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1.1 Resumo

O papagaio-de-cara-roxa (Amazona brasiliensis) é um psitacideo ameacado de extincao,
endémico da Mata Atlantica que distribui-se ao longo de faixa litoranea do sul de Sao Paulo
ao norte de Santa Catarina. Segundo censo populacional realizado em 2014 pela Sociedade de
Pesquisa em Vida Selvagem e Educacdo Ambiental mais de 70 % da populacgéo (cerca de 7000
individuos) se encontra no Parana. Entre as acdes previstas no Plano de A¢do Nacional para a
Conservacao dos Papagaios da Mata Atlantica esta a caracterizacdo do perfil sanitario das
populacdes de papagaio-de-peito-roxo, papagaio-chardo e papagaio-de-cara-roxa em vida
livre. O objetivo deste estudo foi identificar a microbiota cloacal e de orofaringe dos
papagaios-de-cara-roxa amostrados, relacionar a mesma com eventual causa de doenca e,
principalmente, determinar padrfes sanitarios normais de individuos saudaveis na area
amostrada. Foram realizadas quatro expedicGes de campo para a llha Rasa, no litoral
paranaense, contemplando o periodo reprodutivo de 2013/2014 o que originou a coleta de 41
amostras cloacais e orais de filhotes de Amazona brasiliensis. Ensaios microbiologicos e
bioquimicos foram realizados seguindo metodologia padronizada (WINN et al. 2012). Por
fim, foram isoladas 125 colénias que culminaram com a identificacdo de 12 géneros de
bactérias. A maior prevaléncia de bactérias Gram-negativas leva a concluir que, em aspectos
gerais, 0s ninhegos amostrados estavam dentro das normalidades sanitarias, considerando as
condicdes de higiene nos ninhos e resultados de estudos similares com outras espécies.
Obtendo referéncias para o conhecimento da microbiota natural, é possivel fazer seu uso

como potencial ferramenta para 0 monitoramento e conservacao.



1.2 Abstract

The Red-tailed Amazon Parrot (Amazona brasiliensis) is an endangered and endemic to
the Atlantic Forest, the species is distributed from the south coast of Sdo Paulo state to the
northern coast of Santa Catarina state. According to the population census conducted in 2014
by the Society for Wildlife Research and Environmental Education more than 70% of the
population (about 7.000 individuals) is in Parand. Among the actions set out in the National
Action Plan for the Conservation of Parrots of the Atlantic Forest is the characterization of the
health profile of populations of Vinaceous Parrot, Red-spectacled Parrot and Red-tailed Parrot
in the wild. The aim of this study was to identify the cloacal and oropharyngeal of Red-tailed
Amazon Parrot sampled, also relate microbiota to potential cause of illness and mainly
determine health patterns of normal healthy individuals in the sampled area. Four field
expeditions to Rasa Island were realized in the Parana coast, contemplating the reproductive
period of 2013/2014 which resulted in the collection of 41 oral and cloacal samples of
nestlings Amazona brasiliensis. Microbiological and biochemical tests were performed
following standard methodology (WINN et al. 2012). Finally, 125 colonies that led to the
identification of 12 genera of bacteria were isolated. The higher prevalence of Gram-negative
bacteria leads to the conclusion that in general aspects, the nestlings were sampled within the
sanitary normality, considering the hygiene conditions in the nests and results of similar
studies with other species. Getting references to the knowledge of natural microbiota, it is
possible to use this information as a potential tool for populations monitoring and

conservation.
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4. Introducao

S&o conhecidos poucos efeitos das doencas infecciosas sobre as populacdes naturais
de aves (LAFFERTY; GERBER, 2002). A espécie em estudo, o Papagaio-de-cara-roxa,
Amazona brasiliensis (LINNAEUS, 1758) (Figura 1) € endémica do bioma Mata Atlantica e
era distribuida em uma faixa continua com mais de 3.000 km? entre o litoral sul de Santa
Catarina e o litoral norte de S& Paulo (DIEFENBACH; GOLDHAMMER, 1986;
SCHERER-NETO, 1989). Atualmente esta faixa continua de habitat ndo existe mais devido a
grande perda de area do bioma nos ultimos anos e consequente fragmentacéo (Figura 2). No
altimo senso realizado pela SPVS no periodo reprodutivo de 2012 a populagdo de Amazona
brasiliensis era de 6.700 individuos, e destes, praticamente 75 % encontram-se no litoral do

Parana (SPVS, 2012).

Figura 1: Individuo de Amazona brasiliensis (LINNAEUS, 1758) (SPVS, 2012).



Figura 2: Mapa mostrando a fragmentacdo de habitat no estado do Parana ao longo de cem anos (IAP, 2000).

O estudo epidemiolégico de uma espécie ameacada de extingdo inicia-se com a
determinacdo dos agentes infecciosos comuns nas populagdes naturais, 0s quais
provavelmente co-evoluiram com a espécie e representam baixo risco de epidemias
(AGUIRRE et al. 2012). A invasdo de espécies ex@ticas, incrementada pela globalizacéo,
permite que agentes infecciosos exdéticos se disseminem rapidamente em populacfes nativas
suscetiveis, estas por ndo terem evoluido paralelamente com estes agentes, ndo possuem

defesas naturais (COOPER, 1993).

Assim como a maioria dos psitacideos, 0 papagaio-de-cara-roxa (Amazona
brasiliensis) apresenta o0 comportamento social gregario que pode ser uma importante variavel

em possiveis transmissdes de patdgenos (SICK, 1997; AGUIRRE et al. 2012), j& que podem



se agregarem com mais de mil espécimes em alguns dormitérios com area reduzida

(CARRILLO et al. 2002).

Os psitacideos séo especialmente vulneraveis a destruicdo e distrbios ambientais, sendo a
perda de habitat o principal fator para a reducdo de muitas populacdes, além da introducéo de
espécies predadoras ou competidoras, populacbes naturalmente reduzidas, perseguicao
humana para comercio, caca e coleta de ovos (GALETTI; P1ZO, 2002). Estima-se que cerca
de 360 filhotes do papagaio-de-cara-roxa foram capturados em apenas um ano no municipio

de Cananéia, Sdo Paulo (MARTUSCELLI, 1995).

O papagaio-de-cara-roxa consta na Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira
Ameacadas de Extingdo (BRASIL, 2003; MACHADO, 2008), juntamente com outros trés
representantes do género: o papagaio-de-peito-roxo, Amazona vinacea (KUHL, 1820); o
chaud, Amazona rhodocorytha (SALVADORI, 1890) e o papagaio-chardo, Amazona pretrei
(TEMMINCK, 1830). As quatro espécies ameacadas do género Amazona estdo no Plano de
Acdo Nacional para a Conservacdo dos Papagaios da Mata Atlantica - PAN Papagaios,
elaborado em 2010 e publicado em 2011, que tem como objetivo garantir a integridade
genética e demogréafica das populagdes naturais das espécies-alvo por meio da ampliacdo do
conhecimento cientifico, da reducdo da perda de habitat e da retirada de espécimes da

natureza para o trafico até 2016 (SCHUNCK et al. 2011).

O projeto de conservacao do papagaio-de-cara-roxa, executado pela SPVS desde 1998,
desenvolve pesquisas na area de ecologia, etologia, conservacdo, patologia clinica,
parasitologia e virologia da populacdo natural da espécie na sua area de distribuicdo na costa
paranaense. Esta instituicdo tem sido uma das principais articuladoras para a implementacéo
de acdes previstas no PAN Papagaios, envolvendo-se ativamente em todas as atividades

relacionadas a conservacgdo desta espécie.



Importante destacar que o corte seletivo de espécies vegetais arbdreas associado a
supressdo vegetacional do ambiente natural reduziram a disponibilidade de ninhos naturais
para a reproducdo de papagaios-de-cara-roxa no ambiente natural e a equipe da SPVS vem
utilizando h& alguns anos ninhos artificiais na tentativa de minimizar este impacto na
reproducdo desta espécie. Tanto ninhos de madeira como de PVVC foram utilizados desde o
inicio de sua disponibilizacdo e a taxa de ocupacéo de ninhos artificiais € extremamente alta
ao ser comparada com a de outros projetos de conservacdo de psitacideos que fornecam
ninhos artificiais (DITTRICH et al. 2013). Compreender como estes ninhos artificiais afetam
a saude dos filhotes é uma variavel adicional ao monitoramento da satde das populacGes

naturais.

Este trabalho trata-se da implementacdo da Acdo 3.9 do Plano de Acdo Nacional para a
Conservacdo dos Papagaios Ameacados da Mata Atlantica que estd sob articulacdo e
responsabilidade da equipe do CEMAVE/ICMBIo com a participacdo e apoio de diversos
colaboradores (A¢do 3.9 PAN Papagaios: Caracterizar o perfil sanitario das popula¢tes do
papagaio-de-peito-roxo, papagaio-chardo e o papagaio-de-cara-roxa em vida livre). Uma
vez que este projeto propde a investigacdo ampla dos parametros sanitarios destas espécies
ameacadas de papagaios do género Amazona e a implementacdo de acdes do PAN Papagaios,
sua continuidade com a investigacdo de outros patdgenos e indicadores de salde destas aves é
bastante importante e diversas linhas de pesquisa relacionadas devem ainda ser realizadas a
fim de que se tenha a compreensdo plena da salde destas espécies e, por consequencia, dos

ambientes naturais em que as mesmas persistem.

O objetivo da investigacdo especifica prevista para execugdo durante o periodo da bolsa
PIBIC foi, ao identificar a microbiota cloacal e de orofaringe dos papagaios-de-cara-roxa
amostrados, relacionar a mesma com eventual causa de doenga, com o tipo de ninho

10



disponivel e, principalmente, determinar os padres sanitrios normais de individuos
saudaveis capturados na APA de Guaraquegaba e regido, abordando desta maneira a saude

das populacdes naturais locais.
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5. Material e Métodos

A area onde este estudo foi realizado, llha Rasa (25° 15" e 25° 30" Sul e 48° 20" e 48°
30" Oeste), esta localizada no litoral norte do estado do Parana, na regido de Guaraquecaba. E
protegida por lei, segundo o Sistema Nacional de Unidades de Conservacdo - SNUC (Lei n°

9.985, de 2000), como area de protecdo ambiental (APA) (Figura 3).
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Figura 3: Mapa da costa do Parana mostrando a APA de Guaraquecaba, destacando a ilha Rasa (SPVS, 2012).

Foram realizadas quatro expedi¢cBes de campo, durante o periodo reprodutivo de
2013/2014 e todas, com chegada a ilha na segunda-feira partindo na quarta-feira, retornando a
Floriandpolis, Santa Catarina para o processamento das amostras no laboratério da ESEC de
Carijos. As quatro expedicBes de campo (Tabela 1) foram realizadas pelo bolsista PIBIC ou

pela orientadora, além dos integrantes do Projeto de Conservacdo do Papagaio-de-cara-roxa,

12



sendo, invidvel logisticamente a participacdo de ambos devido a rotina de andlises

laboratoriais que demanda um esforco diario e ininterrupto.

Tabela 1: Datas das expedicfes de campo para a ilha Rasa, PR, representante do CEMAVE e nimero de
individuos amostrados em cada expedicéo, respectivamente.

Data Representante do CEMAVE | Namero de filhotes amostrados
16, 17 e 18 Dez/2013 Patricia Pereira Serafini 12
13,14 e 15 Jan/2014 Rafael Meurer 16
20, 21 e 22 Jan/2014 Patricia Pereira Serafini 13
03, 04 e 05 Fev/2014 Rafael Meurer 00

Cada ninho avistado foi acessado através de técnicas de escalada vertical (Figura 4) e
os filhotes contidos manualmente. Os espécimes passaram por uma avaliacdo clinico-fisica
pelo médico-veterinario da UFPR e/ou do CEMAVE, foram anilhados com anilhas metélicas
padrdo CEMAVE de acordo com a Instru¢cdo Normativa 27 do Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis de 2002 e ocorreram coletas biométricas e

bioldgicas de cloaca e de orofaringe com swabs estéreis de haste plastica.
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Figura 4: Auxiliar de campo da SPVS acessando um ninho artificial de madeira, através de técnicas de escalada
vertical (MEURER, 2014).

Imediatamente apos a coleta do material biologico, os swabs foram armazenados em
meio de transporte Stuart — acido tioglicolico 0,76 g/l; glicerofosfato de s6dio 10,0 g/l; cloreto
de célcio 0,1 g/l; azul de metileno 0,002 g/l; agar 6,5 g/l com pH ajustado para 7,4. Chegando
ao laboratdrio da ESEC de Carijos, as amostras foram semeadas em caldo BHI, um meio muito
nutritivo para 0os microrganismos onde ficaram durante vinte e quatro horas a 37°C dentro da
estufa. Posteriormente, todas as amostras foram congeladas a — 20°C com 30 % de glicerina

para conservar as estruturas celulares dos microrganismos.

Semanalmente foram descongeladas de 10 a 16 amostras (dependendo da
disponibilidade do aluno PIBIC) e cada uma, estriada em placas de petri com &gar sangue e
agar MacConkey (este ultimo inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos) e
acondicionadas em estufa a 37°C por vinte e quatro horas, posteriormente, foram feitas a
caracterizagdo morfologica das col6nias que cresceram, a técnica de coloracdo de Gram e a
verificagdo se a coldnia possui ou ndo a enzima catalase através de reagdo com H:0>

(perdxido de hidrogénio) para auxilio na futura identificacdo da espécie. Cada colénia pura foi
14



inoculada no agar TSI por picada e estria na superficie inclinada e ficou & 37°C durante vinte
e quatro horas, através deste meio de cultura é possivel observar a fermentacdo de

carboidratos, producdo de H»S e gés.

Por altimo, a colénia identificada como fermentadora € inoculada no conjunto de
provas bioguimicas para identificacdo de enterobactérias (Figura 5), que é composto por cinco
tubos de diferentes meios: 1) meio de EPM — ¢ possivel identificar a producdo de gas a partir
de glicose, producéo de H>S e desaminacdo do triptofano; 2) caldo lisina — identificamos a
descarboxilacdo da lisina; 3) meio de MIO — permite observar a motilidade, descarboxilagédo
da ornitina e producdo de indol; 4) agar citrato de Simmons — identifica as bactérias que
utilizam o citrato como Unica fonte de carbono e 5) caldo Rhamnose — utilizacdo da
Rhamnose. Ap0s a inoculacdo das coldnias nos Kits de enterobactérias, eles foram mantidos
por quarenta e oito horas a 37°C na estufa, com a leitura e interpretacdo em vinte e quatro
horas e uma segunda com quarenta e oito horas. Todo o conjunto de provas biogquimicas
obtidos ao término dos quatro dias de analises foram plotados para uma tabela e a
identificacdo foi baseada na tabela disponibilizada pela empresa fabricante do kit de
enterobactérias — Newprov Produtos para Laboratorio Ltda. Além da confirmacdo da
identificacdo da bactéria através de bibliografia especializada, assim como o uso da

metodologia padronizada de identificacdo (WINN et al. 2012).
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Figura 5: Bolsista PIBIC (Rafael Meurer) inoculando as col6nias de bactérias fermentadoras para o kit de
enterobactérias dentro da cabine de fluxo unidirecional (MEURER, 2014).

Para os testes estatisticos foi utilizado o software Portal Action que é desenvolvido
com base na estatistica R e esta disponivel livremente para download na internet. Objetivo foi
saber se existe diferenca entre a composi¢do da microbiota dos filhotes em funcdo dos
diferentes tipos de ninhos disponiveis para a espécie, para isso foi realizado um teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) entre ninhos artificiais de madeira e artificiais de PVC, os ninhos
naturais foram descartados devido & obtencdo de um n amostral muito baixo (n =2). Ambos 0s
grupos apresentaram distribui¢do normal para um a de 5%, sendo para 0s ninhos de madeira p
= 0,00000497 e para os ninhos de PVC p = 0,000000558.

Em seguida foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) resultando num valor de
p > 0,05 (p = 0,0518), mostrando que a microbiota dos filhotes ndo varia de acordo com o tipo

de ninho, porém o valor de p excedeu em apenas uma casa decimal, talvez uma amostragem
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de maior nimero de individuos poderia elevar ou diminuir este valor e mostrar uma possivel

diferenca estatistica.
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6. Resultados

Os conjuntos de dados obtidos ao longo de todas as analises laboratoriais culminaram
com o isolamento de cento e vinte e cinco coldnias e destas, foram passiveis de identificacdo
vinte espécies, além de duas onde so foi possivel se chegar ao nivel de género. Totalizando
doze géneros de bactérias identificados em 41 filhotes de Amazona brasiliensis entre vinte e

seis e cinquenta e seis dias de vida. (Tabela 2).

Tabela 2: Prevaléncia de bactérias isoladas nos trés tipos de ninhos amostrados durante o
estudo, o ninho natural foi descartado das analises estatisticas devido ao baixo valor amostral
(n =2).

Espécie _Prevaléncia em P_revaléncia em P_revaléncia em
ninhos de madeira ninhos de PVC ninhos naturais

Escherichia coli 21 15 04
Escherichia fergusonii 01 01 -
Klebsiella oxytoca 10 08 01
Klebsiella pneumoniae 07 03 02
Proteus mirabilis 06 02 -
Proteus vulgaris - 01 -
Citrobacter diversus (koseri) - 01 -
Citrobacter werkmanii 01 - -
Citrobacter freundii - 01 -
Salmonella enteridis (grupo) 03 00 01
Salmonella cholerae-suis 01 01 -
Enterobacter aerogenes 09 03 -
Enterobacter cloacae 01 02 01
Enterobacter gergoviae 01 - -
Enterobacter sakazakii 02 - -
Serratia liquefaciens (grupo) 03 02 01
Serratia rubidaea 01 - -
Morganella morgani 01 01 -
Hafnia alvei 01 01 -
Staphylococcus sp. 02 - -
Kluyviera sp. - 01 -
Providencia rittgeri 01 - -

Total 72 (n=24) 43 (n =15) 10 (n=2)
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Entre as espécies bacterianas isoladas podemos destacar quatro espécies: Escherichia
coli (32%) (Figura 6-A) e Klebsiella oxytoca (15,2%) (Figura 6-B), Klebsiella pneumoniae
(9,6%) e Enterobacter aerogenes (9,6%) que juntas compreendem mais de 65% da

diversidade bacteriana isolada.

R

Figura 6: A) Colbnias de Escherichia coli em agar MacConckey; B) Col6nias de Klebsiella oxytoca em agar
Mac Conckey.
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7. Discussao

A microbiota intestinal de Psittaciformes € constituida principalmente por bactérias
Gram-positivas, podendo aqui destacar os principais géneros: Lactobacillus spp., Bacillus
spp., Corynebacterium spp., Streptomyces spp., Gaffkya spp., Aerococcus spp., Micrococcus
spp., Staphylococcus spp., e Streptococcus spp. ndo hemoliticos (BANGERT et al., 1988;
FLAMMER et al., 1988). Trabulsi (1996) ndo considera saudavel a presenca de bactérias
Gram-Negativas em um individuo, assim como Hoefer (1997) e Mattes et al. (2005) sugerem
que Escherichia coli ndo é um componente natural da microbiota entérica de psitacideos,
portanto sua presenca estaria associada com a ocorréncia de alguma patologia. No trabalho de
Saiderberg (2008) ele obteve 40 amostras de filhotes de psitacideos em vida livre e todas
foram positivas para a familia Enterobacteriaceae, sendo Escherichia coli a espécie mais
abundante constando em 62,5% das amostras. Em trabalho similar Bowman & Jacobson
(1980) trabalharam com oito espécies de psitacideos adultos clinicamente saudaveis,
relatando uma baixa porcentagem de isolamento de bactérias Gram-negativas, sendo E. coli e
Enterobacter spp. foram isoladas com maior frequéncia. Bem como, Flammer & Drewes
(1988), isolaram em psitacideos mais de 90% de bactérias Gram-positivas.

A composicdo da microbiota de filhotes e adultos de psitacideos em vida livre é
diferente devido as condicdes de higiene dos ninhos, pois ocorre um acumulo de fezes e
matéria organica além da possivel utilizacdo prévia dos ninhos por outras espécies com a
microbiota entérica divergente em relacdo a de psitacideos (e.g. anatideos, rapinantes e

ranfastideos) (SAIDERBERG, 2008).

Na temporada reprodutiva de 2013/2014 98,4% das amostras (n = 41 filhotes)
foram positivos para a familia Enterobacteriaceae. Esta grande prevaléncia de bactérias
Gram-negativas leva a concluir que, em aspectos gerais, os filhotes amostrados apresentam

composigdo da microbiota similar a trabalhos com filhotes de psitacideos (SAIDERBERG,



2008), considerando as condicdes de higiene nos ninhos. Assim, obtivemos referéncias para
0 conhecimento da microbiota natural, sendo possivel fazer seu uso como potencial
ferramenta para 0 monitoramento e conservagdo. Ainda durante a participagdo no PIBIC, o
bolsista participou da revisdo bibliogréafica e da redacdo de um manuscrito envolvendo um
estudo preliminar piloto sobre a analise da microbiota de ninhegos de papagaio-de-cara-
roxa. A nota foi submetida para a publicacdo no periodico: Arquivos de Ciéncias

Veterinarias e Zoologia da UNIPAR.
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