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Cracids are wildlife Galliformes which inhabits the America’s tropical forests. Fifty one
cloacal swabs were collected from 10 different species of captive cracids from the Rio
Grande do Sul State during 2007. The cloacal swab samples were submitted to bacterial
isolation, identification and, subsequently; antimicrobial susceptibility testing. Ninety three
bacterial isolates were obtained from the cracid population examined. The most prevalent
among the isolates were Escherichia coli, and bacteria from the Staphylococcus and
Streptococcus genera. All samples tested in this study were negative for Salmonella spp.
The antimicrobial susceptibility tests showed that none of the 93 strains presented resistance
to the antimicrobial imipinem. In addition, the lower percentages of resistance were observed
against cloranfenicol and ciprofloxacine. The bacteria genus and species with the highest
percentage of resistance to the different antimicrobials examined were E. coli, Serratia
marcescens, Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. In conclusion, the data presented
in this article demonstrate that the cloacal microbiota of the reported cracid population is
composed of several bacterial genera and species and multi-drug resistance may be a
problem for the future, since some strains showed elevated percentage of resistance
against several different antimicrobials.

INDEX TERMS: Antimicrobial resistance, Cracidae, epidemiology, wildlife, cloacal microbiota.

RESUMO.- Os cracideos sao aves silvestres que habitam
as matas tropicais da América. Foram coletadas, no ano de
2007, amostras cloacais de 51 aves de dez espécies dife-
rentes de cracideos mantidos em cativeiros no Estado do
Rio Grande do Sul. A partir dos swabs, colhidos asseptica-
mente, foi realizado o isolamento e a caracterizagao bacte-
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riana e o teste de susceptibilidade antimicrobiana dos isola-
dos. Foram identificadas 93 cepas de bactérias. As bactéri-
as mais frequentemente isoladas foram Escherichia coli,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Todas as amos-
tras foram negativas para o isolamento de Salmonella spp.
O resultado do teste de sensibilidade mostrou que dentre as
93 cepas isoladas, todas foram sensiveis apenas ao
imipinem. Adicionalmente, os menores percentuais de re-
sisténcia foram observados frente ao cloranfenicol e
ciprofloxacina. Os géneros e espécies bacterianas com maior
percentual de resisténcia a diferentes antibidticos testados
foram Escherichia coli, Serratia marcescens, Staphylococ-
cus aureus e Streptococcus spp. Com os resultados obti-
dos no presente trabalho, conclui-se, que a populagao de
cracideos estudada apresenta sua microbiota cloacal com-
posta por varios géneros e espécies bacterianas e que a
multirresistencia pode ser um problema no futuro, uma vez
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que algumas cepas isoladas mostraram percentuais eleva-
dos de resisténcia a diferente antimicrobianos.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Resisténcia antimicrobiana, Cra-
cidae, epidemiologia, animais silvestres, microbiota cloacal.

INTRODUCAO

A familia Cracidae (mutuns, jacus, jacutingas e araquas)
um grande grupo de aves frugivoras, é de ampla distribui-
¢ao geografica sendo encontradas desde o México até a
Argentina. No Brasil j& foram identificadas 25 espécies di-
ferentes (Evéncio 2006), entretanto, algumas dessas aves
correm risco de extingdo. Aproximadamente metade dos
grandes jacus e mutuns é considerada vulneravel ou é
ameacado. Essas espécies tém um papel ecoldgico muito
importante, principalmente na regeneracdo de florestas
(Sedaghatkish 1996). A oportunidade de contato entre es-
tas aves silvestres e aves domésticas estd aumentando
devido a destruicao do seu habitat natural, trazendo estes
animais para as proximidades das areas de criagdo em
busca de alimento, contribuindo para a transmissao de
possiveis patégenos.

O estudo da microbiota bacteriana de aves silvestres
clinicamente saudaveis é um passo importante para a
compreensao da epidemiologia das doencas bacterianas
que podem afetar as suas populacdes e espécies seme-
Ihantes (Dobbin et al. 2005). A microbiota fecal de aves
silvestres tem sido pouco estudada, ha poucos trabalhos
sobre a ocorréncia de bactérias de importancia em saude
publica, particularmente no Brasil. As bactérias isoladas
com maior frequéncia em material fecal de passerifor-
mes sdo Escherichia coli, Staphylococcus spp. e Strep-
tococcus spp. (Brittingham et al. 1988, D’Aloia et al. 1996).
Patogenos com potencial zoonético como Campylobacter
spp, Salmonella spp. e Listeria spp. também foram isola-
dos dessas aves (Steele et al. 2005, Epstein et al. 2007,
Ganapathy et al. 2007). Além disso, ja foi relatada a pos-
sibilidade de transmissao de patdégenos, como Salmone-
lla spp. e Escherichia coliO157:H7 de animais de zool6-
gicos e circos para seres humanos, principalmente crian-
cas, sendo que a transmissao desses agentes ocorreu
provavelmente pelo simples ato de acariciar os animais
e/ou pelo toque das maos nas grades de protecao e nos
moirdes de madeiras de seguranca. (Bender & Shulman
2004).

A pressao seletiva exercida pelo uso inadequado de
antimicrobianos culminou no surgimento de cepas bacteri-
anas multirresistentes, configurando um problema de sau-
de publica e fazendo com que estudos de susceptibilidade
sejam de grande importancia. Varios estudos com cepas
de bactérias isoladas de aves silvestres tém demonstrado
altos indices de resisténcia a antimicrobianos, mesmo em
amostras de animais que provavelmente nunca foram tra-
tados com antibidticos (Livermore et al. 2001, Middleton &
Ambrose 2005, DeBoer et al. 2007, Dolejska et al. 2007,
Gibbs et al. 2007). No Brasil, estudo realizado em Minas
Gerais, reportou elevado indice de resisténcia bacteriana
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em amostras oriundas de passaros selvagens de vida li-
vre (Nascimento et al. 2003). O contato com pessoas,
animais domeésticos e mesmo com antibidticos naturais
produzidos por microrganismos ambientais pode ter con-
ferido resisténcia a antibioticos em muitas bactérias isola-
das de animais silvestres que nunca receberam antimicro-
bianos (Gibbs et al. 2007).

Devido ao pouco conhecimento da microbiota cloacal
de aves silvestres e do perfil de sensibilidade das bactéri-
as isoladas e, ainda, pela possibilidade destas aves abri-
garem patdgenos para humanos e outros animais, o pre-
sente estudo objetivou identificar a microbiota cloacal
aerobia em cracideos mantidos em cativeiro no Estado do
Rio Grande do Sul, Brasil, e pesquisar o perfil de resistén-
cia das amostras identificadas frente a doze antimicrobia-
nos de importéncia em saude publica.

MATERIAL E METODOS

Em 2007 foram obtidas amostras de 51 aves de dez espécies
diferentes de cracideos (Quadro 1), mantidas em cinco criatorios
e trés zooldgicos do Rio Grande do Sul, Brasil. As aves esta-
vam saudaveis e confinadas em recintos telados. A dieta con-
sistia de duas refeicdes diarias de frutas, legumes, sementes e
racao peletizada de galinhas. Nos zoolégicos encontravam-
se separadas por espécie, sem contato com outros animais.
Em dois criatdrios conservacionistas estavam em contato com
outras espécies de aves silvestres (tucanos, papagaios, pas-
saros em geral); todos saudaveis. As coletas foram realizadas
de acordo com as diretrizes impostas e mediante a autoriza-
cao oficial do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Re-
cursos Naturais, IBAMA (SISBIO n.11629-1). A colheita foi rea-
lizada utilizando-se dois swabs estéreis por ave, sendo que
um foi acondicionado em solucdo salina tamponada (PBS)
esterilizada e o outro em caldo tetrationato (TB). Posteriormen-
te, foram armazenados a temperatura de 4°C até o seu proces-
samento, realizado em um periodo inferior a 24 horas. As amos-
tras acondicionadas em PBS foram semeadas diretamente em
agar MacConkey (MCA) e em agar sangue de carneiro (5%)
(AS), incubadas sob aerobiose a 37°C, com leituras em 24 e
72 horas. Para o isolamento de Salmonella spp., as amostras
transportadas em TB foram incubadas a 37°C durante 24 ho-
ras; apos essa pré-incubacao, os isolados foram semeadas
em agar Hektoen (AH) e incubadas em aerobiose a 37°C com
leituras em 24 e 48 horas. As colbnias bacterianas isoladas
foram submetidas a identificacdo por caracteristicas bioquimi-
co-fisioldgicas convencionais e com kit comercial para identifi-
cagédo de enterobactérias (Probac®, So Paulo) (Quinn et al.
1994, Konemam et al. 2001).

Todas as bactérias identificadas foram submetidas ao teste
de susceptibilidade aos seguintes antibiéticos: amicacina (30ug),
amoxicilina (10ug), ampicilina (10ug), cefalexina (30ug), cipro-
floxacina (0,5ug), ciprofloxacina (0,5ug), gentamicina (10ug),
neomicina (30ug), oxacilina (1ug), penicilina G (10U), imipenem
(10ug) e tobramicina (10ug), conforme a técnica proposta por
Bauer et al. (1966) com modificacdes propostas pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS/CLSI,
2002). No controle de qualidade foram utilizadas as cepas: Es-
cherichia coli ATCC 25922, Klebsiella oxytoca (CCT 0182),
Serratia marcescens (ATCC 14756), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), e Staphylococcus sp. (ATCC 12715).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos cracideos estudados foram identificadas 93 cepas de
bactérias (Quadro 1). Em trés amostras cloacais nao foi
identificado nenhum tipo de bactéria com a metodologia
empregada. A auséncia de crescimento de bactérias nesse
tipo de amostra também foi reportado por Brittingham et al.
(1988) e Nascimento et al. (2003) que relatam que resulta-
dos negativos podem ocorrer devido a redugéo da popula-
cao bacteriana durante o transporte/estocagem das amos-
tras, mesmo em meios e em temperatura adequadas.
Escherichia coli foi isolada em 70,5% das amostras.
Esse resultado era esperado, uma vez que ja foi demons-
trado que essa espécie bacteriana é frequentemente isola-
da da microbiota do trato digestdrio de aves domésticas e
silvestres em condi¢des normais (Barnes & Valliancourt
2003, Almeida et al. 2005, Mattes et al. 2005). Estudos
realizados por D’Aloia et al. (1996) e Steele et al. (2005)
também demonstraram frequencias elevadas, respecti-
vamente, 71% e 90%, em amostras fecais de gaivotas e
de espécies de aves marinhas. Entretanto, em amostras
cloacais obtidas de passeriformes, foram observados in-
dices de isolamento de Escherichia coli de 1,0-9,5% (Brit-
tingham et al. 1988, Gibbs et al. 2007). O uso de metodo-
logias diferentes de isolamento bacteriano pode explicar a

discrepancia entre os resultados obtidos no presente tra-
balho e os trabalhos supracitados. Além disso, fatores
nutricionais e de manejo podem alterar a microbiota fecal
de aves (Godoy-Vitorino et al. 2008), ocasionando varia-
dos percentuais de isolamento bacteriano em amostras
cloacais entre espécies estudadas.

Bactérias do género Staphylococcus spp. foram iso-
ladas em 49% das amostras cloacais de cracideos. Esse
género é comumente isolado da microbiota fecal de aves
segundo Andreasen (2003), com diferentes percentuais
de isolamento (Brittingham et al. 1988, Aarestrup et al.
2000). Neste estudo, Staphylococcus aureus foi isolado
em 29,4% das amostras fecais estudadas. A identifica-
céo dessa espécie é importante, pois S. aureus é impor-
tante agente etioldgico de infeccdes articulares em aves
(Koneman 2001).

O terceiro grupo de bactérias com maior nimero de
isolados foi o género Streptococcus, com percentual de
isolamento de 25,4%. Apesar de a importancia dos estrep-
tococos ja estar bem estabelecida em diversas espécies
de animais domésticos, poucos sao os dados na literatura
gue descrevem e apontam a importancia desse género em
espécies de aves silvestres. Brittingham et al. (1988) iden-
tificaram estreptococos em 18% das amostras fecais de

Quadro 1. Agentes bacterianos isolados em amostras de swabs cloacais de espécies de cracideos cativos, no Estado
do Rio Grande do Sul, durante o ano de 2007

Araqua Jacu Jacupemba Jacupara Jacutinga Mutum-  Mutum-do- Mutum-  Mutum-pinima Urumutum
Ortalis  Penelope  Penelope Pipile Pipile cavalo sudeste penacho C. fasciolata Nothocrax
guttata  obscura superciliaris  pipile  jacutinga Mitu Crax C. fasciolata pinima urumutum
n=4 n=8 n=4 n=3 n=5 tuberosa blumenbachii fasciolata n=3 n=2
n=17 n=1 n=4
Bacillus sp. 0 0 0 0 1(20) 0 0 0 0 0
Escherichia 3 (75)* 7(87,5) 2(50) 2(66,7) 3(60) 12(70,6) 1(100) 3(75) 2(50) 1(50)
coli
Escherichia 0 0 0 0 1(20) 0 0 0 0 0
fergusonii
Enterobacter 0 0 0 0 0 2(11,8) 0 0 0 0
sakazakii
Pantoea 0 0 0 1(33,4) 0 2(11,8) 0 0 0 0
agglomerans
Edwardsiella 0 0 0 0 0 1(5,9) 0 0 0 0
tarda
Hafnia alvei 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1(50)
Klebsiella spp. 0 1(12,5) 0 0 0 0 0 0 0 1(50)
Klebsiella 0 1(12,5) 0 0 1(20) 0 0 0 0 0
ozaenae
Proteus mirabilis 0 1(12,5) 0 0 0 0 0 0 0 0
Proteus penneri 0 0 0 0 1(20) 2(11,8) 0 0 0 0
Serratia 0 1(12,5) 0 0 1(20) 0 0 0 0 0
marcescens
Staphylococcus 0 0 1(25) 0 2(40) 3(17,7) 0 2(50) 1(25) 1(50)
spp
Staphylococcus 0 2(25) 0 3(100) 1(20) 4(23,5) 0 2(50) 1(25) 2(100)
aureus
Streptococcus 0 2(25) 4(100) 0 0 7(41,2) 0 0 0 0
spp.
* n(%).
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Quadro 2. Resultados do percentual de resisténcia de bactérias isoladas de amostras cloacais de espécies de
cracideos cativos, no Estado do Rio Grande do Sul, durante o ano de 2007

E.coli E. agglo- P. mira- Klebsie-. K. ozae- S. marces- S. au- Staphyloco- Streptoco- Resisténcia
merans bilis lla spp nae cens reus ccus spp.  ccus spp.
Amicacina 27,8 0 0 0 0 50 66,7 50 53,8 35,5
Amoxicilina 21,9 0 100 100 50 50 0 0 0 15,8
Ampicilina 18,7 0 100 100 50 50 ND* 0 16,7 20,3
Cefalotina 36,1 0 100 0 50 100 18,2 0 66,7 30
Ciprofloxacina 2,8 0 0 0 0 50 6,7 0 7,7 4,3
Cloranfenicol 0 0 0 0 0 0 ND 0 7,7 2,1
Gentamicina 15,2 0 ND 0 0 50 46,7 33,3 70 27
Imipinema 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Neomicina 55,5 33,4 0 0 0 100 28,6 10 46,1 36,9
Oxacilina ND ND ND ND ND ND 57,1 71,4 ND 67,1
Penicilina 96,7 100 100 100 100 100 66,7 55,5 61,5 79,3
Tobramicina ND ND ND ND ND ND 83,4 40 72,7 58,1

* ND = nao testada.

aves silvestres, e comentaram que podem existir diferen-
¢as significativas entre espécies de passeriformes e pica-
paus, inclusive em relagéo ao tipo de alimentagcéo, com
maior porcentagem de isolamento nas aves onivoras quan-
do comparadas a aves que ingerem restos de carcacgas.

Embora E. coli e as bactérias do género Staphylococ-
cus possam causar intoxicacao alimentar, as bactérias do
género Salmonella sao as mais freqlientemente isoladas
de surtos (Chomel et al. 2007). Aves silvestres podem
servir de reservatdrios dessa bactéria, como foi observa-
do na Noruega em um surto de salmonelose em humanos
associado as aves aquaticas (Refsum et al. 2002). No pre-
sente estudo, ndo foi obtido nenhum isolado de Salmone-
lla spp.. A prevaléncia de salmonelas em aves silvestres
sadias é baixa, o que pode conferir resultados negativos,
como observado no presente estudo e em outros (Kapperud
& Rosef 1983, Brittingham et al. 1988, Ganapathy et al.
2007). Também o método de colheita pode interferir nos
resultados, uma vez que swabs cloacais de aves podem
nao ser efetivos para detectar as bactérias quando estas
estdo em numero reduzido (Bichler et al.1996), o que pode
explicar os resultados negativos obtidos neste estudo.

Além dos j& citados, outros isolados foram identifica-
dos como Bacillus sp., Escherichia fergusonii, Enterobacter
Sakazakii, Pantoea agglomerans (Enterobacter agglome-
rans), Edwardsiella tarda, Hafnia alvei, Klebsiella spp.,
Klebsiella ozaenae, Proteus mirabilis, Proteus penneri e
Serratia marcescens. Essas espécies tém sido identifica-
das em outros estudos como integrantes comuns da mi-
crobiota do trato digestério e podem se constituir como
agentes oportunistas de infec¢des (D’Aloia et al. 1996,
Gibbs et al. 2007).

Os resultados referentes ao teste de susceptibilidade a
antimicrobianos estao apresentados no Quadro 2. As espé-
cies Hafnia alvei, Edwardsiella tarda, Enterobacter sakazakii,
Escherichia fergusonii, Pantoea agglomerans e Proteus
penneridemonstraram sensibilidade a todos os antimicrobi-
anos testados. Todas as bactérias isoladas foram sensi-
veis ao imipinema. Os menores percentuais de resisténcia
foram observados frente ao cloranfenicol e a ciprofloxacina.
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Com relagdo a esse ultimo antimicrobiano, estudos anterio-
res j& observaram que bactérias da microbiota fecal de aves
silvestres apresentavam um indice menor de resisténcia a
ciprofloxacina (Livermore et al. 2001, Middleton & Ambrose
2005).

Avaliando somente o percentual de resisténcia, obser-
Vou-se que cepas de Staphylococcus spp. € S. aureus que
perfizeram 71,4% e 57,1% dos isolados resistentes, respec-
tivamente. E importante enfatizar que Escherichia coli, Ser-
ratia marcescens, Staphylococcus aureus e Streptococcus
spp. foram os géneros e espécies bacterianas com maior
percentual de resisténcia a diferentes antimicrobianos, po-
dendo configurar o possivel surgimento, no futuro, de cepas
multirresistentes. Estudos realizados com intuito de avaliar a
resisténcia de cepas de Escherichia coli oriundas de aves
silvestres (Livermore et al. 2001, Sayah et al. 2005, Dolejska
etal. 2007, Gibbs et al. 2007), demonstraram o ocorréncia de
cepas multirresistentes. Este dado reveste-se de relevancia
tendo em vista que, no momento das colheitas, foi observa-
do que outras espécies de passaros tinham acesso a fezes
desses cracideos possibilitando a veicula¢éo desta bactéria
para outros animais, locais, e inclusive, para humanos.

A resisténcia bacteriana atualmente é um problema de
saude publica. A utilizacdo excessiva e inadequada de
antibiéticos tem propiciado o surgimento de cepas multir-
resistentes. Contudo, ja foi comprovado que muitas bacté-
rias podem tornar-se resistentes a determinado antimicro-
biano através de transferéncia genética ou mesmo pela
pressao exercida por antibiéticos naturais produzidos por
diversos microrganismos presentes no meio ambiente
mesmo sem nunca terem sido expostas (Koshland 1994,
Gibbs et al. 2007). No Brasil, Nascimento et al. (2003) de-
monstraram altas taxas de resisténcia a antimicrobianos,
em bactérias de origem fecal de passaros selvagens da
mata atlantica, que possivelmente nunca foram tratados
com antibidticos. O desenvolvimento de resisténcia bac-
teriana assim como a identificada no presente trabalho,
pode ser explicado por algumas teorias com: 1) através do
contato com fezes de animais domésticos, uma vez que
se tratando de aves elas podem ter migrado de uma area a



Microbiota cloacal de cracideos cativos no Rio Grande do Sul e sua susceptibilidade a antimicrobianos 1081

outra; 2) através de contato direto com humanos, uma vez
que sao aves de cativeiro, o que possibilita a troca genéti-
ca entre as bactérias de origens diferentes; e 3) através de
racao comercial para aves de producao, o que consiste a
alimentagao basica no cativeiro, na qual € comum a utili-
zagao de antimicrobianos como promotores de crescimento.
No entanto, ao observar as altas taxas de resisténcia dos
cocos Gram + a oxacilina, esse fato torna-se preocupante
uma vez que este antibidtico ndo é utilizado em racdes
comerciais. Assim tal resisténcia pode ter ocorrido por pres-
sao natural ou por troca genética entre as bactérias.

Em resumo, apesar do presente estudo nao ter isolado
bactérias de importancia em saude publica e tampouco ter
evidenciado e caracterizado a ocorréncia de cepas multir-
resistentes na populacéo de cracideos estudados no Rio
Grande do Sul, mesmo assim merece atencao, uma vez
que alguns isolados apresentaram elevado percentual de
resisténcia frente a alguns antimicrobianos, podendo no
futuro evoluir para multirresistentes, um problema atual e
relevante de saude publica.
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