Identificacao da microbiota da orofaringe e cloaca
em filhotes de arara-azul-grande (Anodorhynchus
hyacinthinus) de vida livre do Pantanal-MS
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RESUMO

Estudos relacionados com sanidade estdo sendo realizados para a conservacdo da arara-azul-grande
(Anodorhynchus hyacinthinus) em wvida livre. Amostras de cloaca e orofaringe de 14 filhotes foram ana-
lisadas através de métodos microbiolégicos padronizados. Bactérias Gram negativas e leveduras estdo pre-
sentes na microbiota dos filhotes sadios desta espécie, sendo os microrganismos Staphylococcus sp., Escherichia
coli , Enterococcus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. e leveduras presentes na
cloaca e orofaringe, enquanto Proteus sp. ocorreu apenas em orofaringe e Salmonella sp. em cloaca.
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ABSTRACT

Investigations about the health status of wildlife Hyacinth Macaw (Anodorhynchus hyacinthinus)
have being performed in order to contribute to conservation program of this species. Cloaca and oropharynx
samples were obtained from 14 nestlings and analyzed with standard microbiological methods. Gram
negative bacteria and yeasts occurred in normal nestling of this species, the isolated microorganisms being
Staphylococcus sp., Escherichia coli, Enterococcus sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas
sp., and yeasts from cloaca and oropharynx, while Proteus sp. occurred only in oropharynx and Salmonella

sp. only in cloaca.

Keywords: Hyacinth Macaw, Anodorhynchus hyacinthinus, microbiota, cloaca, oropharynx.

INTRODUGCAO

Uma das questdes mais relevantes no con-
texto atual é a conservacido do meio ambiente,
em especial a biodiversidade e o patrimonio na-
tural. Uma das ferramentas crescentes em im-
portincia para a conservagdo desta
biodiversidade é a “Medicina da Conservacio”,
em outras palavras, o trabalho médico-veteri-
nario aplicado aos conceitos e necessidades
conservacionistas. Neste contexto, o estudo das
enfermidades infecciosas afetando animais sel-
vagens ganha especial destaque, devido as do-
encgas exercerem importante e crescente im-
pacto sobre as populacdes nativas e mantidas
em cativeiro.

A determinacio da prevaléncia e da distri-
bui¢io de patégenos, especialmente os
transmissiveis nas populagdes selvagens ¢ tarefa
urgente e prioritdria (OTTO, 1998). Ballou et
al. (2000) ressaltaram que a qualificagdo e
quantificacido do risco da ocorréncia de uma
determinada enfermidade, e conseqiientemen-
te de seu impacto sobre a biodiversidade, estdo
subordinadas ao conhecimento das informagdes
epidemioldgicas dos agentes mérbidos e de suas
relacdes com os hospedeiros potenciais.

Segundo Catio-Dias (2003) no Brasil, em
virtude de sua magnifica biodiversidade e do
estado delicado em que muitas espécies animais
se encontram, é urgente o desenvolvimento de
pesquisas, além do apoio as ja existentes, que
investiguem a ocorréncia natural de patégenos
e suas correspondentes enfermidades. Atualmen-
te, com a constante ag¢io antropica sobre o0 meio
ambiente e a conseqiiente degradacdo da natu-
reza, a compreensido dos processos naturais das
doengas nos animais, suas dinAmicas e impactos
nas populacdes selvagens, é uma ferramenta
valiosa em prol da conservagdo de nossa
riquissima biodiversidade.

No Brasil, cerca de 20 % dos psitacideos en-
contram-se na lista dos animais ameacgados de
extingdo. A arara-azul-grande (Anodorhynchus
hyacinthinus) é o maior exemplar da familia
Psittacidae (SICK, 1997) e encontra-se nesta lis-
ta, mas sua situacio comegou a mudar com as
atividades do Projeto Arara Azul no Pantanal-
MS. Virios estudos foram e estdo sendo realiza-
dos com esta arara e uma série de conhecimen-
tos sendo adquiridos sobre a espécie em vida li-
vre. Dentro destes estudos vale a pena ressaltar a
necessidade de aquisi¢io de dados relacionados
a sanidade desta espécie, pois durante os 17 anos
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do projeto poucas pesquisas foram direcionadas
a0 monitoramento sanitario. Dentre elas pode-
mos citar os relatos associados a infestagdo por
larvas de Philornis sp. (GUEDES et al., 2000), pes-
quisa de endoparasitos (ARAUJO et al., 2000;
ALLGAYER et al., 2004a), deteccio de Salmonella
Bredney em visceras (VILELA et al., 2001),
epidemiologia da Chlamydophila psittaci (RASO
et al., 2006) e pesquisa de hemoparasitos
(ALLGAYER et al., 2004b).

Dados microbiolégicos de populacdes naturais
ainda sdo escassos na literatura cientifica, mas
podem vir a contribuir para a conservacio in situ
e ex situ das espécies ameagadas de extingdo uma
vez que permitird o monitoramento da sadde dos
animais e ajustes no manejo em cativeiro ou em
ambiente natural alterado. Os neonatos de aves,
teoricamente, deverdo ser estéreis no momento
da eclos?o, sendo colonizados a partir das bacté-
rias presentes na alimentacdo e no seu ambiente
(CLUBB, 1997; RUPLEY, 1999). Dessa forma, as
culturas bacterianas e fangicas sdo de extrema
importancia, pois propiciam o monitoramento do
filhote e do ambiente. A determinacio e avalia-
¢do da microbiota gastrintestinal e do trato respi-
ratério superior dos filhotes saudaveis e a detecgio
de infec¢des podem ser realizadas através de co-
loragdes de Gram e culturas de cloaca e orofaringe
(FLAMMER & CLUBB, 1994; OGLESBEE &
BISHOER, 1998).

Dentro desse contexto ecolégico de satde, este
trabalho realizou 0 monitoramento sanitirio dos
filhotes de vida livre da arara-azul-grande do Pan-
tanal (Anodorhynchus hyacinthinus), através da
determinaco da microbiota associada a orofaringe
e cloaca, visando a conservagio da espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados 14 filhotes de arara-azul-
grande do Pantanal (Anodorhynchus
hyacinthinus), nascidos durante a estacio
reprodutiva 2006 no Pantanal de Miranda - Mato
Grosso do Sul. As coletas foram realizadas no
momento em que os filhotes foram retirados do
ninho, para os procedimentos de biometria e
identificacdo, realizados rotineiramente pelo
Projeto Arara Azul. Foram coletados 1 “swab”
de cloaca e 1 “swab” de orofaringe de cada
ninhego, estas amostras foram mantidas em meios
de transporte Stuart™®, sob refrigeracio e envia-
dos ao Laboratério de Microbiologia do Hospi-
tal Veterindrio da ULBRA-RS.

Os “swabs” foram semeados em placas de
Agar sangue e Agar Mac Conkey, incubadas em
aerobiose por 24hs a 37°C e em placas com meio
Dermasel incubadas a 25°C em aerobiose por 4
dias segundo a técnica citada por Hirsch & Zee
(2003) e Barrow & Felthan (1993). Placas do
material inoculado em Agar sangue foram in-
cubadas em anaerobiose por 48hs a 379C, visan-
do 2 identificacdo de bactérias anaerdbias (OLI-
VEIRA, 2000).

As coldnias bacterianas foram classificadas
pelo crescimento nos meios solidos, ocorréncia
de hemdlise, coloragdo por Gram, testes
bioquimicos de Indol, vermelho metila (VM),
Voges Proskauer (VP), utilizacdo de citrato,
utilizagdo de uréia, formagao de H,S, utilizagao
de glicose, prova de catalase e prova de oxidase
(OLIVEIRA, 2000). Algumas bactérias isoladas
foram enviadas a Fundacio Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ) para certificaco.
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RESULTADOS E
DISCUSSAO

Os resultados obtidos através das culturas das
14 amostras coletadas da cloaca e orofaringe dos
filhotes estdo apresentados na Tabela 1. Pode-
se verificar que, em geral, os microrganismos
foram mais freqiientes em orofaringe que em
cloaca, sendo os mais comuns, E. coli (86% na
orofaringe e 43% na cloaca), Enterobacter sp.
(64% em orofaringe, 21% em cloaca) e levedu-
ra (93% em cloaca e 86 % em orofaringe).

A microbiota aerébica cloacal nos filhotes
saudaveis de psitacideos mantidos em cativei-
ro estd constituida quase que exclusivamente
por bactérias Gram positivas dos géneros
Lactobacillus spp., Bacillus spp., Corynebacterium
Spp-, Streptococcus nio-hemolitico,
Staphylococcus spp., Micrococcus spp. (CLUBB,
1997, FLAMMER & CLUBB, 1994; RUPLEY,
1999), Streptomyces spp. (OGLESBEE &

BISHOE, 1998), Corynebacterium spp. e Gaffkya
spp. (FLAMMER & DREWES, 1988; HOEFER,
1997). Nesta pesquisa foram isoladas um maior
percentual de bactérias Gram negativas em fi-
lhotes de vida livre da arara-azul-grande do Pan-
tanal clinicamente sadias. Este resultado estd
de acordo com Clubb (1997) e Oglesbee &
Bishop (1998) que relataram que as bactérias E.
coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. podem es-
tar presentes na microbiota de filhotes clinica-
mente sadios, e seu isolamento ndo requer ne-
cessariamente tratamento. No entanto vale res-
saltar que as bactérias Escherichia coli, Klebsiella
spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Proteus
spp., Salmonella spp., Campylobacter spp.,. e le-
veduras em brotamento sdo consideradas
patégenos primdrios ou potencialmente oportu-
nistas (CLUBB, 1997; FLAMMER & CLUBB,
1994; OGLESBEE & BISHOP, 1998). As leve-
duras e fungos fazem parte da microbiota natu-
ral das aves, sendo consideradas comensais no

trato gastrintestinal e na pele (GODQY, 2006).

Tabela 1 - Bactérias isoladas da cloaca e orofaringe de 14 filhotes de vida livre de arara-azul-grande do
Pantanal-MS na estacao reprodutiva de 2006.

Bactérias isoladas Cloaca Orofaringe

N° filhotes % N° filhotes %
Staphylococcus sp. 01 07 04 29
Salmonella braenderup 01 07 - -
Escherichia coli 06 43 12 86
Enterococcus sp. 06 43 03 21
Klebsiella sp.* 07 50 03 21
Enterobacter sp.> 03 21 09 64
Pseudomonas sp. 01 07 04 29
Proteus sp. - - 03 21
Leveduras 13 93 12 86

! Klebsiella pneumoniaee Klebsiella oxytoca; > Enterobacter cloacaee Enterobacter aerogenes
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Na avaliagio da microbiota cloacal normal de
19 filhotes de vida livre de papagaios-de-cara-roxa
(Amagzona brasiliensis) Serafini et al. (2005) isola-
ram Escherichia coli, Pseudomonas spp., Proteus vulgaris,
Enterobacter spp., Enterobacter aglomerans,
Enterobacter aerogenes Enterobacter cloacae, Providen-
cia spp., Citrobacter diversus, Citrobacter amalonaticus,
Staphylococcus spp., Streptomyces spp. e Candida spp.
Os resultados estdo de acordo com os obtidos no
presente trabalho, evidenciando a presenca de bac-
térias Gram negativas além das Gram positivas.

As bactérias detectadas na orofaringe dos fi-
lhotes nio diferiram das bactérias isoladas da cloaca
com excecio da presenga de Proteus sp. e ausén-
cia de Salmonella sp. Esta constatacio se deve ao
fato do ambiente do ninho estar contaminado com
fezes e dessa forma promover a ocorréncia de con-
taminacio da orofaringe por estas enterobactérias.

Pesquisas realizadas em vida livre tém de-
monstrado que a presenga de bactérias Gram
negativas parece ser normal na microbiota de
aves saudédveis. Estes achados discordam dos
autores Flammer & Drewes (1988) e Hoefer
(1997) que consideraram a colonizagio do trato
gastrintestinal com bactérias Gram negativas
como um sinal de doenca e recomendam a tera-
pia com drogas antimicrobianas. No entanto,
Clubb (1997) ressalta que a decisdo da necessi-
dade de instituir uma terapia deve ser realizada
através de uma andlise criteriosa entre avalia-
cao clinica, outros testes diagndsticos,
parAmetros ambientais e experiéncia clinica.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Os filhotes avaliados neste estudo tiveram
seus parametros de desenvolvimento dentro do

normal e abandonaram o ninho na idade espe-
rada (100-110 dias) nfo ocorrendo morbidade e
mortalidade de nenhuma arara até esta data.
Estes resultados evidenciam que a presenca de
bactérias Gram negativas é normal na microbiota
de filhotes de vida livre de arara-azul-grande
do Pantanal.

O estudo da ecologia desta espécie associa-
da as pesquisas direcionadas ao monitoramento
sanitario € vital para sua conservacio, pois pos-
sibilita um conhecimento do estado sanitério da
populacio de vida livre da arara-azul-grande do
Pantanal. Permitindo verificar quais microrga-
nismos estdo naturalmente presentes na sua
microbiota e estabelecer seu potencial
patogénico que possa vir a afetar a sadde de in-
dividuos e populagoes mediante alteracoes
ambientais.
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