesessesessesessssessssesessesens 4

FIGURA 2 - RECINTO EXTERNO DE CARDEAIS-AMARELO SEM CONTATO COM O PUBLICO, NO GRAMADO Z00..5

FIGURA 3 - DETALHES DE UMA DAS PLACAS QUE EXPLICAM PARA O PUBLICO DO GRAMADO ZOO PROGRAMA

DE CATIVEIRO DO CARDEAL-AMARELOD...... ottt 5
FIGURA 4 - RECINTO DE EXPOSIGAO DO CARDEAL-AMARELO NO GRAMADO ZOO. ......cocvrveerrieririeieresieresierssnenas 6
FIGURA 5 - RECINTOS ONDE SE ENCONTRAM CSRDEAIS-AMARELOS NO GRAMADO ZOO.........cccvvvevieiriinnnnnnenn. 6
FIGURA 6 - TESTE DE ANTIBIOGRAMA APQS 24H DE CRESCIMENTO......cccuiiiiiererieiiseeietesesess e sesen s 8

FIGURA 7 - FREQUENCIA DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS (GN) E GRAM-POSITIVAS (GP) EM CARDEAIS-
AMARELOS DE DOIS MANTENEDORES DO PROGRAMA DE CATIVEIRO DA ESPECIE........cccovvvrvererererenennan. 10

FIGURA 8 - DIVERSIDADE DE BACTERIAS IDENTIFICADAS E SUAS FREQUENCIAS EM CARDEAIS-AMARELOS DE
DOIS MANTENEDORES DO PROGRAMA DE CATIVEIRO DA ESPECIE. ........ceviuiiirerereiseeeevevease e 11

FIGURA 9 - FREQUENCIA DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS. .....cviirinieeienenereieieeeieieeeeeieneseseessseseens 12



AMC
AMI
AMP
ANVISA
AZl
BHI
CFL
CIP
ENO
EPI
EPM
ESEC
Gadj-
GEN
Gl
H.S
LTD
MiLi
NCLI
PAN
PEN
PR
SP
SUL
TET
UFC

4. Lista de Abreviaturas e Simbolos

Amoxicilina

Amicacina

Ampicilina

Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitaria
Azitromicina

Brain Heart Infusion

Cefalexina

Ciprofloxacina

Enrofloxacina

Equipamentos de Prote¢do Individual
Rugai sem Sacarose

Estacdo Ecologica

Simbolo de ferramenta estatistica
Gentamicina

Grau de liberdade

Sulfeto de hidrogénio

Meio para hidrolise da ureia e desaminacéo do triptofano
Meio para Motilidade, Indol e Lisina
NationalConservationLeadershiplinstitute
Programa de Ac¢do Nacional

Penicilina

Parana

Séo Paulo

Sulfonamidas

Tetraciclina

Unidades formadoras de col6nias

Simbolo do teste estatistico de Qui quadrado



5. Sumério

L. RESUIMO .ttt ettt e ekttt e e e bbbt e e e s anbb e e e e e nnb e e e e e enees i
N o - ToX SRR I
3. LIStA B FIQUIAS ..ottt ii
4. Lista de Abreviaturas € SIMbBOIOS .........cccccveiieiiieiie e iv
T 1 U 10 U To OSSR %
6. INIFOAUGED ...ttt 1
7. ODBJELIVO GRIAL .. .eoiiieie e 3
8. Material @ MELOUOS. .......ccveeieieeeie ettt 4
9. ANALISE ESLALISTICA ... .ccvveeieeiiieeeiie ettt 8
10, RESUIAUOS ... eeie ettt et e et e e sr e e aeennaeeeannes 10
3 DISCUSSA0 € CONCIUSOES.......vveeeiireeiiieeeiieeeeieeeeieeeaiee e s saaessrae e sraeeesneeeesnneeeannes 1
11. RecomendagBes para 0 MaNEJO.......ccouueiuieriiiiie ittt 3
AGIadECIMENTOS ...ttt ettt e enree s 4
12. Referéncias DIbHOGrafiCas .........cocvvveiiiie i 5



6. Introducéo

O cardeal-amarelo era considerado escasso no Brasil nas décadas de 1970 e 1980 e
atualmente subsiste em numeros extremamente reduzidos na natureza (SERAFINI, 2014).
Registros brasileiros provém das porcgdes oeste e sul do Estado do Rio Grande do Sul,
principalmente junto a fronteira com o Uruguai, mas ha também, registros de ocorréncia no
leste da Argentina (DIAS, 2008). Segundo a Lista Nacional Oficial de Espécies da Fauna
Ameacadas de Extincdo (MMA, 2014), a espécie esta criticamente ameacada e vem sendo
prejudicada por fatores de ameagca comuns para aves silvestres, como a caga e a constante
fragmentagdo de habitat (SERAFINI, 2014).

Os Planos Nacionais para a Conservacao de espécies ameacadas (PANs) tem como
objetivo definir acdes ex situ e in situ que corroborem com a preservacdo e recuperacao de
espécies ameacadas de extingdo. O Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo (Gubernatrix
cristata) esta inserido no Plano Nacional para a Conservagdo dos Passeriformes Ameacados
dos Campos Sulinos e Espinilho, estabelecido pela Portaria N° 49, de 30 de abril de 2014
(SERAFINI, 2014).

O objetivo do Programa de Cativeiro do Cardeal amarelo tem como um dos focos o
de estimular o crescimento da populacdo em cativeiro, além de aumentar conhecimento
cientifico sobre a espécie em questdo (SERAFINI, 2014). Nesse contexto, a caracterizacdo da
microbiota dos individuos € de extrema importancia para sinalizar possiveis causas de
problemas na salde dos animais. Além disso, o entendimento da microbiota de aves reflete a
coevolucdo de microrganismos com seus hospedeiros, desempenhando um papel fundamental
no crescimento, resposta imune e desenvolvimento de doencas (ECKBURG et al., 2005).

As atividades humanas frequentes, que possuem interacdo com animais selvagens,
podem promover genes de resisténcia antibiotica e espalha-los em seus habitats (SANTOS,
2013). Alem disso, a resisténcia a antibioticos continua a ser uma ameaca para a saude publica
atualmente (SOUSA et al., 2014), por isto, é relevante entender as dindmicas relacionadas a
resisténcia antimicrobiana de animais silvestres cativos.

As relacBes estabelecidas entre microrganismos e animais ainda ndo sdo bem
delimitadas. Um conjunto de micro habitats se estabelece ao longo do sistema gastrointestinal,
e a distribuicdo e funcdo de determinados microrganismos € especifica dentro do sistema
como um todo, ao passo que, quaisquer alteracoes, sejam elas fisicas ou fisioldgicas, podem

influenciar na manutencgdo da biota e facilitar o crescimento de microrganismos patogénicos,



que consequentemente irdo gerar doencas infecciosas (TORTORA et al., 2000; MELVILLE,
2004).

Considerando que a populacdo mantida em cativeiro ndo é numerosa, hd uma
preocupacdo em relacdo ao prejuizo que uma doenca infecciosa possa causar em caso de
epizootia (SMITH et al., 2009). Somado a isto, o efeito sinérgico de interagdes com outras
ameacas também pode ser prejudicial para as espécies em vias de extingdo (HEARD et al.,
2013).

Fatores influentes sobre a composicdo da microbiota gastrintestinal, quando
identificados como causadores de morbidade, mortalidade, reducdo da aptiddo (fitness),
incluindo menor sucesso reprodutivo, sdo os alvos de investigagdes microbioldgicas e a
caracterizacdo taxondmica do que € mais prevalente se torna bastante importante para
diagnosticar cenarios de coevolucdo, segundo estudo de meta-analise de trabalhos publicados
com caracterizacdo de microbiota de aves (WAITE e TAYLOR, 2014) A partir da
caracterizacdo da microbiota se pode demonstrar ainda a prevaléncia de agentes com
potencial zoondtico e subsidiar a compreensdo da correlagdo entre microrganismos e a
situacdo sanitaria dos individuos em cativeiro desta espécie em questdo. Portanto, estes dados
poderdo ser utilizados como ferramenta para a escolha de candidatos a soltura prevista no

Programa de Cativeiro.



7. Objetivo Geral:

Identificar a microbiota cloacal e de orofaringe dos cardeais-amarelos mantidos em

cativeiro, em instituices vinculadas ao Programa de Cativeiro do Cardeal-amarelo.

7.1 Objetivo Especifico:

Determinar os padrdes microbiolégicos normais de individuos saudaveis da espécie,
abordando desta maneira a salde destas populacdes e a viabilidade da inclusdo de espécimes
em iniciativas de manejo para reintrodugdo/revigoramento populacionais conforme
planejamento prévio (Meta 3 do Programa de Cativeiro: “Liberar experimentalmente na sua
area original de ocorréncia, pelo menos trés grupos (unidades sociais) de cardeais-amarelos
até 2017).

Relacionar a ocorréncia de determinadas bactérias na microbiota com a incidéncia de
doencas e sucesso reprodutivo.

Verificar possivel resisténcia bacteriana a antibioticos e relaciona-la com a

incidéncia de doencas e sucesso reprodutivo.



8. Material e Métodos

A colheita das amostras ocorreu no criadouro cientifico para fins de conservacao
Onca Pintada, localizado na cidade de Curitiba, Parand, no dia 09 de setembro de 2014; e no
Zooldgico de Gramado, localizado na cidade de Gramado, no Rio Grande do Sul, no dia 19 de
fevereiro de 2016. Ambos sdo mantenedores integrantes do Grupo de Trabalho do Programa
de Cativeiro dos Cardeais-amarelos.

O criadouro Onca Pintada abriga 25 individuos de Gubernatrix cristata. Os oito
espécimes pareados sdao mantidos em recintos grandes de metragem variavel
(aproximadamente de 2m x 1,5m), com barreiras visuais e enriquecidos com vegetacao
(arvoretas e arbustos), apresentados na Figura 1. Os machos ndo pareados sdo mantidos em
pequenos recintos individuais, mais préximos a area de manejo dos tratadores e sem
enriquecimento ambiental. H& registros de trés filhotes nascidos no criadouro, sendo um
deles, nascido na estacdo reprodutiva anterior da coleta, em 2014. A alimentacdo é composta
por mistura de sementes e racdo comercial para passeriformes e agua ad libitum.

Figura 1 - Recintos de individuos de cardeal-amarelo pareados no criadouro cientifico para fins de

conservagdo Onga Pintada.

No Gramado Zoo, sdo abrigados 25 individuos da espécie com 22 pareados e seis
casais com registros de nascimento de filhote, durante periodos reprodutivos anteriores.
Dentre estes, dois casais sdo mantidos em recintos externos, isolados do publico (Figura 2), e
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um casal é mantido exposto ao publico (Figura 3), em recinto enriquecido com arbustos
semelhantes aos encontrados no habitat natural da espécie (Figura 4), como forma de
promover a conscientizagdo ambiental aos visitantes. Todos os outros individuos s&o
mantidos em local fechado com janelas isoladas por telas, que possibilitam a entrada de luz
solar e ventilagdo. Os individuos séo distribuidos em pares entre as diferentes gaiolas (Figura
5).

Figura 2 - Recinto externo de cardeais-amarelo sem contato com o pablico, no Gramado Zoo.

Figura 3 - Detalhes de uma das placas que explicam para o publico do Gramado Zoo Programa de

Cativeiro do Cardeal-amarelo.



Figura 4 - Recinto de exposicao do cardeal-amarelo no Gramado Zoo.

g uliuui]mmlm
NI

Figura 5 - Recintos onde se encontram csrdeais-amarelos no Gramado Zoo.

Toda a manipulacdo das aves silvestres foi realizada mediante o uso de equipamentos
de protegdo individual (EPI’s), incluindo 6culos de prote¢do, mascara de protecdo e luvas de
latex.



As amostras colhidas foram mantidas em meio de transporte Stuart, para o transporte
até o Laboratério de Aguas e Microbiologia da Estagio Ecoldgica de Carijos (Esec Carijos),
Florianopolis, Santa Catarina. Em até 48 h apds a colheita, as amostras foram repicadas no
meio Brain Heart Infusion (BHI), na proporcao de 70ul para 30ul de glicerina, com o intuito
de preservar as células dos microrganismos presentes e garantir posterior analise do material
(MEURER, 2014). Apos a repicagem em BHI, todas as amostras foram congeladas & -20°C.

A identificagdo da microbiota cloacal e oral ocorreu entre os meses de agosto de
2015 a junho de 2016. As amostras descongeladas foram repicadas por meio de estrias em
placa inclinada em agar MacConkey, meio seletivo para bactérias Gram-negativas, e no agar
Sangue, meio ndo seletivo preparado com sangue de carneiro liofilizado. Ap6s 24 h de
incubacdo a 37°C, as colbnias foram analisadas segundo critérios morfologicos, de acordo
com Winn et al. (2012). Apos a triagem, foi realizada a coloragdo de Gram, por meio do kit da
New Prov (Santa Cecilia, SP), seguindo recomendacdes do fabricante. Para as colonias Gram-
positivas presentes no dgar Sangue foi realizado o teste catalase, que determina a presenca da
enzima catalase, adicionando algumas gotas de perdéxido de hidrogénio a uma coldnia isolada.
Para os isolados com resultado de catalase positivo, foi aplicado o Staphy-Test (Probac do
Brasil, Santa Cecilia, SP), que utiliza a capacidade do Staphylococcus aureus de aglutinar
hemécias para a identificacdo do grupo estafilococos coagulasse positivos (WINN et al.,
2012).

As colbnias com crescimento no agar MacConkey foram submetidas ao teste de
oxidase em fita (New Prov, Pinhais, PR), quando apresentavam fermentacdo de lactose
negativa, com o intuito de identificar bactérias do género Pseudomonas.

Apos a leitura do teste, as amostras Gram-negativas foram repicadas a partir do agar
MacConkey, no Agar Triplice acticar ferro (TSI), que possibilita a analise de fermentacéo de
trés agucares e a producgéo de acido sulfidrico (H2S). Além disso, as amostras foram repicadas
no Enterokit (Probac do Brasil, Sdo Paulo, SP), composto por tubos com oito testes
bioguimicos em trés meios diferentes: meio Rugai sem sacarose (EPM), que contém os testes
de fermentacdo e producdo de gas em glicose, producdo de H.S, hidrdlise da ureia e
desaminacdo do triptofano (LTD); o meio Motilidade, Indol e Lisina (MiLi), que contém os
testes de motilidade, indol e descarboxilacdo de lisina; e o meio Citrato de Simmons, que
propicia um meio com citrato como Unica fonte de carbono as bactérias. A incubacdo do
Enterokit e TSI ocorreram durante 24 h a 37°C e foram interpretadas segundo recomendacdes

do fabricante, que disponibiliza um sistema numérico a partir da positividade para os testes,



além da fermentacdo da lactose observada na placa de MacConckey e interpretacdo do TSI
segundo recomendagdes da ANVISA (BRASIL, 2004).

O teste de resisténcia a antibioticos foi baseado na metodologia de disco difusdo
descrito por Bauer e Kirby (1966). Todas as amostras foram devidamente suspensas em
solucdo salina (0,85%) até atingir turbidez similar ao grau 0,5 da escala Mac Farland (1x106
UFC/mL) a partir das colonias previamente isoladas (entre 24 e 48 h), e posteriormente
semeadas, utilizando suabe estéril em placas com &gar Muller Hinton. Onze discos de
antibidticos foram utilizados: gentamicina (GEN), penicilina (PEN), azitromicina (AZI),
sulfonamidas (SUL), ciprofloxacina (CIP), enrofloxacina (ENO) para as bactérias
identificadas como Gram-negativas e tetraciclina (TET), cefalexina (CFL), ampicilina (AMP),
amicacina (AMI) e amoxicilina (AMC) para as bactérias Gram-positivas, segundo instruces
do fabricante. O diametro do halo de inibicdo obtido nas analises de resisténcia a antibidticos
(Figura 6) determinou a classificacdo do isolado como resistente ou sensivel segundo

parametro do NCLI (BRASIL, 2005), com controle por Klebsiella oxytoca (ATCC43086).

[ —

Figura 6 - Teste de antibiograma apds 24h de crescimento.

9. AnAlise estatistica



A prevaléncia das bacterias isoladas foi calculada pelo numero de individuos

infectados vs. individuos analisados. Foi utilizado o teste G com ajuste para pequenas

amostras (Gadj) ou 0 teste Qui-quadrado com correcdo continua de Yates para verificar as

seguintes relacdes e testar as hipéteses:

Diferenga na prevaléncia de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas na
microbiota oral e cloacal,

Heterogeneidade de bactérias isoladas na microbiota oral e cloacal;

Testar a hipdtese de que maior prevaléncia de bactérias Gram-negativas
influencia a incidéncia de doengas (micoplasmose, clamidiose, salmonelose e
sarna);

A relacdo entre predominancia de bactérias Gram-negativas ou positivas e o
sucesso reprodutivo (nimero de ovos e filhotes produzidos);

Relagéo entre o criadouro ou zooldgico e a frequéncia de isolados resistentes
ou multirresistentes;

Testar a hipotese de que as amostras orais e cloacais ndo apresentam
diferenca de resisténcia a um ou mais antibidticos;

Testar a hipotese de que Gram-negativas e positivas também nédo se diferem
guanto ao nimero de antibidticos aos quais apresentam resisténcia;

A influéncia das coldnias bacterianas resistentes e a satde dos hospedeiros,

bem como seu sucesso reprodutivo.

Todos os testes estatisticos foram ajustados somando-se 1 a cada valor para eliminar

os valores nulos, quando da sua necessidade. Todos os testes foram realizados no programa
Excel com a extensdo PopTools (HOOD, 2011).



10. Resultados

No criadouro Onga Pintada foram colhidas 26 amostras, sendo nove cloacais e 17
orais, provenientes de 17 individuos: 12 machos e cinco fémeas. J4 no Gramado Zoo foram
colhidas 50 amostras, sendo 25 delas cloacais e 25 orais. De todas as amostras analisadas,
55,26% apresentaram uma ou mais coldnias de bactérias, sendo 65,43% Gram-positivas e
34,57% Gram-negativas (Figura 7). As bactérias identificadas foram, na seguinte frequéncia:
Staphylococcus spp. (57,83%), Citrobacter freundii (8,43%), Escherichia coli (7,23%),
Enterobacter aerogenes (6,02%), Serratia liquefaciens (4,82%), Bacillus spp. (3,61%),
Enterobacter gergoviae (3,61%), Estreptococcus spp. (2,41%), Kebsiella oxytoca (2,41%),
Enterobacter agglomerans (2,41%) e Enterobacter cloacae (1,20%) (Figura 8).

BACTERIAS GRAM NEGATIVAS E POSITIVAS

GN

GP

GRAM PREDOMINANTE

0 10 20 30 40 50 60 70
FREQUENCIA (%)

Figura 7 - Frequéncia de bactérias Gram-negativas (GN) e Gram-positivas (GP) em cardeais-amarelos

de dois mantenedores do Programa de cativeiro da espécie.

A microbiota oral e cloacal foi considerada homogénea tanto para a prevaléncia de
isolados Gram-positivos e Gram-negativos (Gag=16,56, gl=10, p=0,08), como cada espécie de
bactéria (Gadj=6,42, gl=10, p=0,77). A prevaléncia de bactérias Gram-negativas néo
influenciou a incidéncia de doengas (Gadj = 2,33, gl=1, p=0,12) ou o sucesso reprodutivo (}?
=0,04, gl=1, p=0,82).
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DIVERSIDADE DE BACTERIAS
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Figura 8 - Diversidade de bactérias identificadas e suas frequéncias em cardeais-amarelos de

dois mantenedores do Programa de cativeiro da espécie.

A resisténcia a antibioticos foi 69,88% nas col6nias isoladas em ambos os locais
(criadouro Onca Pintada e Gramado Zoo0), dentre as quais, quatro géneros apresentaram
resisténcia em todas as cepas amostradas (Figura 9). Todas as amostras analisadas
apresentaram resisténcia para algum dos antibidticos testados (Tabela 1). Nao houve relagéo
entre o0 criadouro e a frequéncia de amostras resistentes (x2=0,05, gl=1, p=0,81) ou
multirresistentes (x2=1,45, gl=1, p=0,22). N&o houve relacdo entre amostras orais e cloacais
(Gagj=5,14, gl =5, p =0,39) e resisténcia a antibioticos. Ndo houve relacéo entre a prevaléncia
de bactérias Gram-negativas e positivas (Gagj=8,67,91=5, p= 0,12), e resisténcia a antibioticos.
A incidéncia de doencas (Gadgj=0,94,gl=1, p=0,33) e 0 sucesso reprodutivo ndo foram

influenciados pela resisténcia a antibioticos (Ga¢=0,86, gl=1, p=0,5).
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FREQUENCIA DE RESISTENCIA BACTERIANA
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Figura 9 - Frequéncia de bactérias resistentes a antibi6ticos.
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Tabela 1 - Relacdo entre cepas resistentes e os antibioticos utilizados.

GRAM-NEGATIVAS GRAM-POSITIVAS

RESISTENENCIA

. Klebsiella Citrobacter E. E. E. E. Serratia Estreotococcus  Bacillus  Staphylococcus POR
ANTIBIOTICOS ocytoca freundii aerogenes agglomerans coli  gergoviae liquefaciens  sp. sp. sp. ANTIBIOTICO
AMP 1 6 2 0 1 1 0 0 0 0 13,25%
AMC 0 5 2 1 0 1 0 0 0 1 12,05%
AMI 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 3,61%
AZI 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2,41%
CIP 1 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3,61%
CFE 1 5 3 1 0 1 1 0 0 0 14,46%
ENO 0 0 0 0 0 0 1 0 0 4 6,02%
GEN 0 0 0 0 0 0 1 2 1 2 7,23%
PEN 0 0 0 0 0 0 0 2 2 9 15,66%
SUL 1 1 1 0 1 0 0 2 1 9 19,28%
TET 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2,41%
TOTAL 4 18 8 2 4 3 5 6 4 29 -




11. Discussdo e Conclusdes

Entender a microbiota do sistema gastrointestinal das aves é de grande importancia
para relacionar a presenca de microrganismos e doengas infecciosas. Comumente, ndo ha uma
homogeneidade microbioldgica entre todo este sistema, e segundo os resultados apresentados,
ndo houve diferenca significativa entre amostras de origem oral e cloacal, que compreendem
as partes com maior contato com o ambiente externo (HIRSH e ZEE, 1999; MELVILLE,
2004; TORTORA et al., 2000). Esperava-se encontrar incidéncia maior de Gram-negativas
nas amostras cloacais, porém, as amostras apresentaram maior frequéncia de bactérias Gram-
positivas, com predomindncia de Staphylococcus spp., um género bastante comum em
amostras cloacais de aves (ANDREASEN, 2003; SANTOS, 2010). A familia dos
estafilococos, composta por bactérias Gram-positivas, € comumente encontrada na microbiota
natural da pele, nariz e boca dos seres humanos e animais. Estas bactérias oportunistas podem
causar uma série de doencas, desde infeccGes de pele até doencas potencialmente fatais
(SOUSA, 2014; WALSH e FANNING, 2008). Apesar de comum a presenca deste grupo de
bactérias nos individuos amostrados poderia estar relacionada, ao contato com humanos
durante o manejo de cativeiro e alimentacdo das aves, especialmente de S. aureus, entretanto
esta espécie nao foi encontrada.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sdéo amplamente encontradas na natureza
e na microbiota animal, podendo estar associadas a doencas infecciosas (WINN et al., 2012).
Estdo relacionadas a infeccGes em passeriformes, podendo ser encontradas como patdgenos,
oportunistas, associados ou ndo, com infeccdo viral, parasitaria ou fungica (JOSEPH, 2003;
HORN, 2015). Todavia, ndo houve relacao significativa com a presenca de Gram-negativas e
a incidéncia de doencas nos animais amostrados, assim como ndo houve relacdo entre a
diversidade microbiana e historico de doengas.

Apesar dos dados ndo apontarem relacdo entre resisténcia microbiana e incidéncia de
doencas, a coldnia de Enterobacter cloacae apresentou resisténcia para ampicilina e faz parte
da microbiota de um individuo que também tem historico de doenca. Segundo Lu et al. (2003)
essa relacdo explica-se pelo fato de que a microbiota intestinal é afetada por muitos fatores,
assim como dieta, ambiente, administracdo de antibioticos e infeccdo por organismos

patdgenos.



Nossos resultados ndo apontaram influéncia entre o sucesso reprodutivo de aves e a
predominancia de bactérias Gram-negativas/positivas, ou em relacdo a diversidade de
espécies associadas. Entretanto, é importante salientar, que a microbiota do trato
gastrointestinal influencia a salde, o crescimento e a resposta imune dos animais (SANTOS,
2013) e que estas relacdes ainda ndo sdo bem delimitadas entre diferentes espécies de aves.
Apesar da ndo significancia entre sucesso reprodutivo e incidéncia bacteriana, observou-se no
Gramado Zoo, maior atividade reprodutiva entre casais mais distantes de outros individuos da
espécie, e com recintos mais enriquecidos ambientalmente, fatores estes, considerados
externos a microbiota dos animais, mas que influenciam positivamente o bem-estar animal
(MENDONCA-FURTADO, 2006), e que podem facilitar o sucesso reprodutivo dos cardeais.

A diversidade de bactérias na microbiota de aves de cativeiro e silvestres da espécie
Tetrao urogallus foi maior para individuos de vida livre, sugerindo-se que a estrutura da
comunidade microbiana do ceco é importante para a sobrevivéncia durante a temporada de
inverno e que as diferencas observadas para as aves selvagens podem explicar a alta
mortalidade de animais cativos quando libertados no ambiente natural (WIENEMANNA,
2011). N&o se tem dados sobre a microbiota de cardeais-amarelos selvagens, estudo que seria
de grande importancia para garantir que os individuos candidatos a soltura ndo sofressem
impactos negativos no processo de reintegracdo com o ambiente natural.

A resisténcia das col6nias de bactérias em cardeais-amarelos pode ter sido adquirida
devido a utilizacdo de antibidticos para tratamento de doencas bacterianas em cativeiro,
podendo ter sido naturalmente produzida pelos microrganismos, apos pressdo seletiva. Além
disso, ha possibilidade de trocas de materiais genéticos entre bactérias de diferentes origens e
0 papel de plasmideos na transmissdo do potencial de resisténcia a antimicrobianos tem sido
amplamente discutida (GIBBS et al., 2007; KOSHLAND, 1994; SANTOS, 2010). O contato
com seres humanos também pode ser um meio de transmissdo de bactérias resistentes
(SANTOS, 2010). A identificacdo das espécies e dos genes relacionados a resisténcia
antibidtica sdo pontos importantes a serem considerados em novos trabalhos com os cardeais-
amarelos, visto que ha uma relacdo com doencas graves em humanos e animais, € que animais
selvagens podem vir a ser propagadores de genes resistentes na natureza (SOUSA, 2014).

A identificacdo das bactérias possibilitou um panorama sobre a predominancia de
Staphylococcus spp., porém, a identificacdo em nivel de espécie tem significancia maior, visto
que a familia em questdo pode estar relacionada com problemas de salde publica (SOUSA,
2014). Este trabalho apresentou resultados importantes sobre a dindmica de resisténcia e a

diversidade bacteriana predominantes em cardeais cativos.
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12. Recomendagdes para 0 Manejo

Segundo resultados apresentados, a diversidade microbiana identificada néo
apresenta riscos imediatos para a salde dos animais do Programa de Cativeiro analisados até
0 momento. Contudo, estudos mais aprofundados na microbiota normal de animais da mesma
espécie em vida livre devem ser obtidos a fim de permitir a comparacdo e a compreensdo
sobre a viabilidade da inclusdo destes espécimes cativos em iniciativas de manejo para
reintroducdo/revigoramento populacionais, considerando notadamente a resisténcia a
antimicrobianos encontrada.

A questdo da resisténcia é de importancia para a sociedade atual, e por isso deve-se
ter precaucOes diante da possibilidade de transmissdo de cepas resistentes, dos animais para 0s
seres humanos e vice-versa. Sugere-se entdo, que pessoas em contato com as aves na
manutencdo do ambiente e fornecimento de alimentos, utilizem EPI’s para garantir que ndo
haja contaminacdo microbiologica. Alem disso, a transmissdo pode ser a partir de humanos
para as aves, que podem futuramente estar levando cepas resistentes a natureza, quando
ocorrer a soltura. Ainda que a resisténcia a antibioticos possa ser causada por vias naturais, a
propagacao de bactérias resistentes pode ser negativa tanto para as aves que serdo soltas, pelo
fato de estarem entrando em um ambiente com diferentes patégenos, quanto para oS
individuos da mesma especie remanescentes no ambiente natural, ou de outras espécies

animais, que vao estar em contato direto com estas aves.
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