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RESUMO

Nymphicus hollandicus (calopsita) é uma ave doméstica, que convive diretamente com o ser humano, tornando inevitavel
o contato com seus excrementos. As fezes destas aves podem abrigar bactérias, incluindo resistentes aos antimicrobianos
de relevancia clinica. Objetivo: Investigar a presenca de bactérias gram-negativas resistentes a antimicrobianos em fezes
de N. hollandicus. Métodos: Um pool de fezes de duas aves nascidas e mantidas em cativeiro doméstico foi coletado
e foram submetidos (2g) a cultura enriquecida em 100 mL de caldo BHI acrescidos dos antimicrobianos meropenem,
ciprofloxacina, gentamicina e colistina, separadamente e em conjunto, além de apenas em caldo BHI (controle de
crescimento). As concentracdes dos antimicrobianos foram estabelecidas de acordo com oCLSI (2019)eBrCAST (2020)
os quais definem resisténcia em bactérias gram-negativas. Apds a incubacdo a 35 +2 °C/48h, 100, 10 e 1 pL de cada
cultivo foram inoculados em agares MacConkey, cetrimide e nutriente utilizando a técnica de spread plate e incubados
a 35 +2 °C/48h. Resultados: Nesta pesquisa ndo foi observado crescimento de bactérias gram-negativas resistentes aos
antimicrobianos testados a partir das fezes das calopsitas. Porém, a partir da cultura controle, observou-se o crescimento
de morfotipos distintos, fermentadores de lactose (em dgar MacConkey) e colénias produzindo pigmentos verdes (em
4gar cetrimide). Conclusdao: Na microbiota intestinal das calopsitas encontram-se diversos tipos de bactérias gram-
negativas que, embora possuam caracteristicas morfoldgicas similares a potenciais patégenos humanos, sugerem menor
impacto clinico considerando a resisténcia aos antimicrobianos aqui investigados.

Palavras-chave: Toxicidade Gentamicina; Ciprofloxacina; Meropenem; Colistina; Gram-negativas; Pets.

ABSTRACT

Nymphicus hollandicus (cockatiel) is a domestic bird that lives directly with humans, making contact with their droppings
inevitable. The feces of these birds can harbor bacteria, including those resistant to clinically relevant antimicrobials.
Objective: To investigate the presence of antimicrobial resistant gram-negative bacteria in feces of N. hollandicus.
Methods: A pool of feces from two birds born and kept in domestic captivity was collected and submitted (2g) to culture
enriched in 100 mL of BHI broth plus the antimicrobials meropenem, ciprofloxacin, gentamicin and colistin, separately
and together, in addition to only in BHI broth (growth control). Antimicrobial concentrations were established according

Volume 5, Numero 3, 2023 .55



Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

to CLSI (2019) and BrCAST (2020) which define resistance in gram-negative bacteria. After incubation at 35 +2 °C/48h,
100, 10 and 1 pL of each culture were inoculated in MacConkey, cetrimide and nutrient agar using the spread plate
technique and incubated at 35 +2 °C/48h. Results: In this research, growth of gram negative bacteria resistant to the
antimicrobials tested was not observed from the cockatiel feces. However, from the control culture, the growth of distinct
morphotypes was observed, lactose fermenters (on MacConkey agar) and colonies producing green pigments (on
cetrimide agar). Conclusion: In the intestinal microbiota of cockatiels, there are several types of gram-negative bacteria
that, although they have morphological characteristics similar to potential human pathogens, suggest a lower clinical
impact considering the resistance to the antimicrobials investigated here.

Keywords: Gentamicin; Ciprofloxacin; Meropenem; Colistin; gram-negative; Pets.

INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos é um grande
problema de saude publica, uma vez que restringe
o arsenal de opcdes terapéuticas e pode terimpacto
direto na sobrevida de pacientes com infeccoes
(UGWU et al, 2020). Antimicrobianos tém sido
amplamente utilizados de maneira global, aplicados
tanto para tratar infeccbes quanto para profilaxia no
cenario clinico e veterinario, neste Ultimo também
como promotores de crescimento acrescidos
em ragdes e em outros suplementos alimentares

(COSTA etal., 2023).

E de conhecimento geral que os antimicrobianos

nao sao totalmente metabolizados pelo
organismo humano e animal e residuos de seus
metabdlitos podem exercer pressao seletiva sobre
a comunidade bacteriana intestinal, favorecendo
o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana
(REGITANO et al., 2010). Além disso, pode ser
destacada a possibilidade de disseminacao da
resisténcia bacteriana, uma vez que 0s mais
frequentes genes de resisténcia aos antimicrobianos
podem ser transferidos interespécies por meio de

elementos genéticos moveis (CASTANHEIRA, 2013).

A resisténcia antimicrobiana tem sido de grande

preocupacdo considerando o conceito one health

ou seja, saude Unica, com intercomunicacdo
entre diversos ambientes. Assim, microrganismos
presentes na microbiota de animais ou causando
infeccdes, podem ser transmitidos aos seres
humanos e circular em ambientes diversos. Caso
estes microrganismos apresentem um fendtipo
de resisténcia aos antimicrobianos, os genes de
resisténcia poderao ser integrados a microrganismos
da microbiota de seres humanos, animais, solos,
esgotos e ambientes aquaticos (SARMAH et al., 2006;

BAQUERO etal,, 2019).

Neste contexto,destacam-seosanimaisdeestimacao,
a maioria dos quais fica em contato muito préximo
com a familia que os adota. Um dos pets com grande
aceitacdo, sobretudo pelas criancas, sao as aves da
espécie Nymphicus hollandicus (calopsitas), nativas
da Austrdlia, pertencentes a ordem dos Psitaciformes
e a familia Cacatuidae. Essas aves medem de 29 e
32 centimetros, tém peso de cerca de 100g e a cor
da plumagem pode variar, mas a maioria possui
uma crista no topo da cabeca e coloracao laranja
na area proxima aos ouvidos (WHITE et al., 2011). As
calopsitas sdo classificadas como granivoros e em
cativeiro sua alimentacao baseia-se em sementes,
frutas ou racdo extrusada, esta ultima comumente
utilizada por possuir baixo teor de umidade e uma
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quantidade balanceada de nutrientes (HARCOURT-
BROWN, 2000; NAVES, 2017).

A microbiota do trato digestivo dos Psitaciformes é
predominantemente composta por bactérias gram-
positivas quando estdo na natureza. Entretanto,
ao serem condicionadas ao cativeiro, em espacos
limitados, e que nao recebem uma higiene adequada
nos bebedouros e comedouros, a colonizacao por
bactérias gram-negativas é favorecida. Além disso,
0 estresse croénico gerado pelo ambiente provoca
imunossupressao e possibilita a proliferacdo de
bactérias com possibilidade de desencadear
doencas (CALACA et al., 2020).

De fato, Staphylococccusspp.
negativas dos géneros Pseudomonas e Shingomonas

e bactérias gram-

foram relatadas por Lamb e colaboradores (2014)
em pele destas aves. Da mesma forma, Serratia spp.
(ALCARAZ et al, 2016) e outras Enterobacteriales
(GARCIA-MAZCORRO et al., 2021) foram encontradas
nas fezes desses animais. Deve ser ressaltado que
essas bactérias sdo potencialmente patogénicas
para os seres humanos, sendo responsaveis por
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)
e da comunidade, incluindo septicemias, infeccoes
entéricas, infeccdes urinarias e infeccbes cutaneas
(ANVISA, 2013).

Em caso de infeccdes humanas ou animais por
essas bactérias gram-negativas, varias classes de
antimicrobianos estao disponiveis e a escolha clinica
é baseada no local de instalacdo da infeccdo e do
perfil de susceptibilidade da bactéria envolvida.
Antimicrobianos das classes dos betalactamicos,
opc¢oes
terapéuticas relevantes e eficazes, disponiveis em

quinolonas e aminoglicosideos sdo
dosagens e formas farmacéuticas diversas, o que
facilita a administracao, sobretudo para os animais
(TAMMA et al, 2012). No entanto, com o uso
indiscriminado desses compostos, um aumento da

resisténcia antimicrobiana tem sido observado e
antimicrobianos betalactamicos de ultima geracao
e da classe das polimixinas tém sido empregados
como ultimalinhadetratamento no caso de bactérias
multirresistentes (MDR) (TAMMA et al., 2012; VAARA,
2019). Tornando esse cendrio mais desafiador
destaca-se que o0s mecanismos de resisténcia
antimicrobiana mais frequentemente detectados
nas bactérias gram-negativas sao carreados por
elementos genéticos moveis, com grande potencial
de disseminacao interespécies, tais como os genes
que codificam enzimas betalactamases (SCHIRMER,
2020), enzimas modificadoras de aminoglicosideos
e quinolonas (FLUIT et al, 2001, RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2005) e proteina MCR que confere
resisténcia a colistina (OLIVEIRA et al., 2019).

Alguns estudos tém relatado que bactérias gram-
negativas resistentes aos antimicrobianos sao
encontrados em fezes de calopsitas saudaveis
vivendo em residéncias, incluindo E. coli, Yersinia
spp, e Salmonella spp (IKUNO et al., 2008; CALACA
et al, 2020). Dessa forma, neste trabalho foi
presenca

negativas potencialmente patogénicas resistentes

investigada a de bactérias gram-
a antimicrobianos de relevancia clinica em fezes de
N. hollandicus. Sob a 6tica one health, pesquisas que
buscam ampliar o conhecimento da distribuicao
de bactérias resistentes a antimicrobianos fora do
cenario clinico sao de extrema importancia e podem
auxiliam na elaboracédo de estratégias de contencao

da disseminacao da resisténcia antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

Amostras de fezes de N. hollandicus

Amostras de fezes de duas aves saudaveis de
dois anos de idade, machos, nascidas e mantidas
em Unico cativeiro residencial particular situado
foram obtidas,

em Divinépolis, Minas Gerais,
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representando um pool das fezes dos animais.
As fezes foram coletadas diretamente na gaiola,
acondicionadas em frascos de polipropilenos
previamente

manipuladas

esterilizados,  transportadas e
no Laboratério de Microscopia/
Diagnéstico Laboratorial/ Microbiologia Clinica do
Campus Centro-Oeste Dona Lindu da Universidade
Federal de Sdo Joao del Rei, dentro de duas horas
apos a coleta.

Investigacdo de bactérias gram negativas
resistente aos antimicrobianos a partir das fezes
de N. hollandicus

As amostras de fezes das calopsitas foram
submetidas a cultura enriquecida para recuperacao
de espécies cultivdveis, gram-negativas de
relevancia clinica, adicionando dois gramas de fezes
em frascos contendo caldo Brain Heart infusion (BHI,
Difco) suplementados com antimicrobianos (Sigma-
Aldrich), da seguinte forma: i) 100 mL de caldo BHI
acrescido de meropenem (MEM) na concentracao
final de 8 pg/mL; i) 100 mL de caldo BHI acrescido
de ciprofloxacina (CIP) na concentracdo final de
2 pg/mL; iij) 100 mL de caldo BHI acrescido de
colistina (COL) na concentracdo final de 4 pug/mL;
iv) 100 mL de caldo BHI acrescido de gentamicina
(GEN) na concentracdo final de 16 pg/mL; v) 100 mL
de caldo BHI acrescido de MEM, CIP, COL e GEN nas

concentragdes finais citadas.

As concentra¢des finais dos antimicrobianos em
cada frasco de cultura foram determinadas de
acordo com os breakpoints do Clinical Laboratory
Standart Institute (CLSI, 2019) e Brazilian Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST, 2020)
e sao referentes a classificacdo como “resistente”
para Enterobacteriales e Pseudomonas aeruginosa
crescendo nas concentracdes citadas. Uma cultura
para controle de viabilidade e do crescimento
bacteriano (apenas 100 mL de caldo BHI) foi realizada

em paralelo. Todos os frascos foram incubados a 35 +
2°C até 48 horas.

Apds o periodo de incubacgao, os frascos de cultura
foram observados para a inspecdo macroscépica da
turbidez que pode ser um indicio do crescimento
bacteriano, e 100uL, 10uL e 1 pyL de cada inoculo
de todos os frascos foram transferidos para
placas de agar MacConckey (lIsofar, Brasil), agar
cetrimide (TM Media, Indian) e agar nutriente
(Isofar, Brasil), distribuidos na superficie dos agares
utilizando a técnica de spread plate, em duplicata.
Agar MacConkey e agar cetrimide sdo seletivos,
respectivamente, para bactérias gram-negativas
e P. geruginosa, enquanto agar nutriente permite
a recuperacao tanto de bactérias gram-positiva
quanto negativa. As placas foram incubadas a 35 +
2°C por até 48 horas. Vale ressaltar que o crescimento
de espécies bacterianas a partir dos frascos com
antimicrobianos correlaciona com o achado de
bactérias resistentes nas fezes de N. hollandicus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A popularizacao das calopsitas entre os animais
domésticos pode favorecer a transmissao de
bactérias presentes no trato intestinal dessas aves
para os seres humanos e nao deve ser descartada
a possibilidade de estarem incluidas bactérias
potencialmente patogénicas e resistentes aos
antimicrobianos (BAQUERO et al.,, 2019; CALACA et
al., 2020).

Aqui, bactérias gram-negativas resistentes aos
antimicrobianos de relevancia clinica: gentamicina,
ciprofloxacina, meropenem e colistina foram
investigadas nas fezes das calopsitas criadas em
cativeiro. Nas condicOes experimentais com pressao
seletiva dos antimicrobianos, em agar MacConkey
nenhum crescimento bacteriano foi observado,

sugerindo que, pelo menos nestes animais, bactérias
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gram-negativas resistentes aos antimicrobianos
supracitados nao sao encontrados.

ressaltado que a partir da cultura enriquecida das

Deve ser

fezes contendo a associacdo de antimicrobianos
nenhum crescimento bacteriano foi também
observado, o que aponta para a auséncia de bactéria
com fendtipo de multirresisténcia relacionado com
os antimicrobianos MEM, CIP, GEN e COL.

Ao contrdrio do aqui observado, Enterobacteriales
resistentes a diferentes antimicrobianos, tais como
sulfonamida, acido nalidixico, cotrimoxazol, colistina
e gentamicina tém sido encontrados nas fezes de
calopsitas. Além disso, em alguns estudos foram
recuperados isolados que apresentaram fenétipo de
multirresisténcia a antimicrobianos (MARQUES et al.,
2021; CALACA et al., 2020), distintos dos utilizados
neste estudo. Possivelmente, esta diferenca de
achados pode estar relacionada ao maior nimero
de amostras incluidas nos estudos citados em
comparagao com esta pesquisa.

Apesar da auséncia de bactérias gram-negativas
resistentes aos antimicrobianos MEM, CIP, GEN
e COL nas fezes das calopsitas estudadas, as
quais foram o foco do trabalho, alguns achados
sao relevantes e devem ser reportados. Houve
crescimento de bactérias gram-negativas a partir
da cultura sem adicdo de antimicrobianos, cujas
caracteristicas (tamanho médio, consisténcia
mucéide, fermentadoras de lactose), eram similares
a de espécies da ordem Enterobacteriales. De fato,
Enterobacteriales foram recuperadas de amostras
de swabs de arrasto e swabs cloacais de calopsitas
provenientes de domicilios, pet shops e aviarios
em Fortaleza-CE (LIMA et al., 2016), mostrando que
bactérias dessa ordem podem colonizar o trato

intestinal dessas aves.

Além disso, em d&gar cetrimide, utilizado para
recuperar P. aeruginosa, dois morfotipos de col6nias

(redonda, branca e borda acinzentada e com

pigmentacdo ligeiramente esverdeado) foram
obtidos também partir do cultivo das fezes sem
pressao seletiva dos antimicrobianos. De acordo
com Alcaraz e colaboradores (2016), Pseudomonas
spp pode ser encontrada na microbiota intestinal
das calopsitas. Ainda, Lima e colaboradores (2016)
relataram que P. aeruginosa tem sido isolada de
inclusive

calopsitas em ambiente doméstico,

resistente a meropenem.

Por fim, outro achado importante, foi que apenas
em agar nutriente cujo inéculo foi proveniente da
cultura enriquecida com colistina houve recuperacao
de colonias, dessa forma,

inicialmente categorizadas como resistentes a este
antimicrobiano que é considerado de ultima linha
de tratamento para infec¢ées por gram-negativas
multirresistentes (TAMMA et al., 2012; GREGOIRE et
al.,, 2017). No entanto, a avaliacdo das caracteristicas
morfo-tintoriais pelo método de Gram apontou
para bacilos gram-positivos, ndo esporulados. Deve
ser ressaltado que colistina é um antimicrobiano
produzido por cepas de Bacillus polymyxa var.
Colistinus (SUZUKI et al., 1963), um bacilo gram-
positivo que vive no solo e a hipdtese para esse
achado reside na contaminacdo da amostra de
fezes coletadas das calopsitas com residuos de solo
presente na gaiola.

Este trabalho aborda um tema atual e relevante
do ponto de vista one health, o qual considerada
a possivel interacdo de microrganismos entre
humanos, animais e ambiente. No entanto, a
pesquisa apresenta limitagdes, tais como nimero de
amostras incluidas e pesquisa apenas de bactérias
gram-negativas. Apesar disso, este trabalho pode
encorajar a ampliacao do conhecimento por outros
pesquisadores, o que é importante por se tratar de

um dos pets mais comuns nos lares.
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CONCLUSAO BRCast para a deteccdo de mecanismos de

Bactérias gram-negativas podem colonizar o trato
intestinal de calopsitas criadas em cativeiro.Oachado
de bactérias gram-negativas nas aves estudadas
tem menor impacto clinico considerando que nao
sao resistentes aos antimicrobianos incluidos, os
quais sao opcdes terapéuticas importantes nas
infeccoes, sobretudo em ambiente hospitalar.
Porém, ndo pode ser descartada a possibilidade
dessas bactérias apresentarem resisténcia a outras
classes de antimicrobianos. Mais estudos devem
ser conduzidos para ampliar o conhecimento dos
microrganismos e seu perfil de susceptibilidade em
fezes de calopsitas, que sao aves que estdo cada vez
mais frequentes nos lares e em contato préximo com
seres humanos.
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