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Deter minagdo da microbiota presente na cloaca e orofaringe de
avestruzes (Struthio camelus) clinicamente sadios

Determination of the microbiota present in cloaca and or opharynx of clinically
normal ostriches (Strutio camellus)

Priscilla Anne Melvillet Bruno Cogliati>? Maria Barbara Baptista Cepellos Daruiz Mangiaterra®
Monica Ruz Peres* Silvio CarlosAlvesMoura® LeticiaMatsuda®? Andrezza Kim®
Nilson Roberti Benites®

RESUMO

O conhecimento da microbiota que compde as
diferentes reas do organismo temimportancia reconhecida para
a compreensdo de doengas infecciosas que podem acometer os
avestruzes, embora se disponha de dados limitados acerca deste
assunto na literatura. Foi objetivo deste estudo determinar as
espécies de microrganismos (bactérias aerdbias e fungos) que
compdem a microbiota normal de avestruzes. Para tanto, foram
coletadas amostras de cloaca (N=50) e orofaringe (N=50) de
avestruzes higidos de um criadouro. Das amostras de cloaca,
foram isolados Escherichia coli (76% das amostras positivas),
Bacillus spp. (60%), Streptococcus spp. (18%), Staphylococcus
coagulase-negativo (16%), Pseudomonas aeruginosa (8%),
Rhodotorula spp. (8%), dentre outros microrganismos isolados
em cultura pura ou em associacdo com outras bactérias e/ou
fungos. Das amostras de orofaringe, foramisolados E. coli (74%
das amostras positivas), Candida albicans (44%), Bacillus spp.
(38%), Staphylococcus coagulase-negativo (32%), Klebsiella
pneumoniae (32%), Rhodotorula spp. (8%), Criptococcus spp.
(4%), dentre outros microrganismos isolados em cultura pura
ou em associagio com outras bactérias e/ou fungos. Verificou-
se predominancia de bactérias Gram negativas em relagéo as
Gram positivas, nas microbiotas da cloaca e orofaringe.
Verificou-se frequiéncia de ocorréncia semelhante entre bactérias
Gram negativas nas microbiotas da cloaca e orofaringe, bem

como de bactérias Gram positivas nestes mesmos sitios.
Observou-se maior ocorréncia de leveduras em amostras de
orofaringe quando comparadas com as de cloaca.

Palavras-chave: avestruz, cloaca, microbiota, orofaringe,
patologia aviéria.

ABSTRACT

The knowledge of the microbiota present in different
parts of the organism is important for the understanding of the
infectious diseases of ostriches, although limited literature is
available on this matter. The objective of this study was to
determine the species of microorganisms (aerobic bacteria and
fungi) that form the normal microbiota of ostriches. Samplesfrom
cloaca (N=50) and oropharynx (N=50) were collected from
healthy ostriches of a breeder. In samples from cloaca, the
following microorganisms were isolated: Escherichia coli (76%
of the positive samples), Bacillus spp. (60%), Streptococcus spp.
(18%), coagul ase-negative Staphylococcus (16%), Pseudomonas
aeruginosa (8%), Rhodotorula spp. (8%), among others,
considering that these microorganisms were isolated in pure
culture or associated with other bacteria and/or fungi. In samples
collected from oropharynx, the following microorganisms were
isolated: E. coli (74% of the positive samples), Candida albicans
(44%), Bacillus spp. (38%), coagulase-negative Staphylococcus
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(32%), Klebsiella pneumoniae (32%), Rhodotorula spp. (8%),
Criptococcus spp. (4%), among others, considering that these
microorganisms were isolated in pure culture or associated with
other bacteria and/or fungi. A predominance of Gram negative
bacteria in relation to Gram positive ones was observed in the
microbiotas of cloaca and oropharynx. A similar frequence of
occurrence between Gram negative bacteria in the microbiotas
of cloaca and oropharynx, as well as Gram positive bacteria in
these same areas, was verified. A higher occurrence of yeasts
was observed in samples of oropharynx when compared to
samples from cloaca.

Key words: avian pathology, cloaca, microbiota, oropharynx,
ostrich

INTRODUCAO

O avestruz (Struthio camelus), ave
pertencente a0 grupo das ratitas (aves que ndo voam),
tem ganho destague como importante a ternativano setor
de agropecuériatendo em vistaseu grande potencial para
exploragdo raciona como fonte de produtos como carne,
couro, plumas e outros (HUCHZERMEY ER, 2000;
CARRER & KORNFELD, 1999).

O conhecimento damicrobiotabacteriana
e fingica que compde as diferentes &reas do organismo
tem importancia reconhecida para a compreenséo de
doencas infecciosas que podem acometer osanimais. A
microbiotanormal distribui-se pelaspartesdo corpo que
€st80 ou ndo em contato com 0 meio externo, isto &, pele
e mucosas. Entretanto, a microbiota ndo é uniforme,
podendo-se observar diferengas quanto a quantidade e
qualidade. Os diversos micro-ambientes existentes no
organismo animal possuem equilibrios refinados. A
manutencdo dapopul acdo microbiananorma estasujeita
amudangcas fisicas, quimicas, imunol égicas, bem como
muitos fatores microbiol6gicos que sdo pouco
compreendidos. O resultado de interagdes entre o
hospedeiro e o microrganismo é um ecossistema
composto por indmeros nichos, cada qua habitado por
microrganismos mais adaptados aquela regiao.
AlteracBesem um desses el ementos do ecossistemapode
favorecer amultiplicag@o de um microrganismo presente
na microbiota, levando ao desencadeamento de uma
doenca(TORTORA et a., 2002; HIRSH & ZEE, 1999).

N&o obstante a importancia do estudo
da microbiota, dispde-se de escassos dados na
literatura acerca deste tema quando considerados os
avestruzes, havendo poucos estudos na literatura
internacional e ndo se dispondo de referéncias na
literatura nacional. Assim sendo, foi objetivo do
presente estudo a determinac&o de algumas espécies
de microrganismos (bactérias aerdbias e fungos) em
amostras provenientes de cloaca e orofaringe de
avestruzes higidos.

MATERIAL E METODOS

Foram realizados 50 swabs em cloaca
de 09 fémeas adultas e 41 filhotes machos e fémeas
de avestruzes, bem como 50 swabs em orofaringe
destes mesmos filhotes. As amostras oriundas de
cloaca e orofaringe colhidas de 41 filhotes foram
obtidas no mesmo dia. Os animais estudados
apresentavam-se clinicamente sadios sendo
provenientes de um mesmo criadouro localizado no
Estado de S&o Paulo, quetem como finalidade avenda
de animais.

Os swabs foram imediatamente
inoculados em caldo BHI (Brain and Heart Infusion
broth) e caldo Sabouraud-dextrose. Asamostrasforam
transportadas ao laboratério em condicdo de
refrigeracdo onde foram submetidas aos exames
microbi ol 6gi cos paraisolamento de bactérias aerdbias,
fungos micelianos e leveduras. Os swabs inoculados
em caldo BHI foram semeados em &gar sangue de
carneiro (5%) e &gar MacConkey, com incubagéo a
37°C em aerobiose, por 72 horas com leituras
realizadas acada 24 horas. Paral elamente, o caldo BHI
foi incubado em aerobiose, a37°C até observacéo de
ocorrénciadeturvagdo, sendo entéo também semeados
nos mesmos mei 0s solidos citados. Todos as col6nias
de bactérias e fungos isoladas foram submetidas a
avaliacbes macroscopicas (descricao das
caracteristicas das colbnias, quanto a coloragéo,
presenca ou ndo de hemdlise, tamanho, etc.),
microscopicas (caracterizagao morfo-tintorial) e
bioguimicas, sendo identificados de acordo com
técnicas descritas por LENNETTE et al. (1985) e
classificados segundo KRIEG & HOLT (1994) e
MURRAY et al. (1999). Os swabs inoculados em
caldo Sabouraud-dextrose foram semeados em agar
Sabouraud-dextrose com cloranfenicol (100mg/L)
com incubacdo em aerobiose em temperatura
ambiente por um periodo minimo de sete dias. As
levedurasisoladas foram identificadas e classificadas
segundo LODDER (1970) e LARONE (1987).

Asandlises estatisticasforam realizadas
utilizando-se o teste de Fisher, tendo sido empregado
0 programa GRAPHPAD INSTAT (1998) para
realizagdo dos mesmos.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta o namero de
amostras das quais foram isol adas bactérias e fungos
(considerando-se 0 isolamento do microrganismo em
cultura pura e também quando isolado com outra
bactéria e/ou fungo) obtidos nos exames
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Tabela 1 - Nimero de amostras de cloaca e orofaringe positivas
para bactérias e fungos (considerando-se o isolamento
do microrganismo em cultura pura e também quando
em associagdo com outra bactéria e/ou fungo) obtidas
nos exames microbiol égicos realizados a partir de 50
swabs de cloaca e orofaringe de avestruzes.

Sitio deisolamento

Microorganismos isolados

Cloaca Orofaringe
Microrganismos isolados N % N %
Bacillus spp. 30 60 19 38
Staphylococcus coagulase-negativo 8 16 16 32
Streptococcus spp. 9 18 1 2
Bactérias Gram positivas (total) * 35 70 26 52°
Escherichia coli 38 76 37 T4
Klebsiella pneumoniae 3 6 16 32
Citrobacter freundii 1 2 8 16
Edwardsiella tarda 0 0 2 4
Pseudomonas aeruginosa 4 8 1 2
Klebsiella oxytoca 1 2 1 2
Proteus mirabilis 1 2 1 2
Enterobacter aerogenes 1 2 1 2
Citrobacter amalonaticus 0 0 1 2
Citrobacter diversus 0 0 1 2
Proteus vulgaris 0 0 1 2
Enterobacter cloacae 0 0 1 2
Bactérias Gram negativas (total)© 44  88% 48  96°
Candida albicans 2 4 22 44
Rhodotorula spp. 4 8 4 8
Criptococcus spp. 0 0 2 4
Leveduras (total) * 4 8° 25 50°

a - verificou-se diferenca estatisticamente significante (P<0,05)
entre as frequiéncias de i solamentos de bactérias Gram negativas e
Gram positivas em amostras de cloaca;

b - verificou-se diferenca estatisticamente significante (P<0,05)
entre as frequiéncias de isolamentos de bactérias Gram negativas e
Gram positivas em amostras de orofaringe;

¢ - verificou-se diferenca estatisticamente significante (P<0,05)
entre as freqiéncias de isolamentos de leveduras em amostras de
cloaca quando comparadas com as de orofaringe;

1 - Estes valores correspondem a quantidade de amostras nas
quais foram isolados abo menos um género ou espécie de bactéria
Gram positiva, Gram negativa ou levedura

microbiol 6gicos realizados a partir de 50 swabs de
cloaca de avestruzes, bem como 50 swabs de
orofaringe.

De um total de 50 amostras de cloaca
analisadas, 32 (64%) correspondem a associagdes
entre dois ou mais géneros de bactérias ou fungos.
Por suavez, deum total de 50 amostras de orofaringe
analisadas, 44 (88%) correspondem a associagdes
entre dois ou mais géneros de bactérias ou fungos.
Deve-seressaltar que, detodas as amostras, sgjam elas
oriundas de cloaca ou orofaringe, foram isoladas

bactérias e/ou leveduras, ndo tendo sido isolados
fungos micelianos.

Verificou-se diferenca estatisticamente
significante (P<0,05) entre asfreguénciasdeisolamentos
de leveduras em amostras de cloaca (8%) e orofaringe
(50%), ndo tendo sido observada diferenca em relagéo
as frequéncias de bactérias Gram positivas (70% em
cloaca e 52% em orofaringe) e Gram negativas (88%
em cloaca e 96% em orofaringe) quando comparados
estes dois sitios. Observou-se ainda, diferenca
estatisticamente significante (P<0,05) entre as
frequéncias deisolamentos de bactérias Gram negativas
e Gram positivas em amostras de cloaca (88% de
bactérias Gram negativas e 70% de bactérias Gram
positivas) eorofaringe (96% de bactérias Gram negetivas
e 52% de bactérias Gram positivas) (Tabela 1).

Considerando-se somente as amostras
colhidas de cloaca de filhotes (N=41) e de fémeas
adultas (N=9), os resultados dos exames
microbioldgicos estdo apresentados na Tabela 2.
Verificou-se diferenca estati sticamente significante
(P<0,05) entre as freqiéncias de isolamentos de
bactérias Gram negativas, quando comparadas com
as frequéncias de bactérias Gram positivas e
leveduras, bem como entre as frequéncias de
isolamentos de bactérias Gram positivas, quando
comparadas com as frequiéncias de leveduras, ao se
consideraem as amostras isoladas de cloaca de
filhotes (Tabela 2).

DISCUSSAO

O interesse pela criacdo de avestruzes
vem crescendo mundia mente, com umaconcentragdo
de animais cada vez maior, aumentando,
proporcionalmente, a possibilidade de ocorréncia de
doencgas. Os avestruzes estdo sujeitos a muitas das
doengas que acometem as aves domésticas, com
variacdes quanto & incidéncia das mesmas,
susceptibilidade e resisténciados animais (CARRER
& KORNFELD, 1999). O conhecimento cientifico
acerca das doengas de avestruzes é incompleto e
fragmentado, sendo que detalhes especificos sobre
aspectos técnicos de diagnostico, dentre outros
tépicos, sdo completamente inexistentes na maioria
dos casos (VERWOERD, 2000).

Os avestruzes podem apresentar
doencas relacionadas a determinadas condicfes de
criatorio, clima desfavoravel, estresse, doengas
decorrentes da incapacidade de estabelecer uma
microbiota intestinal normal ou resultantes de sua
destruicao através do uso indiscriminado de
antimicrobianos. Neste Ultimo aspecto, de acordo com
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Tabela2 - NUmero de amostras de cloaca positivas para bactérias e fungos obtidas nos exames microbiol dgicos realizados a partir de 41
swabs de cloaca de filhotes de avestruzes, bem como 09 swabs de cloaca de fémeas adultas.

Cloaca
Microrganismos isolados Filhotes Fémeas adultas

N % N %
Bacillus spp. 23 56,09 7 77,77
Streptococcus spp. 8 19,51 1 11,11
Staphylococcus coagulase-negativo 6 14,63 2 22,22
Bactérias Gram positivas (total) * 28 68,30*° 8 88,88
Escherichia coli 34 82,92 4 44,44
Pseudomonas aeruginosa 4 9,75 0 0
Klebsiella pneumoniae 3 7,31 0 0
Citrobacter freundii 1 2,44 0 0
Klebsiella oxytoca 1 2,44 0 0
Proteus mirabilis 1 2,44 0 0
Enterobacter aerogenes 1 2,44 0 0
Bactérias Gram negativas (total) * 41 100° 4 44,44
Candida albicans 2 4,87 0 0
Rhodotorula spp. 4 9,75 0 0
Leveduras (total) * 4 9,75%° 0 0

a - verificou-se diferenca estatisticamente significante (P<0,05) entre as frequiéncias de isolamentos de bactérias Gram negativas quando

comparadas com as freqiiéncias de Gram positivas e leveduras;

b - verificou-se diferenca estatisticamente significante (P<0,05) entre as freqiiéncias de isolamentos de bactérias Gram positivas quando

comparadas com as frequiéncias de leveduras;

1 - Estes valores correspondem “a quantidade de amostras nas quais foram isolados a0 menos um género ou espécie de bactéria Gram

positiva, Gram negativa ou levedura.

HUCHZERMEY ER (2000), tém sido verificado um
aumento deinfecgbes causadas por Pseudomonas spp.
altamente resistentes, bem como de infecgBes por
fungos. No presente estudo, constatou-se a presenca
de Pseudomonas aeruginosa eleveduras em amostras
colhidas a partir de cloaca de filhotes de avestruzes
clinicamente sadios, o quelevaacrer que estes agentes
podem ser componentes da microbiota normal do
intestino e que, em determinadas circunstancias,
podem desencadear processos infecci 0sos.

Em filhotes de avestruzes, o
estabelecimento da microbiota intestinal normal
ocorre de modo precoce em animais na natureza e
nagueles criados a pasto, 0 que ndo ocorre em aves
criadas intensivamente em superficies limpas. Estes
filhotes podem néo ter a oportunidade de entrar em
contato com as bactérias necessarias para 0 bom
funcionamento do trato digestivo. A microbiota
intestinal inibe o estabelecimento de bactérias
patogénicas, uma vez gque ocupa os sitios de fixacdo
disponiveis e, também, auxilia na digestdo de fibras
(HUCHZERMEYER, 2000). Os filhotes criados
intensivamente sdo particularmente susceptiveis as
desordens gastro-intestinais, como as enterites, cujos
relatos tém incriminado principalmente Salmonella
spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella spp. e Proteus spp. (HUCHZERMEY ER,

2000; CARRER & KORNFELD, 1999). No presente
estudo, considerando-se as amostras colhidas a partir
de cloaca defilhotes em estado higido, verificou-sea
presenca de Escherichia coli, Bacillus spp.,
Streptococcus spp., Staphylococcus coagulase-
negativo, Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa,
Rhodotorula spp., Candida albicans, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii e Enterobacter
aerogenes (Tabela 2).

Em umarevisao de exames pds-mortem
em 121 avestruzes com idades variadas, a causa de
Ohito mais comum foi uma sindrome caracterizada
por depressdo, anorexiae morte 3a5 diasapbésoinicio
do quadro sintomatolégico, sendo que Escherichia
coli eKlebsiella pneumoniae foram isoladas a partir
de varios 6rgédos nestes casos (TERZICH &
VANHOOSER, 1993). Considerando, destaforma, a
importancia destes microrganismos na sindrome
descrita, deve-seressaltar oisolamento de Escherichia
coli a partir de 76% e 74% das amostras de cloaca e
orofaringe, respectivamente, bem como o isolamento
de Klebsiella pneumoniae a partir de 6% e 32% das
amostras de cloaca e orofaringe, respectivamente
(Tabelal).

As infecgdes do trato respiratério sdo
comuns em aves (JORDAN & PATTISSON, 1996).
Em avestruzes, ja foram relatadas infecgbes
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respiratérias causadas por Pseudomonas
aeruginosa, Mycoplasma spp., Pasteurella
haemolytica, Bordetella spp., Haemophilus sp. e
Candida albicans (PANDEY et al., 2001;
VERWOERD, 2000; MOMOTANI et al., 1995;
JEFFREY et al., 1994). A relagdo anatdmica de
proximidade da orofaringe com o restante do trato
respiratério permite considerar que os agentes
isolados naquela poderiam contaminar areas
inferiores, como pulmao, levando a ocorréncia de
doencgas. Por sua vez, quando consideradas as
infeccdes em cavidade bucal, faringe e porgéo
superior do esdfago, existem relatos incriminando
Candida spp. resultantes, frequentemente, de
terapias mal sucedidas utilizando antibiéticos
(HUCHZERMEY ER, 2000). Assim sendo, deve-se
ressaltar que os agentes mais freglientemente
isolados de microbiota de orofaringe neste estudo
foram E. coli e Candida albicans (Tabela 1).

Outro aspecto a ser considerado diz
respeito aos ovos de avestruzes, 0s quai s apresentam
camada de mucina, uma glicoproteina que reveste a
casca e € responsavel pelo aspecto brilhante dos
mesmos. Aqueles ovos que apresentam pouca
quantidade de mucina podem ser mais facilmente
contaminados pela penetragcdo de microrganismos
presentes sobre o ovo através dos poros,
principalmente devido a agdo capilar quando de
lavagens, por exemplo, tendo em vistaque amucina
inibe parcialmente as trocas gasosas e liquidas antes
do inicio daincubacdo (CARRER & KORNFELD,
1999). A contaminagdo da casca por microrganismos
constitui a principal causa de mortalidade
embrionaria e infeccdo do saco da gema
(HUCHZERMEYER, 2000). Tendo em vista que a
cloaca corresponde a uma importante via de
passagem dos ovos durante apostura, deve-se atentar
para a microbiota que compde este sitio. Estes
mi crorgani smos que, em circunstancias especificas,
podem contaminar o ovo. Assim sendo,
considerando-se as amostras colhidas a partir de
cloaca de fémeas adultas em estado higido no
presente trabalho, foram isolados os seguintes
agentes: Bacillus spp., Escherichia coli,
Staphylococcus coagul ase-negativo e Streptococcus
spp., agentes estes que poderiam vir a contaminar
0s ovos durante a postura (Tabela 2).

Tendo em vista que, particularmente,
os filhotes de avestruzes podem apresentar hébito de
coprofagia na busca de alimento, por exemplo, este
fendmeno poderia ter alguma relagdo com o fato de
gue, a excegdo de Cryptococcus spp. e de algumas
bactérias Gram negativas isoladas com baixa

frequiéncia de orofaringe, tanto na orofaringe quanto
na cloaca, foram isolados os mesmos géneros de
bactérias e leveduras.

CONCLUSOES

Na microbiota da cloaca e orofaringe
deavestruzes adultos e jovens higidos, foramisoladas
bactérias e/ou leveduras, ndo tendo sido isolados
fungos micelianos. Verificou-se predominancia de
bactérias Gram negativas em relacdo as Gram
positivas, na microbiota da cloaca e orofaringe de
avestruzes. Verificou-se frequiéncia de ocorréncia
semel hante de amostras positivas parabactérias Gram
negativas na microbiota da cloaca e orofaringe de
avestruzes, bem como de amostras positivas para
bactérias Gram positivas nestes mesmos sitios.
Observou-se maior ocorréncia de amostras positivas
paraleveduras em orofaringe quando comparadas com
as de cloaca. As amostras de orofaringe foram
positivas para Escherichia coli, Bacillus spp.,
Streptococcus spp. e Staphylococcus coagul ase-
negativos com maior fregtiéncia. Os microrganismos
isolados com maior freqiiéncia de orofaringe foram
E. coli, Candida albicans, Bacillus spp.,
Staphylococcus coagulase-negativos e Klebsiella
pneumoniae.
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