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Investigacao de Salmonella spp., Listeria spp., Campylobacter
spp. e Pseudomonas spp. no trato intestinal de avestruzes
(Struthio camelus) criados no estado do Rio de Janeiro, Brasil

Investigation of Salmonella spp., Listeria spp., Campylobacter spp. and
Pseudomonas spp. in ostriches ( Struthio camelus) intestine from
Rio de Janeiro State, Brazil
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Resumo

Na estrutiocultura, pesquisas relacionadas com a prevaléncia de micro-organismos patogénicos para esses animais e de
importancia em saude publica ainda sédo escassas. O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de Salmonella spp.,
Listeria spp., Campylobacter spp. e Pseudomonas spp. a partir de 60 amostras de suabes cloacais, provenientes de quatro
criatérios de avestruzes e avaliar o perfil de susceptibilidade destes micro-organismos frente aos antimicrobianos. Os
micro-organismos dos géneros Salmonella, Listeria e Campylobacter ndo foram encontrados nas amostras analisadas.
Pseudomonas aeruginosa foi isolado a partir de 17 amostras (28,3,%), provenientes de animais de diferentes faixas etarias,
oriundos dos quatro criatérios investigados. Adicionalmente, Escherichia coli foi isolado de 57 amostras (95%), Klebsiella
spp., de cinco amostras (8,33%), Proteus mirabilis, Proteus vulgaris e Enterobacter spp. de uma amostra (1,66%). Das 17
cepas de P. aeruginosa submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, todas (100%) apresentaram
sensibilidade a Amicacina e a Ciprofloxacina e todas (100%) foram resistentes ao Sulfametoxazol/Trimetoprim e a Tetraciclina.
Foram encontrados cinco perfis diferentes de resisténcia aos antimicrobianos, indicando uma varia¢éo da resisténcia entre
as cepas de Pseudomonas isoladas, inclusive em animais do mesmo criatério e mantidos no mesmo piquete.
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Abstract

There has been limited research on the prevalence of ostrich intestinal pathogens and on the role of these animals as
foodborne pathogens source. This study was conducted to estimate the frequence of Salmonella spp., Listeria spp.,
Campylobacter spp. and Pseudomonas spp. from intestinal swabs of ostriches and to investigate the antibiotic resistance of
the isolates. Sixty samples collected from four ostrich farms were examined. Salmonella, Listeria and Campylobacter were
not isolated from the samples investigated and Pseudomonas aeruginosa was isolated from 17 (28.3%) samples. Additionally,
Escherichia coli was isolated from 57 samples, (95%), Klebsiella spp. from five (8.33%), and Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris and Enterobacter spp. from one sample (1,66%). All Pseudomonas isolates were susceptible to Amicacin and
Ciprofloxacin, and all of them (100%) were resistant to Trimethoprin/Sulfametox and to Tetracicline. Five antimicrobial resistance
profiles were found, showing a resistance diversity among the Pseudomonas isolates, even in the same farm and raised at
the same pen.
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Introduc&o organismos relacionados com a salde desses animais e a

. . L . saude publica, nessas aves, ainda sdo escassas.
Embora a estrutiocultura seja uma atividade em crescimento

no agronegécio nacional como uma alternativa na pecuaria, ~OS problemas relacionados com o trato digestivo sé&o os
pesquisas relacionadas com a prevaléncia de micro- que mais afetam os plantéis de aves jovens. Na natureza, os
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processos para a obtencdo da microbiota intestinal ocorrem
naturalmente; porém, isto ndo ocorre na produgdo avicola
moderna e as mortes decorrentes de processos infecciosos
representam grandes perdas econdmicas (Gabriel et al.,
2006).

Salmonella spp., Campylobacter spp. e Listeria spp. estao
entre os principais agentes causadores de enfermidades
transmitidas por alimentos no homem, além de
representarem risco para a sanidade do plantel avicola.

As aves sdo os principais carreadores de Salmonella spp.,
determinando alta taxa de mortalidade, especialmente em
filhotes (Andreatti Filho et al., 2000). De acordo com o
Regulamento Técnico para Registro, Fiscalizacdo e Controle
Sanitario dos Estabelecimentos de Criagdo de Ratitas (Brasil,
2003), esta previsto 0 monitoramento sanitario permanente
nos estabelecimentos de criagdo com pesquisa para
Salmonella Gallinarum e S. Pullorum, consideradas de risco
para o plantel e S. Enteritidis e S. Typhimurium consideradas
de risco para a salde publica.

Campylobacter spp. além de colonizar o intestino desses
animais, tambhém é citado como agente de hepatite, levando
a mortalidade em filhotes (Stephens et al., 1998), enquanto
Listeria spp. pode determinar septicemia, miocardite e areas
necréticas no figado das aves (Barnes, 1991).

Na estrutiocultura, minimas alterages de manejo podem
estressar as aves e permitir o surgimento de infec¢des
oportunistas, como ocorre na septicemia e aerossaculite
causada por Pseudomonas aeruginosa (Marinho et al., 2004;
Motta et al., 2008) apos colonizar o intestino. A contaminagdo
por Pseudomonas spp. também causa grandes prejuizos a
industria de alimentos por seu envolvimento frequente na
perda de produtos estocados, pois este agente causa
depreciacgdo por alteracdo do odor e formacao de limosidade
(Geonaras e Holy, 2000).

Devido ao pouco conhecimento que se tem a respeito dos
aspectos que envolvem essa atividade, € necessario que se
conhegca a microbiota intestinal desses animais,
especialmente a patogénica, contribuindo para um aspecto
importante no manejo, principalmente no que se refere a
utilizacdo de probidticos para evitar a colonizagcdo por
patégenos através da exclusao competitiva.

Este trabalho teve como objetivo principal verificar a presenga
de Salmonella spp., Listeria spp., Campylobacter spp e de
Pseudomonas spp., na microbiota intestinal de avestruzes
criados comercialmente no estado do Rio de Janeiro e avaliar
a susceptibilidade desses micro-organismos frente aos
antimicrobianos.

Material e métodos

Foram estudados 60 avestruzes de idades e linhagens
diferentes (African Black, Blue Neck, Red Neck), divididos
em quatro grupos de 15 aves cada, provenientes de quatro
criatérios diferentes (A, B, C e D), localizados no estado do
Rio de Janeiro. Os animais foram divididos em dois grupos
de acordo com a idade (inferior ou superior 15 meses). O
criatério A era localizado no municipio de Cachoeiras de
Macacu, o B no municipio de Itaborai e os criatérios C e D no
municipio de Silva Jardim. Todos os animais recebiam ragéo
especifica para a espécie, complementada com alimento
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volumoso, eram mantidos em piquetes cercados de terra a
céu aberto durante todas as etapas de criagdo e estavam
higidos no momento da coleta. Nao foram administradas
vacinas de qualquer tipo nos animais e foram fornecidos
probidticos aos filhotes no primeiro dia de vida como parte
da rotina do criatorio, compostos de Lactobacillus
acidophillus, Bifidobacterium bifidum e Enterococcus faecium
na concentracdo de 3,33 x 10°. As fezes foram coletadas com
0 uso de suabes e enviadas ao Laboratério em meio de
transporte Cary & Blair (OXOID CM519). Para a pesquisa de
Samonella spp., foram utilizadas duas metodologias. As
amostras foram diluidas em salina peptonada a 0,1% e
conforme a metodologia descrita por Costa e Hofer (1972),
foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para
enriquecimento. Aliquotas do cultivo foram inoculadas em
caldo tetrationato (DIFCO) e posteriormente semeadas em
placas contendo agar Eosina Azul de Metileno (OXOID) e agar
Hektoen (OXOID). As colbnias suspeitas foram inoculadas
em meio CV (Costa e Vernin, 1955) para identificacao
presuntiva. Paralelamente, conforme Instru¢do Normativa n.
62, de 26 de agosto de 2003 (Brasil 2003), aliquotas foram
inoculadas em caldo Selenito Cistina (OXOID) e caldo
Rapapport-Vassiliadis (OXOID) e posteriormente semeadas
em placas contendo agar Rambach (MERCK) e agar Hektoen
(Merk). Colénias suspeitas foram semeadas em meio
Triplice Sugar Iron (OXOID) e &gar Lisina (MERCK) para
identificagdo presuntiva e posterior identificacdo bioquimica.
Para a pesquisa de Listeria spp. foi utilizada a metodologia
descrita por Ryser e Donelly (2001). Amostras homoge-
neizadas em salina peptonada a 0,1% foram inoculadas em
Modified Listeria Enrichment Broth (DIFCO) para enrique-
cimento e incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Aliquotas
do enriquecimento foram semeadas em agar MOX (MERCK)
suplementado com cicloheximida (200 mg), sulfato de
colistina (10 mg), acriflavina (2,5 mg), cefotetan (1,0 mg) e
fosfomicina (5,0 mg). Paralelamente, aliquotas do enrique-
cimento foram semeadas em &gar Lithium-phenilethanol-
moxalactam (DIFCO) e Modified McBride agar (DIFCO)
suplementado com cicloheximide (200 mg). As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas para observagdo da morfo-
logia colonial em microscépio estereoscopico e das
caracteristicas morfotintoriais das colénias suspeitas para
posterior identificagdo bioquimica. Para o isolamento e iden-
tificacdo de Campylobacter spp., foi utilizada a metodologia
descrita por Stern, (1992). Aliquotas de 0,3 mL foram retiradas
da solugdo homogeneizada em salina peptonada a 0,1% e
colocadas sobre membrana Millipore (0,65 mm) depositada
sobre placas contendo agar Brucella (MERCK) suplemen-
tado com mistura antimicrobiana Campylofar (CEFAR) e com
7% de sangue de carneiro. Apés remogdo da membrana, as
placas foram incubadas a 42°C em microaerofilia obtida pelo
método da passivacdo do cobre (Jurgensen, 1981). Apos
observagdo das caracteristicas morfotintoriais das col6nias
suspeitas, foi realizada a identificagdo presuntiva por meio
dos testes da catalase e oxidase para posterior confirmagéo
bioguimica. Para a pesquisa de Pseudomonas spp. aliquotas
das amostras homogeneizadas em salina peptonada foram
semeadas em placas contendo agar Eosina Azul de Metileno
(MERCK) e agar Cetrimide (MERCK) e incubadas a 37°C por
48 horas. As col6nias suspeitas foram inoculadas em meio
CV para identificagdo presuntiva e posterior identificacdo
bioquimica (Costa e Hofer, 1972). A identificacdo de outras
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meados foi feita de acordo com a meto-
dologia descrita por Costa e Hofer
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Tabela 1: Micro-organismos isolados a partir de fezes de avestruzes provenientes
de criatorios localizados no Estado do Rio de Janeiro

(19_72)- Para o teste de -Q_'enSib”idade e Criatério A Criatério B Criatério C  Criatério D Total

resisténcia a antimicrobianos das ce-

pas de Pseudomonas spp., foi utilizado Enterobacter sp. - 1 - - 1

o0 método de difusdo de disco em &gar, Escherichia coli 11 15 14 14 57

segundo recomendac¢fes do NCCLS .

(2003) Klebsiella sp. 1 1 1 2 5
Proteus mirabilis - - 1 - 1

Resultados e discusséao Proteus vulgaris - - 1 - 1

Em nenhuma das amostras analisadas  fseudomonas aeruginosa 3 1 12 1 17

foi evidenciada a presenca de Salmonella

spp., Campylobacter spp. ou Listeria

spp. Estes resultados coincidem com

os de outros autores que também néo isolaram estes agentes
a partir de avestruzes (Ley et al., 2001; Melville et al., 2004).
Nos animais jovens investigados nesse estudo, o néo
isolamento destes micro-organismos pode ser devido a
utilizacdo de probidticos no primeiro dia de vida, o que evita
a colonizagdo de patégenos, dificultando a sua detecgdo por
métodos tradicionais (Andreatti Filho et al., 2000; Tellez et al.,
2001). Reducao significativa na excre¢do de Salmonella
Typhimurium foi obtida por Lopes et al., (2007), nos casos
de enterites associadas a mortalidade em avestruzes, apés
administracao de bactérias da microbiota entérica de aves-
truzes para aves recém-nascidas. Ndo foram encontrados
relatos referentes a prevaléncia de Listeria em avestruzes,
enquanto a presenca de Campylobacter foi descrita em
estudos relacionados com o trato intestinal desses animais
(Oyarzabal et al., 1995; Cuomo et al., 2007).

Do total de 60 amostras analisadas, a partir de 17 (28,3%),
foi isolada e identificada P. aeruginosa. Dentre essas 17
amostras, 12 (70,58%) foram provenientes do criatério C,
gue apresentava problemas relacionados com a mortalidade
de filhotes na faixa etaria entre um e trés meses. A agua
fornecida aos animais ndo recebia tratamento adequado e
segundo Barton, (1996), a agua é considerada um dos
veiculos mais importantes na transmissdo desse agente. P.
aeruginosa é descrita como uma espécie bacteriana
frequentemente isolada a partir do conteddo intestinal de
avestruzes (Medeiros, 2003), sendo responsavel por quadros
de pleuropneumonia necrotizante, septicemia e aerossacu-
lite (Motta et al., 2008; Marinho et al., 2004). Melville et al.
(2004) também constataram a presencga de P. aeruginosa
em amostras colhidas a partir da cloaca de filhotes de
avestruzes clinicamente sadios, 0 que leva a crer que este
agente pode ser componente da microbiota normal do
intestino e que, em determinadas circunstancias, pode
desencadear processos infecciosos. Nesse estudo,
Pseudomonas spp. foi mais prevalente em aves jovens
(64,7%) com idade inferior a 15 meses. Entretanto, a sua
presenca foi detectada também em aves acima de 15 meses
(35,3%), sugerindo que este micro-organismo pode ser
capaz de persistir neste local e no ambiente por longo periodo,
podendo determinar perdas no criatério. Também foram
isoladas Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris e Enterobacter spp., cuja distribuicdo entre
0s criatérios esta representada na Tabela 1.

No teste de sensibilidade aos antimicrobianos, das 17 cepas
de P. aeruginosa analisadas, todas (100%) foram sensiveis
a Amicacina e a Ciprofloxacina, 16 (94,1%) foram sensiveis
a Ceftazidima, 14 (82,3%) foram sensiveis a Gentamicina,
15 (88,2%) foram sensiveis e uma intermediaria ao Imipenem
e todas (100%) foram resistentes a Sulfametoxazol/
Trimetoprim e a Tetraciclina. A resisténcia da P. aeruginosa a
alguns dos antimicrobianos utilizados possui importancia
na producdo avicola e na Saude Publica, pois limita o uso
destes produtos em casos de infec¢gdes animais e humanas.
Outros autores também observaram perfis de resisténcia
semelhantes aos observados neste trabalho (Karlowsky et
al., 2003; Pitt et al., 2003; Walker et al., 2002; Kelley et al.,
1998). Foram encontrados cinco perfis diferentes de resis-
téncia aos antimicrobianos, indicando uma variagdo da re-
sisténcia entre as cepas de Pseudomonas isoladas, inclu-
sive em animais do mesmo criatério e mantidos no mesmo
piquete. No criatério C, foram encontrados quatro perfis dife-
rentes (Tabela 2). Esta varia¢édo contribui para a manutengéo
das cepas resistentes no ambiente, pois 0s antimicrobianos
utilizados na terapéutica podem néo ser eficientes para todos
os individuos em tratamentos coletivos.

Tabela 2: Perfis de resisténcia das cepas de Pseudomonas
aeruginosa isoladas de fezes de avestruzes frente
aos antimicrobianos testados e distribuicdo entre
0s criatorios

Tipos de Perfil

Antibidticos

1 2 3 4 5
Amicacina S S S S S
Ceftazidima S S S S R
Ciprofloxacina S S S S S
Gentamicina | S S R S
Impenem S R S S S
Sulfa/Trimetropim R R R R R
Tetraciclina R R R R R

Distribuicao dos perfis entre os criatorios

Criatério A 2
Criatério B 1
Criatério C 1 9 1 1
Criat6rio D 1
Total 1 2 11 2 1
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Conclustes

Em razdo da ocorréncia de P. aeruginosa em animais de
diferentes faixas etarias, suspeita-se da colonizagao
persistente desta bactéria no intestino dessas aves. Devido
a resisténcia observada ao Sulfametoxazol/Timetoprim e a
Tetraciclina, esses antimicrobianos ndo séo indicados no
tratamento de infec¢Bes causadas por P. aeruginosa nos
criatorios estudados.
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Mais estudos relacionados com a microbiota normal e
patogénica de avestruzes devem ser realizados, pois, através
do seu conhecimento, podem ser estabelecidas técnicas de
manejo mais adequadas, visando a manter a microbiota
benéfica e evitando a colonizagcdo por micro-organismos
patogénicos, o que reduziria as perdas de animais, produtos
e, consequientemente, o risco a saude publica.
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