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A minha querida av6 Juracira Calisto Alves (in memorian)

A todos 0s irmaos animais
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‘Enquanto o homem continuar a ser o destruidor dos seres
animados dos planos inferiores, ndo conhecera a satde nem a
paz. Enquanto os homens massacrarem 0s animais, eles se
matardo uns aos outros. Agquele que semeia a morte e o

sofrimento n&o pode colher a alegria e o amor”.

(Pitagoras de Samos, filésofo grego).



RESUMO

Nas regifes sudeste e sul do Brasil, as espécies de primata Callithrix jacchus e C.
penicillata (“saguis”) sdo consideradas invasoras, representando uma ameaga a
sobrevivéncia in situ de espécies nativas como o Leontophitecus rosalia (“mico-leédo-
dourado”). Nao existem informacdes se os saguis presentes na area de ocorréncia
do L. rosalia albergam bactérias com potencial patogénico para a espécie nativa. Foi
investigada a ocorréncia e a sensibilidade aos antibioticos de bactérias Gram-
negativas (BGN) e de estafilococos que colonizam hibridos de saguis e micos-ledes-
dourados que ocorrem em area de Mata Atlantica no estado do Rio de Janeiro. 33
espécies de BGN de 17 géneros foram isoladas de suabes orais e retais de 50
saguis e 101 micos-ledes-dourados sendo que 4 espécies, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Campylobacter jejuni sao
potencialmente  patogénicas para o0 L. rosalia. A cefalotina e o
sulfametoxazol/trimetropim foram os antimicrobianos que apresentaram menor
potencial inibidor para E. coli e K. pneumoniae, respectivamente. Com relacdo aos
estafilococos, cinco espécies foram identificadas: Staphylococccus aureus, S. sciuri,
S. simiae, S. xylosus e S. saprophyticus. Os S. aureus foram sensiveis a todos 0s
antibioticos testados, porém os CoNS mostraram alta frequéncia de resisténcia a
oxacilina, acido fusidico e penicilina. 5 spa types e 5 STs foram identificados sendo
os clones S. aureus ST6-t701 e ST188-t189 os mais comuns. 97% dos isolados de
S. aureus carreavam genes das leucocidinas LUKE-LukD e das hemolisinas gamma
variante e beta e 12,2% da leucocidina PVL. Micos-ledes-dourados e hibridos de
saguis em vida livre albergam uma ampla variedade de BGN e de estafilococos,
incluindo espécies potencialmente patogénicas, porém nao foram encontradas
diferencas significativas na ocorréncia dessas bactérias em grupos de micos-ledes
que habitam areas com a presenca dos invasores quando comparado com 0S

grupos de micos-ledes que habitam areas sem a presenca dos invasores.

Palavras-chave: Callithrix sp., Leontophitecus rosalia, invasdo biolégica,

Staphylococcus, PCR, resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT

In the South and Southeast regions of Brazil, the species of primate Callithrix jacchus
and C. penicillata ("marmosets"”) are considered invasive, posing a threat to the
survival of native species in situ as the Leontophitecus rosalia ("golden lion tamarin®).
No information is marmosets present in the area of occurrence of L. rosalia harbor
bacteria with pathogenic potential for native species. The occurrence and the
antibiotic susceptibility of Gram-negative bacteria (GNB) and staphylococci colonizing
hybrid of marmosets and tamarins occurring in Atlantic Forest in the state of Rio de
Janeiro was investigated. GNB 33 species of 17 genera were isolated from oral and
rectal swabs of 50 marmosets and 101 golden lion tamarins. Four species,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and
Campylobacter jejuni are potentially pathogenic for L. rosalia. Cefalotin and
trimethoprim / sulfamethoxazole were the antimicrobials that had lower potential
inhibitor for E. coli and K. pneumoniae, respectively. With respect to staphylococci,
five species were identified: Staphylococccus aureus, S. sciuri, S. simiae, S. xylosus
and S. saprophyticus. The S. aureus were sensitive to all antibiotics tested, but the
CoNS showed a high level of resistance to oxacillin, penicillin and fusidic acid. 5 spa
types and 5 STs were identified clones, being S. aureus ST6 T701-T189-ST188 and
the most common. 97% of S. aureus isolates carted genes of luke-LukD leucocidinas
and hemolysin gamma and beta variant and 12.2% of Leucocidin PVL. Lion tamarins
and marmosets golden hybrids in the wild to a wide variety of BGN and
staphylococci, including potentially pathogenic species, but there were no significant
differences in the occurrence of these bacteria in groups of tamarins living in areas
with the presence of invaders when compared to the tamarins groups living in areas

without the presence of the invaders.

Keywords: Callithrix sp., Leontophitecus rosalia, biological invasion, Staphylococcus,

PCR, antimicrobial resistance.
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1. INTRODUCAO

No estado do Rio de Janeiro ocorrem seis espécies de primatas ndo humanos
(PNH), sendo que duas espécies, Callicebus nigrifrons (“saua”) e Callithrix aurita
(“sagli-da-serra”) encontram-se vulneraveis a extincdo e outras duas, Brachyteles
arachnoides (“muriqui-do-sul”’) e Leontopithecus rosalia (“mico-ledo-dourado”) estéo
ameacadas de extincdo (IUCN, 2014).

O L. rosalia ocorre restritamente em area de Mata Atlantica de baixada da
regido costeira do estado do Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 2008). A coloragéo da
pelagem é totalmente dourada e a face nua é cercada por uma juba de pelos, de
onde provém o seu nome popular. O peso varia entre 410 a 700 Gramas e a dieta
inclui frutos, flores, néctar, insetos e pequenos vertebrados. A area de vida varia de
21 a 150 ha e os grupos sao formados por 2 a 14 individuos. Sao animais de habito
diurno e a noite dormem em ocos de arvores ou emaranhados de cipds e bromélias.
A gestacao dura cerca de 120 dias (BICCA-MARQUES et al., 2006) e o sistema de
acasalamento € geralmente monogamico, onde a fémea-alfa inibe a ovulacdo das
demais fémeas do grupo através de ferombnios e comportamentos agonisticos e
cerca de 90% dos partos sado de gémeos (RUIZ-MIRANDA et al., 2008).

O historico processo de desmatamento da Mata Atlantica associado a caca
predatéria para suprir 0 comércio da espécie, levou a um drastico declinio das
populacdes naturais de mico-ledo-dourado, o que fez com que a espécie fosse
classificada como criticamente ameacada de extincdo pela IUCN (International
Union for Conservation of Nature) em 1996. Gracas ao trabalho de pesquisadores, a
categoria da espécie foi mudada para ameacada de extingdo (RYLANDS et al.,
2008).

Atualmente, o0 mico-ledo-dourado habita regides fragmentadas de Mata
Atlantica, com predominancia de fragmentos com menos de 50 ha, localizados nos
municipios de Silva Jardim, Rio Bonito, Casimiro de Abreu, Rio das Ostras, Cabo
Frio, Armacao dos Buzios e Saquarema. Grande parte dessas populagdes ainda é
vulneravel a eventos que levam a extin¢cdo, dentre esses, a introducéo de espécies
(OLIVEIRA et al., 2008; RUIZ-MIRANDA et al., 2008). A introducdo de espécies
ocorre quando individuos séo deslocados, seja de forma acidental ou planejada, dos
seus habitas nativos para um novo ambiente (BRUNO & BARD, 2012).



O Callithrix jacchus (“sagui-de-tufo-branco”) e o C. penicillata (“sagui-de-tufo-
preto”) foram introduzidos em remanescentes de Mata Atlantica da regido sudeste e
sul do Brasil apresentando um alto potencial de dispersao, reproducdo e hibridacao,
a partir do cruzamento dessas espécies entre si ou com espécies nativas. Devido ao
comércio ilegal e a grande facilidade de adaptacdo em ambientes degradados,
populacfes dessas espécies ou de hibridos sdo encontradas atualmente fora da sua
distribuicdo geografica original, nos estados do Rio de Janeiro, Espirito Santo, Santa
Catarina, Parana, entre outros (RUIZ-MIRANDA et al., 2006; PEREIRA et al., 2008;
MORAIS JR. et al., 2008; BRUNO & BARD, 2012; TRAAD et al., 2012).

Segundo Morais Jr. et al., (2008), os saguis representam uma ameaca
potencial a conservacéo in situ do mico-ledo-dourado pois a ecologia e a biologia
dessas espécies sdo parecidas, 0 que leva a competicdo por alimentos e refugio,
além do risco potencial da transmissdo de patégenos.

O C. jacchus é endémico da regido nordeste do pais incluindo os estados do
Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Rio Grande do Norte. Seu peso varia
de 250 a 350 Gramas e o tamanho de 20 a 30 centimetros. Possui pelagem de
coloracdo cinza-clara com éareas castanhas e pretas, tufo de pelo branco ao redor
das orelhas, em forma de leque e, a cauda longa é listrada em preto e branco de
forma intercalada. A dieta inclui frutos, insetos e goma das arvores. Os grupos,
formados por 3 a 15 individuos, possuem habitos diurnos e a noite se abrigam em
emaranhados de cipos e ocos de arvores. O sistema de acasalamento € flexivel com
a ocorréncia de poliginia, poliandria e monogamia. A maturidade sexual das fémeas
ocorre com 12 a 15 meses de idade e dos machos em torno de 12 meses, e a
gestacdo varia de 143 a 150 dias. A area ocupada pelos grupos varia de 0,5 a 5
hectares (BICCA-MARQUES et al., 2006; TRAAD et al., 2012).

O C. penicillata é original de florestas e cerrado dos estados da Bahia, Goias,
Séao Paulo e Minas Gerais. Esses animais possuem tufo de pelos auriculares negros
e longos, em forma de pincel. A coloracdo da pelagem do corpo é cinza-escura a
negra e da cauda em tons branco e preto. O peso, a dieta e 0 comportamento séo
semelhantes ao do C. jacchus. Os grupos sao formados por 4 a 13 individuos que
ocupam uma area de 2 a 3 ha (BICCA-MARQUES et al., 2006; TRAAD et al., 2012).

Embora a grande maioria das espécies aléctones ndo se estabeleca no novo
ambiente, algumas espécies conseguem se adaptar, reproduzindo e se mantendo

em detrimento das espécies nativas, representando um fator determinante de



extincdo destas, devido a ocorréncia de eventos como competicdo por recursos,
predacdo e perda de caracteristicas genéticas (quando ha cruzamento da espécie
introduzida com espécie nativa) (RUIZ-MIRANDA et al., 2006; PEREIRA et al., 2008;
BRUNO & BARD, 2012; TRAAD et al., 2012).

Ademais, as espécies exdticas também representam um risco para a saude
das espécies nativas, pois possibilitam a inser¢cdo de novos agentes patogénicos e
novos reservatorios para os agentes etioldégicos de doencas preexistentes, o que
pode ocasionar 0 aumento da incidéncia de enfermidades entre as espécies nativas
(SMITH et al., 2008; PETRZELKOVA et al., 2010), especialmente em ambientes
fragmentados e populagbes pequenas (GILLESPIE & CHAPMAN, 2006; MORAIS
JR. et al., 2008). Os invasores também podem constituir importantes reservatorios
de bactérias produtoras de fatores de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos
que podem ser disseminadas para as espécies locais, incluindo o homem.
Atualmente, o conhecimento sobre a ocorréncia de animais que albergam agentes
patogénicos e resistentes a antibioticos € considerado uma questdo fundamental
para a preservacgao de animais selvagens em vida livre (RADHOUANI et al., 2014).

Algumas espécies do género estafilococos, por exemplo, ocorrem em seres
humanos e PNH (KLOOS, 1980). Embora, pareca existir uma barreira espécie-
hospedeiro para muitos microrganismos que impede a disseminacdo de bactérias
entre animais e seres humanos, certos tipos de clones de microrganismos
apresentam a capacidade de sobreviver em diferentes hospedeiros (KLOOS, 1980;
HERRON-OLSON et al.,, 2007; LOWDER et al., 2009; VINCZE et al.,, 2013).
Contudo, a composicao da microbiota de PNH de vida livre ainda é pouco conhecida
(MENEZES-COSTA et al.,, 2013) e sao escassas as informacdes sobre PNH
neotropicais de vida livre como reservatorios de bactérias portadoras de genes que
codificam fatores de resisténcia e de viruléncia.

Portanto, a fim de contribuir para a compreensao do papel dos saguis como
reservatorios de bactérias potencialmente patogénicas e resistentes a
antimicrobianos, na é&rea de ocorréncia natural do mico-ledo-dourado, foram
analisadas no presente estudo a ocorréncia e a susceptibilidade fenotipica aos
antimicrobianos das bactérias Gram-negativas de importancia meédica e dos
estafilococos isolados e foi realizada analise molecular nos estafilococos obtidos,
que consistiu na identificacdo dos tipos clonais e na pesquisa de fatores de

viruléncia e de resisténcia a antibiéticos.



CAPITULO 1

OCORRENCIA E SUSCEPTIBILIDADE FENOTIPICA A
ANTIMICROBIANOS DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS
DE HIBRIDOS DE SAGUIS (Callithrix sp.) E DE MICOS-LEOES-
DOURADOS (Leontopithecus rosalia) DE VIDA LIVRE NO ESTADO
DO RIO DE JANEIRO



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS PATOGENICAS PARA PNH

2.2.1 Familia Enterobacteriaceae

Os membros da familia Enterobacteriaceae sédo bacilos Gram-negativos, néo
esporulados, com motilidade variavel, oxidase-negativos, catalase-positivos,
anaeroébios facultativos, fermentam carboidratos com ou sem producdo de gas e
reduzem nitrato a nitrito. De uma maneira geral, crescem muito bem em meios
liquidos basicos, meios solidos ricos como o0 agar sangue, além dos meios
especificos como o 4gar EMB e o MacConkey. Constitui a maior e mais heterogénea
familia de bactérias Gram-negativas de importancia médica, cujo habitat natural é o
trato intestinal. (ANVISA, 2004; TORTORA et al., 2012).

As bactérias entéricas sao divididas em 42 géneros (TORTORA et al., 2012),
sendo que espécies de 5 géneros, Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia e
Klebsiella sdo de especial importancia na clinica de PNH do velho e do novo mundo,
por causarem preferencialmente infeccbes gastrintestinais embora, possam também
causar infeccdo em outros locais (STEYN et al., 1976; CUBAS, 1996; LUDLAGE &
MANSFIELD, 2003; OKWORI et al., 2013).

Cubas (1996) destaca que a imunossupressdo causada pela exposicdo a
fatores estressantes fisicos e psicoldgicos faz parte da patogénese das diarreias
bacterianas que acometem simios mantidos em cativeiro.

De um modo geral, PNH imunocompetentes que albergam bactérias
enteropatogénicas apresentam-se assintomaticos ou desenvolvem infeccdes leves e
autolimitantes, por outro lado, em animais imunossuprimidos pode ocorrer
enterocolite aguda ou cronica e morte subita. Em ambos os casos, havera a
excrecdo do patégeno no ambiente representando um risco para a saude de
humanos e outros animais que tenham contato com PNH infectados com essas
bactérias (OKWORI et al., 2013).

Nas décadas de 50, 60 e 70 diferentes autores ja relatavam que, infec¢des por
Salmonella spp. e Shigella spp. estavam entre as principais causas de diarreia em
PNH do género Macaca mantidos em cativeiro (HABERMAN & WILLIAMS, 1957;



SAUER & FEGLEY, 1960; SCHNEIDER et al., 1960; GOOD et al., 1969; PALUMBO
& PERRI, 1972; ARYA et al., 1973).

Os principais sinais clinicos da salmonelose e da shigelose em PNH séo
diarreia aguosa com sangue e muco, desidratacdo, febre, dores abdominais,
anorexia, depressdo e esforco ao defecar podendo culminar com a morte. A
presenca de coinfeccdo em PNH por essas duas bactérias pode ocorrer e a principal
forma de transmissdo é a contaminacdo fecal dos alimentos e a da agua
(KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).

Steyn et al. (1976) verificaram um drastico aumento na incidéncia de
enterobactérias ndo patogénicas e patogénicas em estudo realizado com babuinos
(Papio ursinus) recém-capturados na Africa. Dos 776 animais capturados 394
apresentaram diarreia a partir do quinto dia em cativeiro. Escherichia coli
enteropatogéncia (EPEC), Salmonella spp., Shigella spp. e Klebsiella spp. foram os
enteropatdgenos isolados. A imunossupressao causada pelo stress de cativeiro foi
citada como a causa do aumento da incidéncia das enterobactérias e o
aparecimento de doenca entérica. Outros fatores, como a mudanca da dieta, foi
citada como possivel causa do aparecimento das diarreias nos animais que nao
foram isoladas bactérias enteropatogénicas.

Andlises post mortem revelaram que 34% das mortes de macacos rhesus (M.
mulatta e M. radiata) mantidos no California Primate Research Center foram devido
a doencas no trato gastrintestinal, sendo que 18% dessas foram shigelose
(HOLMBERG et al., 1982).

Um estudo foi realizado com macacos cinomolgo (M. fascicularis) recém-
capturados com o intuito de verificar a microbiota intestinal bacteriana dos animais
durante o periodo da quarentena. Shigella spp. e Salmonella spp. foram isoladas
respectivamente em 8,7% (55/632) e 2,7% (17/632) dos animais que apresentaram
diarreia nos primeiros 30 dias de quarentena. Dos 1.670 animais que se
apresentavam clinicamente normais nesse periodo, 0,8% albergava Shigella spp. e
0,2% Salmonella spp. Nesse estudo, os autores alertam para a importancia do
esforco no diagndéstico de enteropatdégenos em PNH durante a quarentena ja que, a
eliminacdo de bactérias como a Shigella pode ocorrer de forma intermitente,
inclusive em animais doentes. (TRIBE & FLEMING, 1983).

Estudo semelhante foi realizado por Loureiro et al. (1985) com 77 PNH

neotropicais (Cebus apella, Saimiri sciureus, Callithrix argentata e Aotus trivirgatus)



capturados na regido da Amazodnia brasileira. Nas amostras coletadas antes de
completar 30 dias de cativeiro ndo foram isoladas Salmonella, Shigella e Yersinia.
Em 19,4% (15/77) das amostras foi isolada K. pneumoniae. Apdos 6 meses de
cativeiro foi isolado Salmonella Worthington em um simio e 0 mesmo se apresentava
sem alterag@es clinicas.

Kindlovits e Kindlovits (2009) citam autores que destacam que espécies de
PNH do novo mundo podem albergar Salmonella e Shigella sem apresentarem
sinais clinicos de doenca, sendo as espécies de PNH do velho mundo mais
sensiveis a infeccdo por essas bactérias. Contudo, Cooper e Needham (1976)
relatam um significativo surto de shigelose causado pela S. sonnei em C. jacchus e
Saguinus nigricollis mantidos em cativeiro, e 30% dos animais vieram a 6bito devido
a infeccdo. Okwori et al. (2013) relatam uma ocorréncia de 100% de E. coli e
Salmonella Paratyphi em individuos de macaco mona (Cercopithecus mona),
macaco verde (Chlorocebus tantalus), macaco pata (Erythrocebus patas), babuino
verde (Papio anubis) e chimpanzé (P. troglodytes) mantidos em um zool6gico na
Nigéria. Todos 0s animais apresentavam-se aparentemente saudaveis na ocasiao
do estudo. Y. enterocolitica também foi isolada em macacos pata e chimpanzés.

A shigelose foi apontada como a segunda principal causa de morte por
infecgao intestinal aguda em diferentes géneros de PNH do velho mundo mantidos
em um centro de pesquisas russo, o Adler Breeding Center, sendo a enterocolite e a
gastroenterocolite os principais achados na necropsia e a S. flexneri a espécie mais
frequente (ARDASHELIYA et al., 2011).

Verona (2009) isolou Salmonella Enteritidis ou Newlands a partir de suabe da
cavidade anal de saguis C. jacchus mantidos no Centro de Triagem do IBAMA, RJ,
aparentemente saudaveis. Por outro lado, Kndbl et al., (2011) descrevem um caso
de salmonelose fatal em uma fémea de C. jacchus causada por um sorotipo de
Salmonella considerado exético no Brasil, a S. Yoruba. O animal apresentou diarreia
profusa e os exames post-mortem revelaram a presenca de enterite com muco,
hepatomegalia e necrose hepatica.

Paixdo et al. (2014) relatam um caso de colite hemorragica por Salmonella
enterica sorotipo Infantis em um gorila (Gorilla gorilla gorilla) que veio a 6bito apés 7
dias de tratamento em um zooldgico no Brasil. Segundo os autores, doencas
entéricas estao entre as causas mais comuns de morbidade e mortalidade de gorilas

mantidos em cativeiro sendo estas, causadas geralmente por bactérias.



Entre os anos de 1970 a 1980 foram registrados surtos de yersiniose (Y.
enterocolitica e Y. pseudotuberculosis) em colénias de PNH do velho e do novo
mundo (McCLURE et al.,, 1971; BRONSON et al., 1972; BAGGS et al.,, 1976;
BUHLES et al., 1981). A infeccdo por Yersinia spp. pode ocasionar consideraveis
taxas de mortalidade e, em varios casos, afeta um grande nimero de macacos nas
colénias. Pequenos roedores e passaros sao considerados fontes de infeccédo para
PNH através da contaminacao da agua e dos alimentos pelas fezes desses animais,
considerados reservatorios assintomaticos (BUHLES et al., 1981).

Os sinais clinicos da yersiniose relatados em PNH sdo febre, desidratagéo,
diarreia muco sanguinolenta e aborto. A patogénese desta enfermidade esti
relacionada com a invasdo do microrganismo na mucosa do ileo, ceco e cdlon,
chegando a circulacdo sistémica e atingindo outros 6rgdos como figado, baco,
ganglios linfaticos e mesentéricos, causando necrose e multiplos abscessos nesses
orgaos (BUHLES et al., 1981).

Pissinatti et al. (2008) relatam que a yersiniose pode causar morte subita em
calitriquideos. Os animais sao frequentemente encontrados mortos apresentando
lesbes hepaticas e entéricas supurativas. A presenca de estruturas massivas nos
orgdos acometidos, que consistem em uma colecdo de bactérias auxilia no
diagndstico diferencial desta doenca nesses animais.

Buhles et al. (1981) também relataram a presenca de endometrite erosiva com
areas focais de necrose, hemorragia e miometrite no Utero de fémeas de macaco de
cheiro (Saimiri sciureus) que vieram a Obito devido a infeccdo por Y.
pseudotuberculosis. Nesta investigacdo, analises soroldgicas realizadas revelaram
que 37% dos animais que ndo demonstraram sinais clinicos de doenca
apresentavam altos titulos de anticorpos para Y. pseudotuberculosis .

A pseudotuberculose foi responsavel por significativas perdas de animais em
colénias de saguis (Callithrix spp. Saguinus spp e Callimico spp) mantidos no Jersey
Zo0o0, Reino Unido. De acordo com os autores as mortes obedeceram a um padréo
sazonal, ocorrendo durante periodos secos e frios do ano (BIELLI et al., 1999).
Yersiniose generalizada também foi responsavel pela morte de M. fascicularis e
Papio hamadryas mantidos em cativeiro. Na necropsia foram encontradas lesdes
tipicas da doenca no trato gastrintestinal e, em diversos oOrgaos, Y.
pseudotuberculosis foi isolada de amostras do figado, baco, rim, linfonodos

mesentéricos, pulméo e estbtmago (ARDASHELIYA et al., 2011).



Fredriksson-Ahomaa et al. (2007) relatam 2 casos fatais de infeccdo por Y.
enterocolitica sorotipo 4/0:3 que ocasionou necrose miliar disseminada no figado
em C. jacchus nascidos no Zagreb Zoo, Cro4cia. Soto et al. (2013), descrevem que
46 macacos verdes africanos (Chlorocebus aethiops sabaeus) mantidos em um
centro de pesquisas no Caribe vieram a 6bito devido a um surto de doenca entérica
aguda causada por Y. enterocolitica.

A infecgao por patotipo de E. coli enteropatogénica causou colite ulcerativa
aguda em uma col6nia de micos imperadores (Saguinus oedipus) mantida no New
England Regional Primate Research Center. Os sintomas e sinais incluiam diarreia
profusa e, eventualmente, hemorrdgica, anorexia, desidratacdo, leucocitose
neutrofilica, acidose metabdlica e hipocalemia. Os pesquisadores também
constataram que, apds sete meses do diagndstico inicial, a infeccédo persistiu mesmo
com a auséncia dos sinais clinicos (MANSFIELD et al., 2001).

Patotipo de E. coli enteropatogénica é citada por Ludlage e Mansfield, (2003),
como um dos principais causadores de diarreia hemorragica em colonias de C.
jacchus mantidos em cativeiro. Segundo os autores, a presenca de carreadores
assintoméaticos é comum e a infec¢do por patotipo de E. coli enteropatogénica pode
persistir por varios anos mesmo apos a realizacdo do tratamento. A contaminacao
se d& pela via fecal-oral e as principais formas de introducdo da patotipo de E. coli
enteropatogénica em colénias de saguis cativos sdo fémites contaminados e o
contato com o homem ou PNH contaminados.

Utilizando métodos moleculares, Carvalho et al., (2003), detectaram patotipo de
E. coli enteropatogénica em amostras coletadas com suabes do reto e célon de
primatas neotropicais (Callithrix sp, Alouatta fusca e Saguinus fuscicollis) sem sinais
clinicos de doenca entérica e animais que vieram a 6bito com diarreia e/ou enterite.
Dos 56 animais analisados (17 com alteracOes entéricas e 39 saudaveis) 18 (32%)
carreavam 0 gene eae, sendo que 8 animais apresentavam sinais de doenca
entérica e 10 animais estavam aparentemente saudaveis. Os autores sugerem que
PNH podem ser reservatérios naturais da patotipo de E. coli enteropatogénica e,
portanto, representam fontes de infeccdo dessa bactéria para outros PNH e para o
homem.

Sestak et al. (2003) realizaram um estudo molecular para identificar os
patdogenos associados com enterocolite crénica em 100 macacos rhesus (M.

mullata) mantidos em um centro de pesquisa nos EUA. Em 25% dos animais



avaliados foi isolado patotipo de E. coli enteropatogénica e ndo houve diferenca
estatistica significativa na incidéncia dessa bactéria entre os animais saudaveis e 0s
gue apresentavam diarreia cronica. Entretanto, foi verificada uma maior frequéncia
de S. flexneri e Y. enterocolitica em animais com diarreia cronica quando
comparados com os animais clinicamente saudaveis.

Martin et al. (2009) pesquisaram a ocorréncia de genes de viruléncia em cepas
de E.coli B hemoliticas, isoladas de fezes de simios (M. mulatta e M. fascicularis)
aparentemente saudaveis utilizados em pesquisas biomédicas. Em 27% (25/92) das
amostras analisadas foram isoladas E.coli B hemoliticas sendo que cinco destas
eram produtoras do fator necrosante citotoxico-1 (CNF1) que € geralmente
produzido por estirpes de E coli necrotoxigénica (NTEC). Kindlovits e Kindlovits,
(2009) encontraram relatos da presenca de diarreia aquosa, congestdo, edema e
necrose da mucosa do ileo e célon em saguis infectados com E. coli hemolitica.

Outros sinais clinicos associados a infeccdo por sorotipos patogénicos de E.
coli em PNH s&o: traqueite, bronquite, meningite, pneumonia, secre¢cao ocular muco
purulenta, dispneia e morte subita (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).

David et al. (2009) isolaram E. coli e K. pneumoniae em amostras que foram
coletadas durante exames post-mortem realizados em exemplares de C. jacchus
gue apresentavam colite e pneumonia e de micos (Saguinus spp) com pneumonia e
peritonite. Por outro lado, Mugisha et al., (2014) isolaram E. coli e K. pneumoniae na
cavidade oral de chipanzés saudaveis mantidos em um santuério africano.

A infeccdo por K. pneumoniae é citada como causadora de significativa
mortalidade em C. jacchus especialmente, em animais imunossuprimidos e filhotes.
Diarreia, hipotermia e pneumonia sdo 0s sinais clinicos mais relacionados,
entretanto a morte subita também pode ocorrer (LUDLAGE & MANSFIELD, 2003).
Além dos quadros pneuménicos e entéricos, a infecgdo por K. pneumoniae em PNH
também pode desencadear quadros sépticos (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).
Alguns autores citam que abscesso subcutaneo € um achado comum em S. sciureus
infectado por K. pneumoniae (RICHARD, 1989; CHIKWETO et al., 2013).

Sanchez et al. (2006) relatam uma elevada mortalidade de filhotes de Aotus sp.
nascidos em cativeiro no Peru, por pneumonia causada por E. coli e K. pneumoniae.
Esses patdégenos também foram isolados em Iémures (Lemur catta) mantidos em
cativeiro que apresentavam doenca gastrintestinal e em |émures cativos e selvagens

clinicamente saudaveis (VILLERS et al., 2008). Apesar de ser comumente



relacionada a infec¢cdes em filhotes de PNH, Steyn et al. (1976) relatam uma alta
incidéncia de Klebsiella spp. em babuinos adultos que desenvolveram diarreia em
cativeiro, sendo essa bactéria isolada em 55% dos animais doentes.

No Brasil, Verona (2009) isolou K. pneumoniae a partir de suabes orais de C.
jacchus saudaveis, de vida livre e de cativeiro. Contudo, Pisharath et al. (2005)
descrevem a ocorréncia de septicemia e peritonite secundaria a infeccdo por K.
pneumoniae em seis exemplares de C. jacchus mantidos em cativeiro nos EUA.

Nos ultimos anos, uma nova forma invasiva de K. pneumoniae foi relatada em
humanos e PNH causando osteomielite, meningite e multiplos abscessos no pulmao,
figado, cérebro, mesentério, segmentos dos intestinos delgado e grosso e na parede
abdominal. A K. pneumoniae invasiva é associada a um fenétipo conhecido como
fendtipo de hipermucoviscosidade (HMV). O HMV fenoétipo foi isolado em
exemplares de macaco verde africano (Chlorocebus aethiops sabaeus) oriundos da
ilha caribenha de Santa Kitts, a partir de fluidos de abscessos e suabes orais e retais
(TWENHAFEL et al., 2008; WHITEHOUSE et al., 2010; SOTO et al., 2012).

2.2.2 Pseudomonas

Sdo bastonetes Gram-negativos aerdbicos, moéveis, oxidase positiva e ndo
fermentadores de carboidratos. Varias espécies excretam pigmentos sollveis que
difundem pelo meio de cultura, como a P. aeruginosa. S80 comumente encontrados
no solo e em outros ambientes naturais, sendo que algumas espécies podem causar
enfermidades em humanos, animais e plantas (TORTORA et al., 2012; MENEZES-
COSTA et al., 2013).

As Pseudomonas sdo capazes de crescer em alguns antissépticos, como
compostos de aménio quaternario e a resisténcia a maioria dos antibiéticos tem sido
uma fonte de preocupacdo médica. Essa resisténcia estd relacionada com as
porinas da parede celular, que controlam a entrada de moléculas através da parede
e com diversos sistemas de bombas de efluxo que ejetam antibidticos da célula
antes que eles possam atuar (TORTORA et al., 2012).

A P. aeruginosa € a espécie de maior importancia médica do género, tanto
para humanos como para PNH (VELA et al., 2006). Em PNH essa espécie é
encontrada na pele e também faz parte da microbiota intestinal, sendo considerado

um importante patdégeno oportunista em calitriquideos debilitados, podendo



ocasionar abscessos na pele, diarreia, pielonefrite, pneumonia, conjuntivite,
peritonite, miocardite e septicemia (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).

Coutinho et al. (2007) isolaram P. aeruginosa a partir de hemocultura de um
exemplar de C. jacchus de vida livre capturado gravemente debilitado, apresentando
desidratacdo, hipotermia, hipotencdo e dermatite descamativa generalizada. A
andlise histopatoldgica dos pulmdes revelou a presenca de pneumonia intersticial.
No mesmo trabalho, também foi realizada pesquisa para diferentes agentes virais,
sendo o resultado positivo para Adenovirus. De acordo com os autores, a infeccdo
bacteriana foi secundéria a adenovirose.

David et al. (2009) isolaram P. aeruginosa em amostras do figado e intestino
coletadas durante a realizacdo de exames post-mortem em saguis (C. jacchus) que
apresentavam alteracdes morfolégicas compativeis com hepatite e colite. Septicemia
por Pseudomonas spp. é relata em micos (Saguinus oedipus) mantidos em
zoologico (LEONG et al., 2004).

Pseudomonas spp. foi isolada em 19,54% babuinos que apresentaram
quadros de diarreia apds a chegada no cativeiro (STEYN et al., 1976). Smith et al.,
(2006) encontraram Pseudomonas spp. ha vesicula biliar de micos-le6es-dourados e
saguis cativos que desenvolveram colelitiase. Contudo, a ocorréncia de
Pseudomonas spp em animais saudaveis também é relatada. Brown et al. (1973)
encontraram Pseudomonas spp em amostras da cavidade oral de micos (S.
oedipus) e Mugisha et al., (2014) isolaram P. aeruginosa em 50% das amostras de
suabe oral de chipanzés mantidos em um santuério na Africa.

Recentemente, uma nova espécie de Pseudomonas, a P. simiae foi isolada a
partir de amostras do figado, pulmdo e cérebro de dois exemplares de Callithrix
geoffroyi que vieram a Obito subitamente. No exame post-mortem foi encontrada

pneumonia broncointersticial aguda e glomerulonefrite (VELA et al., 2006).

2.2.3 Campylobacter

Sao bactérias Gram-negativas divididas em 17 espécies e seis subespeécies,
gue possuem mobilidade, formato curvo ou espiralado e sdo microaerdfilas, ou seja,
requerem uma atmosfera de baixas concentracbes de oxigénio e altas
concentracdes de dioxido de carbono para crescer em meio de cultura especifico.
(TORTORA et al., 2012).



As espécies termotolerantes C. coli e C. jejuni, sdo as responsaveis pela
ocorréncia de infec¢des gastrintestinais em primatas humanos e ndo humanos e a
transmissao pode se dar pela via oral de forma indireta, através da ingestdo de agua
ou alimentos de origem animal contaminados ou pelo contato direto com fezes
contaminadas (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).

Os sintomas relatados em simios sdo enterocolite moderada ou grave, febre,
dor abdominal, diarreia aguosa com ou sem sangue e mialgia, contudo, essas
espécies podem estar presentes em fezes de PNH saudaveis, portanto, a infec¢ao
nesses animais torna-se extremamente relevante sob o ponto de vista da saude
publica, visto que estes podem representar importantes reservatérios (PAZZAGLIA
et al., 1994; KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009).

Entre as décadas de 70 e 80 diferentes autores descrevem o envolvimento de
Campylobacter spp. na etiologia de diarreias em PNH do velho e novo mundo
mantidos em cativeiro (BONCYK et al., 1972; TRIBE et al., 1979; TRIBE & FRANK,
1980; MORTON et al., 1981; BRYANT et al., 1983; TRIBE & FLEMING, 1983; HIRD
et al., 1984).

Moore (1985) relata que C. jejuni foi isolado durante varios anos, em suabes
retais de micos (Saguinus oedipus) saudaveis e com colite, que faziam parte de
diferentes col6nias mantidas no New England Regional Primate Research Center.
Estudo retrospectivo realizado por Leong et al. (2004) demonstrou que enterites
causadas por Campylobacter jejuni estdo entre as principais causas de mortalidade
de S. oedipus mantidos em zooldgicos nos EUA.

Pazzaglia et al. (1994) descrevem a ocorréncia de surtos recorrentes de
diarreias em uma colbénia de 10 orangotangos que, segundo 0s autores, ocorreram
devido a diferentes formas de transmissédo de C. coli e C. jejuni, que incluiram
transmissdo fecal-oral de hospedeiro para hospedeiro, consumo de alimentos e
agua diretamente contaminados com fezes de aves e através de vetores,
contaminados com fezes de aves.

Campylobacter foi o Unico enteropatégeno detectado em fezes de diferentes
espécies de PNH do velho mundo, mantidos no Adler Breeding Center,
aparentemente saudaveis e com diarreia, e em conteudo intestinal de animais que
vieram a obito devido a enterite infecciosa aguda. O DNA do C. jejuni foi detectado
em amostras de 51,3% dos animais saudaveis, 69,6% dos animais doentes e 92,3%
dos animais que vieram a Obito (KALASHNIKOVA et al., 2002). Trabalho realizado



posteriormente, por Ardasheliya et al. (2011), demonstra que a incidéncia de C.
jejuni entre os PNH que apresentavam enterite infecciosa aguda e que vieram a
Obito devido a essa doenca continuava alta porém, outras bactérias
enteropatogénicas também foram responsaveis pelo desenvolvimento de enterite
aguda nos animais.

Em contraste, Okwori et al. (2013) verificaram uma baixa incidéncia (5,6%) e
uma prevaléncia constante de Campylobacter spp. nas espécies de simios do velho
mundo mantidas em um zoologico na Nigéria. Todos os animais encontravam-se
aparentemente saudaveis no decorrer do estudo.

Andrade et al. (2007) acompanharam a ocorréncia de Campylobacter spp. em
uma colbnia de macacos rhesus (M. mullata) mantidos no Departamento de
Primatologia do Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fundacdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) durante sete anos. Apesar das alteragcdes que foram realizadas no
manejo dos animais, relacionadas a alimentacdo, a higienizacéo e as instalacdes, a
frequéncia de Campylobacter spp. entre os animais foi crescente no decorrer do
estudo, principalmente entre individuos adultos e subadultos.

Contudo, Andrade et al. (2009) constataram que as mudancas realizadas no
manejo de uma criacdo de macacos-de-cheiro (Saimiri spp.), também mantidos no
Centro de Criagdo de Animais de Laboratério da Fiocruz foram eficazes, levando ao
decréscimo na incidéncia de Campylobacter entre os animais, que se tornou ausente
ao final dos sete anos de acompanhamento.

Griffith et al. (2008) isolaram C. jejuni em amostras de fezes de diferentes
espécies de saguis e micos-ledes mantidos em um zooldgico europeu. Todos 0s
animais apresentavam-se saudaveis no momento do estudo. C. jejuni e C. coli
também foram isoladas em amostras fecais de |émures saudaveis mantidos em
cativeiro, entretanto, essas bactérias ndo estavam presentes em amostras de
|émures de vida livre (VILLERS et al. 2008).

No Brasil, Verona (2009) isolou Campylobacter spp. a partir de suabes das
regides orofaringeana e anal de quatro saguis (C. jacchus) que foram apreendidos
pelo Centro de Triagem do IBAMA do Rio de Janeiro. Essas bactérias ndo foram
isoladas nas amostras oriundas dos saguis capturados em vida livre. Contudo, na
Africa, Whittier et al. (2010) utilizando técnicas moleculares detectaram 87% de
prevaléncia de Campylobacter spp. em 157 amostras de fezes de gorilas da

montanha (Gorilla beringei beringei) de vida livre.



2.2 RESISTENCIAS A ANTIMICROBIANOS EM BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS DE PNH

A exposicdo a antibioticos representa a principal pressao seletiva para o
surgimento de bactérias resistentes aos antimicrobianos em humanos e animais,
contudo, o contato com bactérias resistentes presentes no ambiente também pode
levar a uma colonizacéo por esse tipo de microrganismo. Segundo alguns autores,
0S mecanismos responsaveis pela ocorréncia de bactérias resistentes em animais
selvagens de vida livre ainda sdo pouco compreendidos e estudados (ROLLAND et
al., 1985; ALLEN et al., 2011; SOUZA et al., 2014; RADHOUANI et al., 2014).

Os animais selvagens séo considerados atualmente potenciais reservatorios de
genes de resisténcia a antimicrobianos incluindo, popula¢gdes que ocorrem em areas
remotas, com baixa influéncia antrdpica. Portanto, o estudo da ocorréncia de
resisténcias a antimicrobianos em animais selvagens pode ampliar a compreensao
sobre os mecanismos envolvidos no surgimento de bactérias resistentes e prever o
surgimento de novos patégenos resistentes (ALLEN et al.,, 2011; SOUZA et al.,
2014; RADHOUANI et al., 2014).

Em PNH, Good et al. (1969) verificaram multirresisténcia ao cloranfenicol,
diidroestreptomicina e tetraciclina em espécies de Salmonella e Shigella isoladas
tanto de PNH recém-capturados quanto de animais ja acondicionados em um centro
de pesquisas americano. De acordo com 0s autores, a transferéncia espontanea por
conjugacéao de fatores que conferem resisténcia, poderia explicar essas resisténcias.

Rolland et al. (1985) relatam que populacdes selvagens de babuinos (Papio
cynocephalus) africanos que tinham contato com o lixo e restos de comida de
humanos hospedavam uma grande diversidade de bactérias entéricas resistentes a
antibioticos quando comparados com as populacdes dessa espécie que ocorriam em
areas com praticamente nenhum distirbio antropico. Os autores constataram que
algumas bactérias encontradas possuiam a capacidade de transferir in vitro
plasmideos que carreavam genes de resisténcia. A frequéncia de transferéncia foi
maior entre as bactérias multirresistentes.

Em contraste, Routman et al. (1985) descrevem que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na frequéncia de cepas de E. coli resistentes a
antimicrobianos em babuinos africanos (P. cynocephalus) que ocorriam em area

com forte presséo antropica quando comparado com animais que ocorriam em areas



com pouca pressdo antropica. Os autores argumentam que diferencas na
metodologia, a ndo discriminacdo de espécies de coliformes e potenciais diferencas
no nivel de exposicdo a antibioticos e/ou bactérias resistentes podem explicar as
divergéncias de resultados dos dois estudos.

Tribe e Fleming (1983) relatam a ocorréncia de multirresisténcia a 5
antimicrobianos (cloranfenicol, ampicilina, tetraciclina, neomicina e
sulfametoxazol/trimetroprim) em sorotipos de Shigella flexneri isolados de Macaca
fascicularis mantidos em cativeiro. Os autores acrescentam ainda, que nenhum dos
80 isolados de Salmonella e Shigella, apresentou sensibilidade a todos os 5
antibioticos testados.

Em surto de shigelose causado pela S. sonnei em calitriquideos (C. jacchus e
S. nigricollis) mantidos em cativeiro, 0s autores constataram que a sensibilidade dos
isolados a maioria dos antibioticos testados diminuiu consideravelmente apos a
instituicdo do tratamento, contudo a taxa de resisténcia foi declinando apds o
termino do mesmo. Os autores alertam para o fato de que a instituicdo de terapia
antimicrobiana em PNH cativos pode resultar na producéo e eliminacdo no ambiente
de clones de bactérias resistentes (COOPER & NEEDHAM, 1976).

Da Silva et al. (2013) descrevem que nao houve diferencas no perfil de
resisténcia a antimicrobianos em bactérias Gram-negativas isoladas da mucosa
vaginal e prepucial de macacos da noite (Aotus azarai infulatus) cativos. A
microbiota das fémeas e dos machos demonstrou elevada resisténcia a ampicilina,
cefalotina e nitrofurantoina. Os antimicrobianos mais eficientes foram levofloxacina,
ciprofloxacina e meropenem.

Uma cepa de Salmonella Worthington isolada de um exemplar de C. argentata,
clinicamente saudavel, foi sensivel a maioria dos antimicrobianos testados, entre
eles, cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, cefalotina, ampicilina, e tobramicina,
contudo apresentou resisténcia a tetraciclina, carbeniciina e ao
sulfametoxazol/trimetroprim (LOUREIRO et al., 1985).

Knobl et al. (2011) relatam que apenas a tetraciclina foi ineficiente contra uma
cepa de S. yoruba que levou a 6bito um exemplar de sagui mantido em cativeiro. O
isolado foi sensivel a cloranfenicol, gentamicina, sulfametoxazol/trimetroprim e
enrofloxacina. Em outro relato de salmonelose fatal em um gorila mantido em um
zoologico brasileiro, foi isolado S. enterica (sorotipo Infantis) que se mostrou

~

resistente a penicilina e a lincomicina e sensivel a amoxicilina, sulfametoxazol/



trimetroprim, ampicilina, cefalotina, enrofloxacina e gentamicina (PAIXAO et al.,
2014).

PISHARATH et al. (2005) relatam que cepas de K. pneumoniae isoladas a
partir de exudato peritoneal e amostras do figado e baco de exemplares de C.
jacchus que vieram a o6bito devido a peritonite e septicemia, foram sensiveis a
maioria dos antibidticos testados exceto, para ampicillina e carbenicillina.
Resisténcia a ampicilina também foi encontrada em K. pneumoniae isolada de
abscesso retroperitoneal de um S. sciureus que veio a 6bito (CHIKWETO et al.,
2013).

Uma alta sensibilidade a antimicrobianos foi verificada em cepas de K.
pneumoniae HMV e ndo-HMYV isoladas das cavidades oral e anal e de abscessos de
macacos verdes africanos (Chlorocebus aethiops sabaeus) mantidos em cativeiro. A
concentragdo inibitéria minima (MIC) de 23 antibidticos foi avaliada sendo que
apenas a ampicilina e nitrofurantoina mostraram potencial intermediario de inibicdo
para ambos os tipos de cepas (SOTO et al., 2012).

Martin et al. (2009) relatam uma elevada resisténcia a cefalotina em cepas de
E. coli beta-hemoliticas isoladas de macacos rhesus (M. mulatta e M. fascicularis)
saudaveis mantidos em cativeiro. Dos 6 isolados testados, 5 foram resistentes e 1
apresentou susceptibilidade intermediaria a esse antibiético. Um isolado apresentou
multirresisténcia a ampicilina, cefoxitina e sulfametoxazol/trimetropim e outro isolado
a gentamicina, tetraciclina sulfametoxazol/trimetropim.

Resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, oxacilina, eritromicina,
vancomicina e clindamicina foi verificada em cepas de Y. enterocolitica responsaveis
por causar o 6bito de 46 macacos verdes africanos (Chlorocebus aethiops sabaeus)
mantidos em cativeiro (SOTO et al., 2013).

Multirresisténcia aos antibidticos ampicilina, tetraciclina, neomicina e
sulfametoxazol/trimetropim foi verificada por Pazzaglia et al. (2005) em
Campylobacter spp. isoladas de orangotangos cativos aparentemente saudaveis e
com diarreias recorrentes. Os antimicrobianos que apresentaram 100% de inibicao
foram cloranfenicol, gentamicina, estreptomicina e eritromicina.

Todas as cepas de C. jejuni isoladas de diferentes espécies de calitriquideos
saudaveis mantidos em um zooldgico na Irlanda foram sensiveis a tetraciclina,
cloranfenicol, eritromicina, acido nalidixico, gentamicina e ciprofloxacina. Resisténcia

s6 foi observada aos beta-lactamicos penicilina e cefalexina (STIRLING et al., 2008).



3. OBJETIVOS

Esta investigacao tem como objetivos:

e Determinar a ocorréncia e a diversidade das bactérias Gram-negativas que
compdem a  microbiota  gastrintestinal do  mico-ledo-dourado
(Leontophitecus rosalia) e de hibridos de saguis (Callithrix spp.) introduzidos

na regido de ocorréncia natural do mico-ledo-dourado;

e Determinar o papel destas bactérias Gram-negativas, com énfase aquelas
do trato gastrintestinal, descritas como potenciais agentes etioldgicos de
doencas em callitriquideos;

e Avaliar, nestes micro-organismos, o padrdo de resisténcia fenotipica aos
antimicrobianos de importancia para calitriquideos, presentes na microbiota

gastrintestinal de hibridos de saguis e do mico-ledo dourado em vida livre;

e Estimar se a presenca dos hibridos de saguis representa ameaca para a
saude das populacGes de mico-ledo-dourado e, consequentemente, a sua
conservacao in situ no estado do Rio de Janeiro, através da andlise
estatistica da ocorréncia de bactérias Gram-negativas potencialmente
patogénicas em grupos de mico-ledo-dourado e saguis que coabitam nas
mesmas areas e, em grupos de micos-ledes-dourados que ocorrem em

areas com a auséncia dos invasores.



4. JUSTIFICATIVAS

Sao poucos os estudos sobre a saude de espécies de Callithrix invasoras
em ambiente urbano e natural. Estudos desta natureza sao importantes,
especialmente na cidade do Rio de Janeiro, pois essas espécies circulam
amplamente tanto em areas de floresta e Unidades de Conservacéao, como
em areas urbanas competindo por recursos com as espécies autoctones
gue ja vivem sob a pressao da perda crescente de habitat devido as acdes

antropicas;

Estudos comportamentais comprovam a existéncia de um alto grau de
interagcdo e competicdo direta por recursos entre saguis e micos-ledes-
dourados e, a presenca dos saglis associado a perda do habitat,

representam as principais ameacas a conservag¢ao do mico-ledo-dourado;

As informacdes disponiveis sobre os riscos de transmissdo de doencas
dos saguis para os micos-ledes sdo restritas a parasitas intestinais e
sanguineos. Estudos iniciais a campo mostraram que o0s saguis
albergavam parasitas intestinais potencialmente patogénicos para o mico-

ledo-dourado que ndo tinham sido encontrados na espécie nativa;

Estudos de caracterizacdo da microbiota bacteriana e de avaliacdo do
potencial de resisténcia a antimicrobianos ainda nao foram realizados na

regido alvo deste estudo.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 QUESTOES ETICAS

Esta pesquisa possui autorizagdo do Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade (ICMBIio) através da certificacdo do Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade (SisBio) (n° de autorizacdo 10596-2) e foi aprovado

pelo Comité de Etica da Universidade Estadual do Norte Fluminense (protocolo 148).

5.2 AREAS DE ESTUDO

Para que fosse possivel realizar comparagfes sobre as bactérias entéricas
Gram-negativas de saguis, micos-ledes-dourados que habitam areas com saguis e
micos-lebes-dourados que habitam areas sem a presenca dos invasores, 0s animais
foram capturados em dois ambientes distintos: Reserva Particular do Patrimdnio
Nacional (RPPN), que sdo fragmentos de Mata Atlantica localizados dentro de
fazendas, onde coabitam grupos de saguis e micos-lebes-dourados e Reserva
Bioldgica (ReBio) onde sdo encontrados apenas grupos de micos-ledes-dourados.

RPPNs de cinco fazendas, todas localizadas no municipio de Silva Jardim,
Rio de Janeiro, foram amostradas: fazenda Pacoty, fazenda Afetiva, fazenda Boa
Esperanca, Fazenda Tamarins e Fazenda Santa Helena. As ReBios amostradas
foram a ReBio Poco das Antas, localizada no municipio de Silva Jardim e ReBio
Unido, cuja area total atinge os municipios fluminenses de Casemiro de Abreu e Rio
das Ostras.

5.3 CAPTURA DOS ANIMAIS E COLETA DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

Os animais foram capturados com armadilhas do modelo Tomahawk
(18X18X60cm) contendo bananas como iscas, que foram dispostas sobre
plataformas de alimentacéo, previamente construidas a 1,5 m do solo pela equipe de
campo da Associacdo Mico Ledo Dourado (AMLD) (figura 4). ApOs a captura, as

armadilhas foram imediatamente cobertas com pano a fim de minimizar o stress de



captura. Os animais foram transportados ao laboratério da AMLD onde foi realizado
anestesia, exame clinico e coleta de material biologico.

O peso corporal de cada individuo foi estimado pela diferenca do peso da
armadilha vazia em relacdo ao peso da armadilha com o animal. Em seguida, o
animal foi contido dentro da armadilha manualmente por encurralamento com auxilio
de uma toalha e anestesiado por via intramuscular no masculo biceps femoral com
Cloridrato de Ketamina na dose de 10 mg.kg™ administrado com seringa de 1ml e
agulha 13X4. Estando o animal devidamente anestesiado, procedeu-se a avaliacao
clinica que consistiu na pesagem e inspe¢do minuciosa de olhos, orelhas, narinas,
anus, vulva, glandulas mamarias, testiculos e pele. As altera¢des encontradas foram
registradas em ficha clinica individual (apéndice A).

ApoOs o exame clinico foram coletadas amostras em duplicata da cavidade
oral e anal (figuras 5 a 7) com suabes Cary-Blair (Copon, Italia), as quais foram
identificadas e mantidas sob refrigeracdo a 4°C até o processamento. Apés a coleta
das amostras, os animais foram colocados nas armadilhas de captura, onde foram
mantidos em ambiente aquecido e escuro até retornarem da anestesia. No dia

seguinte, os animais foram soltos no mesmo local da captura.

Figura 4: Disposicdo das armadilhas na plataforma de alimentacdo
construida pela equipe de campo da AMLD para captura de sagui
(Callithrix sp.) e mico-ledo-dourado (L. rosalia). Foto: Arquivo pessoal.



Figura 5: coleta de amostra da cavidade oral de mico-ledo-dourado
(L. rosalia) com uso de suabe. Foto: Arquivo pessoal.

Figura 6: coleta de amostra da cavidade anal de mico-ledo-dourado
(L. rosalia) com uso de suabe. Foto: Arquivo pessoal.



Figura 7: Hibrido de sagui (Callithrix sp.) capturado na regido
de ocorréncia do mico-ledo-dourado (L. rosalia). O cruzamento
de C. jacchus com C. penicillata gera descentes com tufos de
pelo auricular grisalhos. Foto: Arquivo pessoal.

5.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BACTERIANA

5.4.1 Familia Enterobacteriacea

O cultivo e a identificacdo dos membros da familia Enterobacteriacea foram
realizados seguindo metodologia descrita por Costa & Hofer (1972) e Brasil (2011).

Os suabes foram semeados em meio agar Eosina Azul de Metileno (EMB)
(Himedia, india), que foi incubado em estufa bacteriolégica a 37°C por 24h. Apos
esse periodo, as colénias morfologicamente diferentes foram novamente semeadas
em agar EMB e incubadas a 37°C por 24h com a finalidade de obter massa
bacteriana pura e suficiente para a realizacéo dos testes bioquimicos.

Com o intuito de otimizar o isolamento de Salmonella spp., ap6s a semeadura
do suabe em meio 4gar EMB, o mesmo foi mergulhado em 2,0 mL de caldo
Rappaport Vasiliadis (OXOID, UK) e incubado em banho-maria a 42°C por 18-24h.
ApOs esse periodo, o caldo foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos e o pellet foi
semeado em meio agar Hecktoen (Himedia, india) e incubado a 37°C por 24h. 3 a 4
colbnias suspeitas foram selecionadas e novamente semeadas em agar Hecktoen e

incubadas a 37°C por 24h para a realizagdo dos testes bioquimicos.



Na caracterizagdo bioquimica foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
fermentacao de carboidratos (glicose, sacarose, e lactose) com ou sem producao de
gas, producdo de indol, sulfato de hidrogénio (H,S), urease, acidos fortes (latico,
acético e férmico) e acetoina, utilizacdo de citrato, capacidade de descarboxilacao
dos aminoacidos lisina e ornitina e presenca de motilidade.

A fermentagcdo de acguUcares e a producdo de H,S foram verificadas em meio
agar TSI (Triple Sugar Iron) (Himedia, india) a partir da mudanca da cor do meio
para amarelo e presenca de precipitado negro, respectivamente. Para avaliar a
producéo de indol e a mobilidade foi utilizado o meio agar SIM (Sulfide, Indole and
Motility) (Himedia, India). A mobilidade foi evidenciada através da presenca de
turvacdo do meio e a producado de Indol através da mudanca de cor da superficie do
meio para rosa apos a adicdo de duas gotas do reagente de Kovacs (Laborclin,
Brasil).

As producbes de &cidos fortes e acetoina, a partir da fermentacédo da glicose,
foram avaliadas nas provas do Vermelho de Metila (VM) e de Voges-Proskauer (VP),
respectivamente. Para cada prova, uma amostra da colbnia foi inoculada em 2,0 ml
de caldo BHI (Infusion Heart Brain) (Himedia, india). A mudanca de cor para
vermelho da suspenséo, na adicdo de 1,0 mL do reagente vermelho de metila indica
a presenca de acidos fortes. Por outro lado, a producéo de acetoina é verificada pela
presenca de um halo vermelho na superficie apds a adi¢cdo de 4 gotas de hidréxido
de potassio 40% e 1,0 mL de a-naftol 5%.

A utilizag&o do citrato como fonte de carbono foi avaliada utilizando o meio agar
citrato (Difco, EUA). A mudanca de cor do meio para azul apos o periodo de
incubacédo indica positividade. A producdo da enzima urease foi verificada através da
inoculacdo de uma amostra da coldénia em caldo ureia (INLAB, Brasil). A presenca
da degradacao da ureia a amonia é evidenciada a partir da mudanca de cor do meio
para rosa.

A capacidade de descarboxilacéo da lisina e da ornitina foi verificada a partir da
inoculacdo de uma amostra da colénia em caldo descarboxilase (Difco, EUA) com
1% de D-lisina e D-ornitina (INLAB, Brasil). A utilizacdo destes aminoacidos foi
indicada pela mudanca da coloragdo do meio para roxo. As leituras dos resultados
de todas as provas bioquimicas descritas acima foram feitas apds a incubacdo em
estufa bacteriol6gica a 37°C, por 48h dos respectivos meios inoculados.



Quando a combinacao dos resultados das provas bioquimicas manuais nao era
conclusiva, foram realizados testes bioquimicos automatizados utilizando o kit ID32E
(Biomeriéux, Franca), com leitura automatizada pelo equipamento MiniApi®

(Biomeriéux, Franca).
5.4.2 Pseudomonas spp

Foram consideradas suspeitas para Pseudomonas spp as colénias que
cresceram no agar EMB que nao fermentaram os agucares ap0s a incubacao no
meio TSI. Essas colbnias foram entdo submetidas a testes bioquimicos
automatizados utilizando o GN Test Kit (Biomeriéux, Franca), com leitura

automatizada pelo equipamento MiniApi® (Biomeriéux, Franca).
5.4.3 Campylobacter spp

A pesquisa de Campylobacter spp. foi realizada pela equipe do Setor de
Campylobacter do Laboratério de Zoonoses Bacterianas (LABZOO) da FIOCRUZ.
Amostras de suabes provenientes de cavidade oral e anal de 22 saguis e 31 micos-
ledes-dourados (16 micos-ledes de RPPN e 15 micos-lebes de Rebio) foram
encaminhadas refrigeradas em caixa isotérmica. Inicialmente, as amostras foram
semeadas em meio agar Columbia enriquecido com sangue desfibrinado de carneiro
(5%) ou carvao ativado (0,49%), suplementado com solucdo de FBP e incubadas
por 48 horas a temperatura de 42°C em atmosfera de microaerofilia constituida de 5
a 7% de O2. As coldnias com brilho d’agua foram fixadas em laminas e coradas pelo
método de Gram, para observagdo de células com morfologia tipica (LAURIA-
FILGUEIRAS, 2000).

Para a identificagdo bioquimica, foi realizada uma suspensédo correspondente
ao padrdo 2 da escala de McFarland em 0,4 mL de uma solucéo aquosa de Hipurato
de Sdédio em 1% (g/v). Os tubos foram colocados em banho-maria a 37°C por 2
horas, em constante agitacdo. Apds este tempo, adicionou-se 0,2 mL do reagente de
ninhidrina em 3,5% (g/v), mantendo-se os tubos por 10 minutos em banho-maria a
37°C sem agitacdo. A formacédo de um anel roxo na superficie dos tubos significou
reagdo positiva. Como controles do teste, foram utilizadas amostras de

Streptococcus agalactiae (positivo) e Listeria monocytogenes (negativo).



Para a identificacdo genotipica, o DNA gendmico foi obtido através da lise
celular por tiocianato de guanidina (PITCHER et al., 1989). A Multiplex-PCR para
identificacdo das espécies mais frequentes de Campylobacter (C. jejuni e C. coli) foi
realizada seguindo o procedimento descrito por Harmon et al. (1997) empregando os
iniciadores pg 3 (5 GAACTT GAACCG ATT TG 3’) e pg 50 (5° ATG GGA TTT CGT
ATT AAC 3’) para a identificagao do gene flaA (produto de 460pb) e C1 (5 CAA ATA
AAG TTA GAG GTA GAA TGT 3’) e C4 (5 GGA TAA GCA CTAGCT AGC TGA T
3’) para a identificagdo de uma sequéncia unica de C. jejuni (produto de 160pb). As
cepas de C. jejuni ATCC 33560 e de C. coli ATCC 33559 foram usadas como
controles positivos na PCR.

A revelacdo dos resultados da PCR foi feita através da eletroforese em gel de
agarose em 1,0%, utilizando TBE 0,5X e o padrdo de peso molecular 100pb DNA
Ladder (Invitrogen). Ao final, o gel foi corado em uma solucéo de brometo de etidio e
visualizado sobre luz UV.

5.5 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Foi realizado antibiograma nas bactérias Gram-negativas isoladas que sédo
descritas na literatura como potencialmente patogénicas a calitriquideos. Onze
antibacterianos foram testados para as enterobactérias: tetraciclina (TET, 30ug),
cloranfenicol (CLO, 30upg), amoxicilina/acido clavulanico (AMC, 20/10ug),
gentamicina (GEN, 10ug), cefoxitina (CFO, 30ug), tobramicina (TOB, 10ug),
ampicilina (AMP, 10ug), cefalotina (CFL, 30upg), enrofloxacina (ENO 5ug),
ciprofloxacino (CIP, 5ug) e sulfametaxazol/ trimetoprim (SXT, 25ug). Nos isolados de
P. aeruginosa foi verificada a susceptibilidade a seis antibidticos: tobramicina,
gentamicina, ciprofloxacino, enrofloxacina, cefotaxima (CFX, 30ug) e amicacina
(AMI, 30pg).

Os antibidticos foram testados de acordo com a técnica de Kirby-Bauer Difuséo
(BAUER et al., 1966). Uma pequena amostra da coldnia bacteriana crescida por 24
horas em agar Miiller Hinton (Himedia, india) foi diluida em 2,0 mL de solug&o salina
0,85% estéril até alcancar a escala de 0,5 de McFarland (10° bactérias/mL) que foi
padronizada em densitometro (Densimat®, Biomeriéux, Franca). A suspensao foi
semeada com suabe estéril por enduto continuo em placa de petri contendo 20 mL
de agar Miller Hinton. Em seguida, os discos dos antibidticos (Laborclin, Brasil)



foram adicionados as placas e incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por 24
horas.

ApoOs esse periodo, foi avaliado o perfil de crescimento bacteriano através da
mensuracao do diametro dos halos de inibicdo existentes em volta de cada disco de
antibiético. De acordo com o valor do didametro dos halos de inibicdo formados, a
susceptibilidade ao antibidtico foi caracterizada como: sensivel, intermediaria ou
resistente segundo recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2011).

5.6 ANALISES ESTATISTICAS

Com a finalidade de avaliar a ocorréncia das bactérias de importancia médica
encontradas nos grupos de mico-ledo-dourado que ocorrem em areas com a
presenca dos invasores (RPPNSs), foi utilizado o teste do qui-quadrado (P<0,05) para
comparar 0S casos positivos desses grupos com 0sS casos positivos dos grupos da
espécie invasora e dos grupos de micos-ledes que habitam &reas sem a presenca
dos invasores (Rebio). Para tanto, utilizou-se o programa Sistema para Analises
Estatisticas SAEG 9.0 (UFV, 2009).



6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS AMOSTRADOS

No total, foram coletadas amostras de suabes das cavidades oral e anal de 151
animais, sendo 50 hibridos de saguis, 50 micos-ledes-dourados que habitam areas
com a presenca de saguis (RPPNs) e 51 micos-ledes que habitam areas sem a
presenca de saguis (ReBios). Na tabela 1 encontra-se a distribuicdo dos animais
capturados com relagdo ao tipo de ambiente e ao local de ocorréncia dos mesmos.

Tabela 1: Areas de ocorréncia dos micos-ledes-dourados
(L. rosalia) e dos hibridos de saguis (Callithrix sp.) capturados.

Tipo de Loesl N° animais capturados
ambiente
L. rosalia Callithrix sp.
Fazenda Pacoty 2 7
Fazenda Afetiva 17 28
Fazenda Boa
RPPN Esperanca 20 11
Fazenda Tamarins 8 4
Fazenda Santa 3 ne
Helena
Poco das Antas 22 nc
ReBio
Unido 29 nc
Total 101 50

RPPN: Reserva Particular do Patriménio Nacional, ReBio: Reserva
Biol6gica; nc: ndo capturado.

Cerca de 20% dos micos-ledes de RPPNs foram capturados durante o inverno,
(marco e junho de 2013) e 80% durante a primavera (setembro e novembro de 2012
e setembro de 2013). Aproximadamente 70% dos micos-lebes de ReBio foram
capturados durante o inverno e o outono (agosto de 2012, abril e junho de 2013 e
entre abril e maio de 2014); 20% dos animais foram capturados no verao (janeiro de

2013 e entre janeiro e fevereiro de 2014) e apenas 10% foram capturados durante a

primavera (outubro de 2012, dezembro de 2011 e novembro de 2013).



Do total de saguis amostrados, 34% dos animais foram capturados na
primavera (novembro de 2011 e 2012 e setembro de 2014); 34% foram capturados
no inverno (junho e agosto de 2014) e 32% dos animais foram capturados no verao
(fevereiro de 2013 e 2014 e marco de 2014).

Com relagdo a faixa etaria dos animais amostrados, dentre os micos-ledes
capturados nas ReBios, 29 (56,9%) eram adultos (18 machos e 11 fémeas), 8
(15,7%) eram jovens (4 machos e 4 fémeas) e 14 (27,4%) eram filhotes (10 machos
e 4 fémeas). Dos micos—ledes capturados em RPPNSs, 27 (54%) eram adultos (14
machos e 13 fémeas), 11(22%) eram jovens (4 machos e 7 fémeas) e 12 (24%)
eram filhotes (8 machos e 4 fémeas). Do total de saguis capturados, 42 (84%) eram
adultos, 5 (10%) eram jovens e 3 (6%) eram filhotes.

No exame clinico, foi verificado que 3 fémeas de mico-ledo-dourado capturadas
em ReBio e 2 fémeas capturas em RPPNs estavam prenhas. Em um macho jovem
de mico-ledo foi encontrado ectoparasita (carrapato). Um filhote fémea de mico-le&o
capturada na ReBio Poco das Antas apresentava a cauda com tamanho reduzido. E
provavel, que esta reducdo tenha sido provocada durante um evento de fuga de
algum predador natural. Seis fémeas de sagui encontravam-se prenhas.

Em todas as faixas etérias, as médias da massa corporal dos micos-leGes-
dourados capturados nas RPPNs foram maiores quando comparadas as médias da
massa corporal dos micos-ledes capturados nas ReBios. Todos o0s animais
amostrados encontravam-se aparentemente saudaveis no momento das capturas.
Na tabela 2 encontram-se as caracteristicas gerais dos animais capturados nos

diferentes ambientes.

6.2 BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS

Foram obtidos 655 isolados sendo 222 isolados de saguis, 219 isolados de
micos-lebes que habitam RPPNs e 214 isolados de micos-ledes que ocorrem em
ReBios. Do total de isolados obtidos dos saguis, 97 (43,9%) foram obtidos a partir de
suabes da cavidade oral e 125 (56,3%) dos isolados foram obtidos a partir de
suabes da cavidade anal. Do total de isolados obtidos dos micos-ledes de RPPNs,
94 (43%) foram obtidos da cavidade oral e 125 (57%) foram obtidos da cavidade
anal. 93 (43,4%) dos isolados de micos-ledes que habitam ReBios foram da

cavidade oral e 121 (56,6%) dos isolados foram obtidos da cavidade anal (figura 8).



Tabela 2: Caracteristicas gerais dos micos-ledes-dourados (L. rosalia) e
hibridos de saguis (Callithrix sp.) capturados.

Tipo de Faixa N°de animais MEERE!

SSPOEE ambiente etaria  capturados corpor(zl)média
Macho Fémea

RPPN  Adulto 14  13(2) 597,4
3 (=50) " jovem 4 7 449,1
T Filhote 8 4 363,6
= ReBio Adulto 18  11(3) 576,1
- (=51 jovem 4 4 444.6
Filhote 10 4 294
= RPPN  Adulto 26 16(6) 370
E a (n=50) " 50vem 1 4 270
8" Filhote 2 1 184,6

RPPN: Reserva Particular do Patriménio Nacional; ReBio: Reserva
Biolégica; (n° de fémeas prenhas).

Do total de bactérias Gram-negativas isoladas foram identificados 18 géneros e
33 espécies, sendo que 22 espécies pertencem a familia Enterobacteriaceae, 4
pertencem a familia Pseudomonadacea, 2 pertencem a familia Alcaligenaceae e 1
espécie foi isolada das familias Moraxellaceae,  Comamonadaceae,
Xanthomonadaceae e Campylobacteraceae (tabela 3). Seis espécies foram
encontradas apenas em amostras de saguis: Alcaligenes denitrificans, Acinetobacter
baumamnii, Pseudomonas fluorescens, Proteus mirabilis, Stenotrophonas
maltophilia e Campylobacter jejuni e 8 espécies apenas em amostras de micos-
lebes-dourados: Citrobacter koseri, Citrobacter sedlakii, Enterobacter cancerogenus,
Leclercia adecarboxylata, Proteus vulgaris, Providencia retigeri, Pseudomonas
alcaligenes e Raoutella ornithinolytica.

Das espécies de bactérias Gram-negativas relatadas na literatura como
potencialmente patogénicas para calitriquideos, quatro foram identificadas, sendo
que trés espécies Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa foram encontradas tanto em amostras da cavidade oral quanto anal de
saguis e micos-lebes e um isolado de Campylobacter jejuni foi obtido a partir do

suabe anal de um exemplar de sagui que foi capturado na fazenda Afetiva.
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Figura 8: Distribuicdo das bactérias Gram-negativas isoladas das regides oral e anal
de hibridos de saguis (Callithrix sp.) e micos-leGes-dourados (L. rosalia) de vida livre.
RPPN: Reserva Particular do Patrim6nio Nacional; ReBio: Reserva Biolégica.

6.3 SUSCETIBILIDADES A ANTIMICROBIANOS

Foram realizados antibiogramas nas espécies de bactérias potencialmente
patogénicas para calitriquideos o que correspondeu a 151 isolados sendo, 117
isolados de E. coli, 13 isolados de P. aeruginosa e 21 isolados de K. pneumoniae.

Com relagéo aos isolados de E. coli., dos 11 antibi6ticos testados a cefalotina
foi o antibiético menos eficiente, pois 18 (15,4%) isolados foram resistentes e 54
(46,15%) apresentaram susceptibilidade intermediaria, dos quais, 30 foram obtidos
de saguis. O numero de isolados de E. coli resistentes a cefalotina foi igual em
saguis, micos-ledes de RPPN e micos-ledes de ReBio correspondendo a 6 isolados
em cada. Todos os isolados foram sensiveis a tobramicina e florfenicol. Variacdes
no efeito inibitorio foram verificadas para 8 antibidticos: 1,7% dos isolados
apresentaram resisténcia a enrofloxacina, sulfametoxazol/trimetropim e tetraciclina e
0,85% a amoxilina/acido clavulanico, cefoxitina e ciprofloxacina. 0,85% das cepas

apresentaram sensibilidade intermediaria a gentamicina, ampicilina e ciprofloxacina.



Uma cepa de E. coli obtida a partir de suabe anal de um mico-ledo-dourado
que ocorre em RPPN apresentou resisténcia a 4 antibioticos: cefalotina,cefoxitina,

ampicilina e amoxicilina/acido clavulanico.

Tabela 3: Bactérias Gram-negativas encontradas nas regides oral e anal de mico-ledo-dourado
(L. rosalia) e hibridos de saguis (Callithrix sp.) ocorridos em vida livre no Rio de Janeiro.

L. rosalia (Rebio) L. rosalia (RPPN) Callithrix sp.
Bactéria (n=51) (n=50) (n=50)
Oral Anal  Animais Oral Anal Animais Oral Anal Animais
colonizados colonizados colonizados
Alcaligenes denitrificans 2 4%
Alcaligenes xylosoxidase 1 2% 1 2%
Acinetobacter baumamnii 1 2%
Campylobacter jejuni 1 2%
Citrobacter diversus 3 5,9% 5 10% 1 2 6%
Citrobacter freudii 2 9 21,5% 5 16 40% 6 10 26%
Citrobacter koseri 1 1,9%
Citrobacter sedlakii 1 2%
Comomonas acidovorans 1 1,9% 2 4%
Enterobacter aerogenes 10 4 21,5% 2 1 4% 4 1 8%
o L1 4
Enterobacter cloacae 22 18 58,8% 20 14 58% 20 18 56%
Enterobacter sakazaki 1 1 4% 1 2%
Escherichia coli 6 30 62,7% 5 32 66% 12 32 66%
Escherichia hermannii 1 2% 1 2%
Hafnia alvei 3 2 9,8% 8 4 20% 1 2%
Klebsiella oxytoca 10 10 35,3% 8 14 36% 16 19 54%
Klebsiella pneumoniae 7 7 15,7% 1 2% 3 3 10%
Kluyvera ascorbata 3 3 9,8% 1 3 6% 1 1 4%
Kluyvera cryocrescens 2 1 5,9% 2 1 4% 1 2%
Leclercia adecarboxylata 1 2%
Pantoea agglomerans 6 13 33,3% 16 12 44% 7 8 26%
Proteus mirabilis 1 2%
Proteus vulgaris 1 1,9%
Providencia retigeri 1 2%
Pseudomonas aeruginosa 1 4 7,8% 1 1 4% 3 3 12%
Pseudomonas alcaligenes 1 2%
fuorescens 2 4%
Pseudomonas putida 3 5 15,7% 2 3 8% 10 5 24%
Raoutella ornithinolytica 1 1,9% 1 1 4%
Raoutella terrigena 4 5 13,7% 4 7 20% 6 11 28%
Serratia marcescens 10 6 25,5% 12 5 34% 3 2 10%
s 1
Total de isolados 93 121 94 125 97 125

RPPN: Reserva Particular do Patrimdnio Nacional; ReBio: Reserva Bioldgica.



Do total de isolados de K. pneumoniae, 81% apresentaram resisténcia ao
sulfametoxazol/trimetropim. Um isolado (4,7%) foi resistente a cefoxitina e outro a
cefalotina. Todas as cepas de K. pneumoniae foram sensiveis a florfenicol,
tobramicina, gentamicina, enrofloxacina e ciprofloxacina. Um isolado obtido a partir
de suabe anal de um mico-ledo ocorrido em ReBio apresentou multirresisténcia a 6
antibioticos: amoxilina/acido clavulanico, cefoxitina, tetraciclina, ampicilina,
sulfametoxazol/trimetropim e cefalotina e um isolado de K. pneumoniae de sagui foi
resistente a cefoxitina, cefalotina e sulfametoxazol/trimetropim.

Os isolados de P. aeruginosa foram sensiveis a 5 dos 6 antibioticos testados:
amicacina, tobramicina, gentamicina, enrofloxacina e ciprofloxacina contudo, 53,8%

dos isolados apresentaram sensibilidade intermediaria a cefotaxima.
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Figura 9: Resistencias a antimicrobianos em bactérias gram-negativas isoladas das regies
oral e anal de hibridos de saguis (Callithrix sp.) e micos-ledes-dourados (L. rosalia) de vida
livre. CFL: cefalotina, STX: sulfametaxazol/trimetoprim, TET: tetraciclina, ENO:
enrofloxacina, AMC: amoxicilina/acido clavulanico, CFX: cefoxitina, CIP: ciprofloxacina,
GEN: gentamicina, AMP: ampicilina, CTX: cefotaxima.

6.4 ANALISES ESTATISTICAS

N&o houve diferenca significativa (P<0,05) na ocorréncia das bactérias E. coli e
P. aeruginosa em micos-ledes-dourados ocorridos em areas com saguis (RPPN) e
em micos-ledes ocorridos em areas sem saguis (Rebio). Também ndo houve
diferenca significativa na ocorréncia de E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae e C.

jejuni em micos-ledes ocorridos em RPPN e em saguis. Contudo, a ocorréncia de K.



pneumoniae foi significativamente maior em micos-ledes que habitam Rebio do que

em micos-ledes de RPPNSs (tabela 4 e 5).

Tabela 4: Andlise estatistica da ocorréncia de bactérias Gram-negativas potencialmente
patogénicas em micos-ledes-dourados que habitam Rebio e RPPN.

Bactéria Numero de animais colonizados Qui-quadrado (X?
L. rosalia RPPN L. rosalia Rebio
(n=50) (n=51)
E. coli 33 32 0,11™
K. pneumoniae 1 8 5,82*
P. aeruginosa 2 4 0,66™
C. jejuni 0 0 -

(ns) nao significativo; (*) efeito significativo segundo o teste qui-quadrado (P<0,05, GL= 1); RPPN:
Reserva Particular do Patrimdnio Nacional; Rebio: Reserva bioldgica.

Tabela 5: Andlise estatistica da ocorréncia de bactérias Gram-negativas potencialmente
patogénicas em micos-ledes-dourados e hibridos de saguis que habitam RPPN.

Bactéria Numero de animais colonizados Qui-quadrado (%2
L. rosalia RPPN Callithrix sp.
(n=50) (n=50)
E. coli 33 33 0
K. pneumoniae 1 5 2,84"™
P. aeruginosa 2 6 2,17"™
C. jejuni 0 1 1,01"

(ns) nédo significativo segundo o teste qui-quadrado (P<0,05, GL= 1); RPPN: Reserva Particular do
Patriménio Nacional.



7. DISCUSSAO

Enquanto as doencas de animais domésticos e de producdo sdo bem
conhecidas, em parte, devido ao facil acesso desses animais pelos pesquisadores, a
microbiologia dos animais selvagens € um campo relativamente emergente e grande
parte dos animais estudados e consequentemente, das informacdes disponiveis,
refere-se aos animais mantidos em cativeiro (TORTORA et al., 2012).

Em levantamento bibliogréfico realizado, pode-se constatar que grande parte
das informacdes sobre a microbiota de PNH refere-se a estudos realizados com
PNH do velho mundo mantidos em cativeiro e utilizados em pesquisas biomédicas.
Apesar de o Brasil ser o pais que possui a maior diversidade de espécies de PNH no
mundo (COSTA et al., 2005) pouco se sabe sobre a microbiota bacteriana dos PNH
brasileiros (HOPKINS & NUNN, 2007).

No presente estudo, foram produzidas informacdes inéditas sobre a microbiota
bacteriana de sagui e mico-ledo-dourado ocorridos em vida livre, pois dos 17
géneros de bactérias Gram-negativas identificados, nao foram encontrados relatos
da presenca na microbiota dessas espécies de 8 géneros (Alcaligenes,
Comomonas, Hafnia, Providencia, Kluyvera, Leclercia, Raoutella e
Stenotrophomonas). Uma hipo6tese que pode explicar a presenca dessas bactérias
na microbiota desses animais € a ocorréncia das mesmas no meio ambiente o qual
esses animais habitam, tendo em vista que algumas dessas bactérias podem ser
encontradas no solo, na 4gua e nas plantas (LOONEY et al., 2009; MACDONALD et
al., 2014).

Macdonald et al. (2014) relatam que espécies de Kluyvera e Raoutella
produzem enzimas que degradam polimeros como a celulose e a quitina, sendo que
essas bactérias podem fazer parte da microbiota comensal de PNH onivoros ou
serem adquiridas por eles através da dieta. Além disso, a composi¢cao da microbiota
entérica de PNH também pode ser influenciada pelo tipo de dieta.

Brown et al. (1973), ao investigarem a microbiota oral de micos (S. oedipus)
diante de diferentes tipos de dietas, concluiram que a composi¢cdo da microbiota oral
desses animais foi influenciada pelo tipo de dieta que os animais recebiam em

cativeiro. Routman et al. (1985) chegaram a mesma conclusdo ao estudarem a



estrutura populacional de E. coli isoladas de amostras de fezes de babuinos
amarelos africanos (Papio cynocephalus) de vida livre.

No presente trabalho, foram isoladas espécies consideradas comensais do
trato gastrintestinal de PNH dos géneros, Proteus, Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella, na cavidade oral e anal de saguis e micos-lebes corroborando com
resultados de Verona (2009) que também relata a ocorréncia dessas bactérias na
cavidade oral e anal de saguis (C. Jacchus) ocorridos em vida livre no Rio de
Janeiro e Loureiro et al. (1985), que encontraram essas bactérias em suabes retais
de callitriqguideos ocorridos na regido da amazonica brasileira.

A ocorréncia de enterobactérias fora do trato gastrintestinal também é relatada
em PNH cativos. Smith et al. (2006) encontraram Citrobacter sp na vesicula biliar de
micos-lebes-dourados e saguis com colelitiase e Oria et al. (2013) isolaram
Enterobacter sp, Klebsiella sp. e E. coli na mucosa conjuntival de C. jacchus e C.
penicillata clinicamente saudaveis. Em macacos-da-noite (Aotus azarai infulatus)
foram encontradas espécies de Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella, Providencia,
Proteus, Raoutella e Escherichia na mucosa prepucial e vaginal de animais
clinicamente saudaveis (DA SILVA et al., 2013).

Cinco espécies de bactérias Gram-negativas foram encontradas somente nos
hibridos de saguis: Acinetobacter baumamnii, Alcaligenes denitrificans,
Pseudomonas fluorescens, Proteus mirabilis e Stenotrophonas maltophilia. Essas
bactérias sdo consideradas patégenos oportunistas em humanos, portanto, o relato
da ocorréncia das mesmas nesses animais € extremamente relevante, pois é um
consenso entre pesquisadores, que a introducao de espécies exoticas e invasoras
esta entre as principais acdes com a capacidade de alterar drasticamente a
gualidade de vida das espécies selvagens autoctones e a saude humana, pois a
introducé@o de uma espécie exatica pode levar a introducéo acidental de espécies de
patogenos a ela associadas (VERONA, 2009).

No homem, A. baumanii € encontrado principalmente em ambiente hospitalar
causando infeccbes respiratorias, cutdneas e ocasionalmente, septicemias. Essa
bactéria representa uma preocupacao para a comunidade médica devido a rapidez
com a qual adquire resisténcia aos antibidticos, sendo algumas linhagens resistentes
a todos os antibioticos disponiveis (TORTORA et al., 2012). Em PNH foi encontrado
um relato de isolamento de A. baumanni em lémures (Lemur catta) selvagens
clinicamente saudaveis (VILLERS et al., 2008).



Espécies do género Proteus sdo normalmente encontradas no trato
gastrintestinal de PNH selvagens e cativos (KINDLOVITS & KINDLOVITS, 2009) e
de humanos, contudo fora do seu ambiente natural de ocorréncia, essa bactéria
pode causar infecgbes em feridas e no trato urinario em humanos (TORTORA et al.,
2012). A P. fluorescens pode ocasionar septicemias em pacientes humanos
hospitalizados imunocomprometidos (HSUEH et al., 1998). Foram encontrados
relatos da presenca de P. fluorescens na microbiota de macaco rhesus (M. mullata)
(VORE et al., 2001), saguis (Saguinus fuscicollis) (NORDSTROM et al., 1989) e
|émures- Lemur catta (VILLERS et al., 2008).

S. maltophilia e A. denitrificans também sdo considerados importantes
patdgenos oportunistas, responsaveis por infeccfes nosocomiais em humanos
(AISENBERG et al., 2004; LOONEY et al., 2009). Em PNH, Alcaligenes spp. foram
encontradas na cavidade oral de micos (S. oedipus) saudaveis (BROWN et al.,
1973) e em amostras da conjuntiva de saguis (Callithrix spp.) e macacos-pregos
(Cebus sp.) saudaveis mantidos em cativeiro (ORIA et al., 2013). Até o momento,
nao foram encontrados relatos de isolamento de S. maltophilia em PNH.

N&o foram encontradas espécies de Salmonella, Shigella e Yersinia, nos
animais avaliados. Verona (2009) também nao isolou esses enteropatdégenos em
amostras de saguis C. jacchus advindos de vida livre, entretanto em amostras de
saguis mantidos em cativeiro o autor isolou Salmonella Newlands.

Dentre as principais bactérias Gram-negativas consideradas como potenciais
causadores de doencas em callitriquideos, quatro bactérias foram isoladas sendo
que trés dessas, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa, foram encontradas colonizando saguis e micos-ledes-dourados e uma
bactéria, Campylobacter jejuni, foi isolada apenas em sagui.

Verona (2009) ndo encontrou Campylobacter spp. em saguis ocorridos em vida
livre no Rio de Janeiro mas, isolou em amostras de saguis oriundos de cativeiro. O
autor também relata a ocorréncia de K. pneumoniae em C. jacchus, de vida livre
aparentemente saudaveis, entretanto, septicemia, peritonite e colite devido a
infeccdo por K. pneumoniae sao relatadas em C. jacchus mantido em cativeiro
(PISHARATH et al., 2005; DAVID et al., 2009). Ludlage e Mansfield (2003) destacam
gue Campylobacter spp. e K. pneumoniae séo importantes patdgenos em C. jacchus
cativos, sendo essas bactérias comumente encontradas nesses animais sob essa

condicdao.



Foram encontrados relatos de P. aeruginosa isolada a partir de amostras
coletadas durante exames post-mortem realizados em callitriquideos de vida livre e
de cativeiro que apresentavam lesdes morfolégicas compativeis com hepatite, colite
e pneumonia (COUTINHO et al., 2007, DAVID et al., 2009). Por outro lado,
pneumonia, colite e necrose na mucosa do ileo e colon foram achados post-mortem
presentes em exemplares de C. jacchus infectados com E. coli (POTKAY, 1992;
DAVID et al., 2009). Em micos-ledes-dourados foi encontrado relato da presenca de
E. coli em abscesso na cavidade oral (MCBRIDE et al., 2010).

N&o foram encontradas diferencas significativas (P<0,05, GL 1) na ocorréncia
das espécies de importancia meédica isoladas em micos-ledes que convivem junto
com os invasores quando comparados com micos-leGes que ndo convivem com
esses animais e, embora a frequéncia relativa de K. pneumoniae, P. aeruginosa e C.
jejuni tenha sido maior em saguis do que nos micos-leGes que convivem com 0S
invasores, essas diferengas também né&o foram significativas.

Entretanto, é importante considerar que, o adensamento populacional devido a
constante supressdo do habitat associado a competicAo por recursos como
alimentos entre saguis e micos-ledes sao condicbes que geram um risco constante
de transmissao desses potenciais patdgenos entre a espécie nativa e a espécie
invasora.

No presente trabalho, todos os isolados de P. aeruginosa foram sensiveis aos
antibioticos testados, porém 53,8% dos isolados apresentaram sensibilidade
intermediaria a cefotaxima. Da mesma forma, a maioria dos isolados de E. coli foi
sensivel aos 11 antibitticos testados entretanto, a cefalotina, foi o antimicrobiano
menos eficiente, pois 15,4% dos isolados foram resistentes e 46,15% apresentaram
susceptibilidade intermediaria. Uma cepa de E. coli obtida de um mico-ledo-dourado
de RPPN apresentou multirresisténcia a 4 antibioticos: cefalotina, cefoxitina,
ampicilina e amoxicilina/ acido clavulanico.

Nossos resultados corroboram com os achados de Martin et al. (2009), que
também relatam uma elevada resisténcia a cefalotina em cepas de E. coli isoladas
de macacos rhesus saudaveis mantidos em cativeiro. A ocorréncia de E. coli
multirresistentes também € relatada nesse trabalho. A cefalotina também foi o
antibidtico menos eficiente contra bactérias Gram-negativas isoladas da mucosa
vaginal e prepucial de macacos da noite (Aotus azarai infulatus) cativos (DA SILVA

et al., 2013). Entretanto, ndo foram encontrados relatos de resisténcias significativas



a cefalotina em E. coli isoladas de PNH em vida livre (ROUTMAN et al., 1985;
RWEGO et al., 2008).

N&o houve uma correlacdo entre a ocorréncia de E. coli resistentes a
antimicrobianos e a presenca dos invasores, pois a quantidade de isolados de E. coli
resistentes a cefalotina foi a mesma em saguis, micos-leées de Rebio e micos-lebes
de RPPN, n&o tendo sido encontradas E. coli multirresistentes nos invasores.

Todas as cepas de K. pneumoniae isoladas foram sensiveis a florfenicol,
tobramicina, gentamicina, enrofloxacina e ciprofloxacina porém, 81% dos isolados
foram resistentes ao sulfametoxazol/trimetropim. Um isolado de K. pneumoniae
obtido de um mico-ledo que habita Rebio apresentou multirresisténcia a 6
antibioticos: amoxilina com acido clavulanico, cefoxitina, tetraciclina, ampicilina,
sulfametoxazol/trimetropim e cefalotina e um isolado de K. pneumoniae de sagui foi
resistente a cefoxitina, cefalotina e sulfametoxazol/trimetropim.

Verona (2009) também relata a resisténcia a cefoxitina e a cefalotina em K.
pneumoniae obtidos de C. jacchus selvagens sadios. Em cativeiro é relatada a
resisténcia a ampicillina em K. pneumoniae isolada de exudato peritoneal e visceras
de C. jacchus com peritonite e septicemia, e isolada de abscesso retroperitoneal de
macaco de cheiro (S. sciureus) que teve morte subita (PISHARATH et al., 2005;
CHIKWETO et al., 2013).

A veiculacdo de antimicrobianos e/ou bactérias resistentes a antibiéticos
através da agua e o contato com restos de alimentos e outros detritos humanos
contaminados com esse tipo de microrganismo e/ou antibidticos, propiciam a
contaminacdo de animais selvagens por bactérias resistentes ou o desenvolvimento
de bactérias resistentes nesses animais, principalmente em ambientes naturais
modificados (ROLLAND et al., 1985; VERONA, 2009; ALLEN et al., 2011; SOUZA et
al., 2014), como as RPPNs, que estéo localizadas dentro de fazendas que possuem
criacbes de animais de producdo, atividade esta, que favorece a contaminacéo
ambiental com bactérias resistentes e/ou residuos de antibioticos.

Cabe ainda ressaltar, que os animais que participaram do presente estudo
vém sendo capturados ha varios anos para o0 monitoramento dos grupos e coleta de
amostras biolégicas para a realizacdo de pesquisas cientificas, o0 que também pode
favorecer o contato desses animais com bactérias resistentes eventualmente
presentes nas armadilhas usadas para as capturas, nas bananas utilizadas como

iscas nas capturas e nos pesquisadores que manipularam esses animais.



. CONCLUSAO

Micos-lebes-dourados e hibridos de saguis em vida livre apresentam uma

ampla diversidade de bactérias entéricas Gram-negativas;

Bactérias Gram-negativas potencialmente patogénicas ocorrem em micos-
ledes-dourados que convivem e que ndo convivem com hibridos de saguis

e também nos invasores;

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, foram
encontradas em ambas as espécies, porém Campylobacter jejuni, foi
isolada apenas na espécie invasora. Nao foram encontradas diferencas
significativas na ocorréncia dessas bactérias em grupos de micos-ledes que
habitam areas com a presenca dos invasores quando comparado com 0S

grupos de micos-ledes que habitam areas sem a presenca dos invasores;

A maioria dos isolados das espécies bacterianas potencialmente
patogénicas foi sensivel aos antibidticos testados, porém a cefalotina e o
sulfametroxazol/trimetropim foram os antimicrobianos que apresentaram
menor potencial inibidor para E. coli e K. pneumoniae, respectivamente.
Estudos moleculares sdo necessarios para elucidar as resisténcias aos

antimicrobianos encontradas.
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CAPITULO 2

AVALIACAO DE ESTAFILOCOCOS COLETADOS DE PRIMATAS
NAO HUMANOS DE VIDA LIVRE (Callithrix spp. e Leontopithecus
rosalia) COMO RESERVATORIOS DE GENES DE VIRULENCIA E DE
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTAFILOCOCOS EM PNH

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae e é composto
por 36 espécies e 21 subespécies (PANTUCEK et al., 2005). Sdo bactérias Gram-
positivas, anaerobicas facultativas, esféricas, catalase positivas, oxidase negativas
(a maioria das espécies), fermentadoras de acUcares, podem ser hemoliticas ou ndo
e toleram concentracdes aumentadas de sal. De acordo com a capacidade de
coagulacdo do plasma sanguineo, os estafilococos sdo divididos em duas
categorias: estafilococos coagulase positivos e coagulase negativos - CoNS
(ANVISA, 2004).

Vérias espécies de estafilococos sdo comensais da pele e das membranas
mucosas de humanos e animais, sendo que algumas espécies sao encontradas em
humanos e PNH, como S. haemolyticus, S. saprophyticus e S. aureus (KLOOS,
1980). O S. aureus, é considerado um importante patégeno humano e veterinario,
pois essa espécie é responsavel por uma ampla variedade de doencas e possui
linhagens que desenvolveram varios mecanismos de viruléncia e de resisténcias a
antimicrobianos como os S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) e a vancomicina
- VRSA (SUZUKI et al., 2012; NAGEL et al., 2013).

No homem, o S. aureus pode causar desde infec¢des cutaneas como espinhas
e furinculos a pneumonias, intoxicacbes alimentares e infeccbes em feridas
cirrgicas, sendo também um importante causador de infeccbes nosocomiais
caracterizadas por alto indice de mortalidade dos pacientes, devido a producédo de
fatores de viruléncia e de resisténcia aos antimicrobianos (TORTORA, 2012).

Varios fatores de viruléncia, como hemolisinas, exfoliatinas, leucocidinas,
enterotoxinas e toxinas pirogénicas, sao responsaveis pelos sintomas e pela
severidade das infecgdes causadas por S. aureus e, estudos recentes também tém
mostrado que algumas cepas de CoNS também possuem genes de viruléncia como
enterotoxinas e toxinas pirogéncias (CUNHA et al., 2007).

Em PNH doentes, estafilococos ja foram isolados em 6rgdos como coracao,
pulméo e figado, cavidade nasal, abscessos, fluido ascitico, secre¢bes oculares,
fistulas e feridas. A transmissdo da bactéria se da por aerossodis e o0 6bito pode



bY

ocorrer devido a ocorréncia de pneumonia ou septicemia (KINDLOVITS &
KINDLOVITS, 2009).

Em calitriquideos, Kindlovits & Kindlovits (2009) citam ainda a contaminacao
por estafilococos através da ingestdo de carne de cavalo crua, ocasionando febre,
diarreia, edema mandibular e distensdo abdominal. Em vida livre, foi encontrado um
relato do isolamento de S. aureus a partir de hemocultura de um sagui (C. jacchus)
que foi encontrado morto (COUTINHO et al., 2007).

Nagel et al. (2013) relataram o 6bito de um gorila (Gorilla gorilla gorilla) mantido
no Centro de Primatologia do Centro Internacional de Pesquisas Meédicas de
Franceville, Gabdo, devido a septicemia ocasionada por um clone de S. aureus
relacionado a humanos. O clone ST72-t1148 foi isolado em amostras de lesdo de
pele, coracdo e pulméo. S. aureus foi isolado em amostra de fluido cerebroespinal
de um macaco de cheiro (S. sciureus) que apresentou meningoencefalite no exame
post mortem. Lesdes cardiacas e renais também foram encontradas e, segundo 0s
autores, as mesmas foram secundarias a bacteremia (GARCIA et al., 2009).

Em um estudo retrospectivo realizado por Kumar et al. (2012), foi verificado
qgue a infeccdo por S. aureus estava entre as principais causas de aerossaculite
espontanea em babuinos e chipanzés mantidos em um centro de pesquisas
americano. S. aureus estava entre 0s agentes etioldégicos de pneumonias, artrites,
miocardites, meningoencefalites, meningites, septicemias e abscessos em babuinos
mantidos em cativeiro (DICK et al., 2014). A infeccdo por S. aureus ocasionou
estomatite necrética aguda em um exemplar de M. mulatta recém-adquirido por um
centro de pesquisas sul-coreano. O animal apresentou lesdo ulcerativa profunda na
mucosa labial durante o periodo de quarentena (LEE et al., 2011).

Staphylococcus néo-aureus causou dermatite generalizada, descamacéo da
pele e eritema ocular em um macaco rhesus que foi exposto a radiacdo gama
durante um experimento. Para os autores, o animal era portador assintomatico da
bactéria, porém uma imunossupressdo secundaria & exposi¢ao a radiacao propiciou
o desenvolvimento do microrganismo e o0 aparecimento dos sinais clinicos
(KOLAPPASWAMY et al., 2008).

Por outro lado, espécies de estafilococos também sdo relatadas em PNH
selvagens e cativos sem a presenca de sinais clinicos de doenca. S. aureus e S.
epidermidis foram encontrados na cavidade oral de Saguinus oedipus saudaveis
mantidos em cativeiro (BROWN et al.,, 1973). Aspis et al. (2003) também



encontraram Staphylococcus spp e S. aureus na cavidade oral de macacos-prego
(Cebus apella) mantidos em um zoologico brasileiro. Igualmente, Mugisha et al.
(2014) isolaram S. aureus em amostras da regido nasofaringeana de chipanzés
mantidos em um santuario africano. Villers et al. (2008) relatam a ocorréncia de
estafilococos coagulase negativos em amostras de fezes de |[émures selvagens.

Lilenbaum et al. (2006) encontraram diferentes espécies de estafilococos na
vagina de exemplares de micos-ledes (Leontophitecus spp.) saudaveis mantidas em
cativeiro. S. aureus, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. arlettae, S. intermedius e S.
simulans foram as espécies relatadas. Da Silva et al. (2013) também encontraram
espécies de estafilococos colonizando as mucosas vaginal e prepucial de macacos
da noite (Aotus azarai infulatus) mantidos em cativeiro. As espécies mais frequentes
em ambos os sexos foram S. lentus, S. intermedius, S. urealyticus, S. arlettae, S.
equorum e S. warneri.

Schaumburg et al. (2013) realizaram um estudo para verificar a colonizacao por
S. aureus em diferentes sitios anatdémicos de Iémures e chipanzés saudaveis de vida
livre e de cativeiro e concluiram que a orofaringe e a vagina eram os locais mais
colonizados por essa bactéria nessas espécies.

Em um estudo realizado com 731 macacos rhesus (M. mulatta) foi verificado
que 39% dos animais tinham a cavidade nasal colonizada por varios clones de S.
aureus molecularmente diferentes dos clones encontrados em humanos. Os autores
concluiram que esses primatas sdo hospedeiros naturais de diferentes linhagens de
S. aureus e representam um bom modelo experimental para pesquisas relacionadas
aos mecanismos de colonizacdo nasal e de infeccado por esse microrganismo (VAN
DEN BERG et al., 2011).

Por outro lado, varias pesquisas realizadas nos ultimos anos comprovam que a
transmissao de estafilococos, em particular, 0 S. aureus, pode ser bidirecional entre
humanos e PNH (SCHAUMBURG et al., 2012, 2012a; NAGEL et al., 2013).

Schaumburg et al. (2012a) encontraram uma alta prevaléncia de clones de S.
aureus com sequence typing (ST) conhecidamente relacionado a humanos (ST15,
ST80 e ST101) em chipanzés mantidos em santuarios em Zambia e Uganda. O
contato intenso dos funcionarios dos santuarios com os animais foi apontado como a
provavel forma de transmisséo da bactéria para os animais.

Andlises moleculares realizadas com isolados de S. aureus obtidos de

diferentes espécies de PNH africanos de vida livre revelaram a presenca de dois



grupos distintos de isolados, sendo um grupo formado por clones de S. aureus com
ST relacionado a humanos e outro grupo formado por clones com ST novos e nao
relacionados aos clones classicamente encontrados no homem. Ainda segundo o0s
autores, a presenca de clones de S.aureus adaptados a humanos em PNH, indicaria
uma transmissdo dessa bactéria de humanos para PNH, contudo mais estudos
seriam necessarios para elucidar a ocorréncia de transmissibilidade inter e
intraespécies na regido alvo do estudo (SCHAUMBURG et al., 2012).

Por fim, uma nova espécie de estafilococos coagulase negativo, 0
Staphylococcus simiae, foi identificada em 2005 em amostra de suabe retal e de
fezes de micos de cheiro (S. sciureus) saudaveis e com diarreia, mantidos no
Olomouc Zoo, Republica Tcheca. A presenca por S. aureus, S. cohnii e S.
haemolyticus também foi relatada nesses animais (PANTUCEK et al., 2005).

Embora classifiacada como espécie coagulase negativa, estudos moleculares
revelaram que o S. simiae € muito proximo filogeneticamente do S. aureus e
pertence ao grupo desta espécie. Os resultados de analises genémicas realizadas
sugerem que S. simiae e S. aureus possuem um ancestral comum e que 0S
diferentes mecanismos genéticos de patogenicidade encontrados nos demais
membros desse grupo surgiram nas linhagens adaptadas a humanos (SUZUKI et al.,
2012).

2.2 RESISTENCIAS A ANTIMICROBIANOS EM ESTAFILOCOCOS DE PNH

O tratamento com antimicrobianos e a contaminagéo com linhagens resistentes
associadas a humanos séo citados como as principais causas da ocorréncia de
estafilococos resistentes a antibioticos em PNH em cativeiro (SCHAUMBURG et al.,
2012, Da SILVA et al., 2013).

Da Silva et al. (2013) relatam uma alta resisténcia a penicilina, oxacilina, acido
fusidico e clindamicina em estafilococos isolados da mucosa vaginal e prepucial de
macacos da noite (Aotus azarai infulatus) cativos. Em contraste, 100% de
sensibilidade a gentamicina, ciprofloxacina e norfloxacina foi observada. Segundo
0s autores, 0 uso constante de antibiéticos nesses animais pode ter ocasionado as
resisténcias.

Lilenbaum et al. (2006) relatam elevados niveis de resisténcia a penicilina,

tetraciclina, rifampicina, ampicilina, estreptomicina e sulfametoxazol/trimetoprim em



diferentes espécies de estafilococos isoladas da mucosa vaginal de espécies de
Leontophitecus mantidas em cativeiro. A alta frequéncia de resisténcia observada
neste trabalho surpreendeu os autores, pois 0s animais estudados nao tinham
historico de exposicao prévia a antibioticos.

Significativas taxas de resisténcia a antimicrobianos também foram observadas
em S. aureus e ndo-aureus obtidos da cavidade oral de macacos-prego cativos que
nao receberam tratamento prévio com antimicrobianos. Amoxicilina, penicilina,
oxacilina, tetraciclina e clindamicina foram os antibiéticos que apresentaram menor
capacidade de inibicdo (ASPIS et al., 2003).

Em PNH do velho mundo, Schaumburg et al. (2012) descrevem uma baixa
ocorréncia de resisténcia nos isolados de S. aureus obtidos de PNH africanos de
vida livre. Apenas 2,9% dos isolados foram resistentes a penicilina e todos foram
sensiveis a meticilina, a vancomicina e a outras classes de antibiéticos, como
aminoglicosideos, quinolonas, macrolideos e lincosamidas. Por outro lado, alta
ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos é relatada em diferentes clones de S.
aureus isolados de chipanzés mantidos em santuarios na Africa. Resisténcia a
penicilina, tetraciclina, eritromicina, sulfametoxazol/trimetoprim e clindamicina foi
encontrada (SCHAUMBURG et al., 2012a).

Nagel et al. (2013) relatam resisténcia a penicilina e a ampicilina em uma cepa
de S. aureus que causou septicemia de gorila mantido em um centro de pesquisas
meédicas africano que veio a 6bito. Resisténcia a penicilina também foi encontrada
em S. aureus isolados de Iémures e chimpanzés selvagens e mantidos em cativeiro,
sendo que a frequéncia de isolados resistentes foi maior nos animais cativos, que
também apresentaram resisténcia a tetraciclina, eritromicina, clindamicina e
cotrimoxazol (SCHAUMBURG et al., 2013).

Multirresisténcia a beta-lactamicos, incluindo a meticilina, quinolonas,
sulfonamida e lincosamina, foi verificada em um isolado de Staphylococcus néo-
aureus obtido a partir de lesdo de pele de um exemplar de M. mulatta que
apresentou um quadro de dermatite generalizada ap0s a exposi¢ao a radiacdo gama
durante um experimento (KOLAPPASWAMY et al., 2008).

Em um exemplar de macaco rhesus, MRSA foi isolado em uma les&o profunda
na mucosa oral. O isolado também apresentou resisténcia a norfloxacina, penicilina,

tetraciclina, levofloxacina e ciprofloxacina (LEE et al., 2011).



3. OBJETIVOS

Esta investigag&do tem como principais objetivos:

e Determinar a distribuicdo de espécies e tipos clonais de estafilococos em
mico-ledo-dourado (Leontophitecus rosalia) e hibridos de saguis (Callithrix

spp.) introduzidos na regido de ocorréncia natural do mico-ledo-dourado;

e Avaliar o padrdo de resisténcia fenotipica a antimicrobianos dos
estafilococos presentes na microbiota gastrintestinal de hibridos de saguis e

mico-ledo dourado em vida livre;

e Verificar a ocorréncia de estafilococos portadores de genes de resisténcia e

de viruléncia na espécie invasora e na espécie nativa;

e Determinar a existéncia de disseminacdo cruzada de estirpes de

estafilococos entre a espécie invasora e nativa.



. JUSTIFICATIVAS

Estudos recentes demonstram que PNH em vida livre podem ser
colonizados por estafilococos que carreiam fatores de viruléncia e de

resisténcia a antimicrobianos;

E conhecido que PNH do velho mundo cativos e selvagens podem
albergar clones de S. aureus relacionados a humanos, contudo estudos
sobre as caracteristicas filogenéticas dos estafilococos isolados de PNH

neotropicais sdo praticamente inexistentes;

Uma avaliacdo sobre o background genético e a existéncia de uma
provavel disseminacdo cruzada de estirpes bacterianas entre a espécie
exotica (Callithrix spp.) e a espécie nativa (L. rosalia) nunca foi realizada

na regiao alvo deste estudo.



5. MATERIAIS E METODOS

5.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS ESPECIES DE
ESTAFILOCOCOS

Os suabes foram pré-enriquecidos em 2,0 mL de caldo BHI (HiMedia, india)
com 7,5% de NaCl e incubados em aerobiose a 37°C por 24h. Apos centrifugacéo
(13.000 rpm por 5 min), o pellet foi cultivado em meio &gar manitol salgado (HiMedia,
india) em aerobiose a 37°C por 24-48h. Para observacédo do padréo de hemélise 3 a
4 coldnias foram selecionadas e recultivadas em agar sangue base (HiMedia, india)
com 5% (v/v) de sangue de carneiro desfibrinado em aerobiose a 37°C por 24h. O
género bacteriano foi determinado com base na morfologia da colbnia, coloracao de
Gram, teste da catalase e teste da oxidase.

A identificacdo presuntiva das espécies de estafilococos foi feita através da
realizacdo de provas bioquimicas previamente descritas (QUINN et al., 1994) onde
foram avaliadas as seguintes caracteristicas: fermentacéo de carboidratos (manitol,
maltose e ribose) e producao de urease, acetoina, Dnase e coagulase.

A utilizacdo do manitol foi evidenciada pela coloracdo amarelada do meio agar
manitol salgado apés o periodo de incubacao supracitado. A fermentacdo da maltose
e da ribose foi verificada através da inoculacdo de uma pequena porcao da cultura
bacteriana em caldo base (Himedia, india) com 0,5% do aclcar correspondente. A
positividade do teste foi evidenciada pela mudanca da cor do meio roxo para
amarelo apdés a incubacgédo em estufa bacteriolégica a 37°C, por 48h.

A producado de acetoina foi avaliada na prova de Voges-Proskauer (VP). Uma
amostra da coldnia foi inoculada em 2,0 mL de caldo BHI (Himedia, india). Ap6s a
incubacdo em estufa bacterioldgica a 37°C, por 48h foi adicionado 4 gotas de
hidroxido de potassio 40% e 1,0 mL de a-naftol 5%. A presenca de um halo
vermelho na superficie indica positividade. A producdo da enzima urease foi
verificada através da inoculagdo de uma porcédo da colénia em caldo ureia (INLAB,
Brasil). A degradacédo da ureia a amonia foi verificada a partir da mudanca de cor do
meio para rosa, apos a incubacao em estufa bacteriolégica a 37°C, por 48h.

Para verificar a producdo da coagulase, uma pequena quantidade da cultura

bacteriana foi inoculada em 200uL de plasma de coelho (Difco, EUA). A leitura do



teste foi realizada ap0s 4, 8 e 24h de incubagdo em estufa bacterioldgica a 37°C. A
presenca da enzima Dnase foi verificada através da semeadura em meio &gar
Dnase (Himedia, india). Apos a incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C, por 24h
foi verificada a presenca de um halo transparente ao redor da col6nia apés a adicao
de solucdo de HCL 3N. Nas coldnias previamente identificadas como S. aureus foi

feita a confirmacao da espécie utilizando o Staphaurex Plus Kit (Remel, UK).

5.2 TESTES DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A suscetibilidade a 13 antimicrobianos foi avaliada pela técnica de Kirby-Bauer
(BAUER et al., 1966) de difusdo de disco em agar Muller Hinton, de acordo com as
instrugbes do CLSI (2011): penicilina G (PEN, 10 Ul), oxacilina (OXA, 1ug),
vancomicina (VAN, 30 pg) linezolide (LNZ, 30 pg) gentamicina (GEN, 10ug),
ciprofloxacina (CIP, 5ug), eritromicina (ERY, 15ug), clindamicina (CLI, 2 ug),
quinupristina/dalfopristina (QDA, 15ug) tetraciclina (TET, 30ug), rifampicina (RIF,
5ug), acido fusidico (FD, 10ug) e sulfametaxazol/ trimetoprim (SXT, 25uQ).

Os isolados foram classificados em sensiveis, intermediérios ou resistentes de
acordo com a zona de inibicdo formada em torno dos discos dos antibiéticos (Oxoid,
UK). Foi utilizada a estirpe S. aureus ATCC 25923 como controle positivo. Para os
isolados que apresentaram perfil resistente ou intermediario para oxacilina e/ou
vancomicina a concentracdo minima inibitéria (MIC) foi determinada por Etest
(bioMérieux, Franca).

Para a realizacdo do Etest, os isolados foram crescidos em agar TSA (Merck,
USA) a 37°C/12h. Uma aliquota foi diluida em solucdo salina estéril na leitura 0,5 da
escala de McFarland, como previamente descrito. A solucéo bacteriana foi semeada
em agar Muller Hinton com suabe estéril por induto continuo. Uma fita de Etest de
cada antibiético testado foi colocada assepticamente no centro da placa. As placas
foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 48 horas. Foram utilizadas as
estirpes ATCC 29213 como controle positivo.

Foram considerados resistentes a oxacilina os isolados de S. aureus que
apresentaram MIC = 4,0 ug/mL a oxacilina e os isolados de CoNS que apresentaram
MIC = 0,5 pg/mL. Para vancomicina o ponto de corte de resisténcia para S. aureus e
CoNS foi MIC = 16 pg/mL e = 32 pg/mL, respectivamente (CLSI, 2011).

Adicionalmente, também foi realizado Etest para os isolados que apresentaram



resisténcia ao &cido fusidico. Foram considerados resistentes, os isolados que
apresentaram MIC = 1,0 pg/mL (EUCAST, 2014).

5.3 ENSAIOS MOLECULARES

5.3.1 Extragdo do DNA cromossomal

O DNA cromossomal dos isolados de S. aureus foi extraido utilizando o método
descrito por Aires-de-Souza et al. (2007). Em um tubo tipo eppendorf uma al¢cada da
cultura crescida em meio agar TSA (Merck, Alemanha), a 37°C/12h foi incubada com
20 pL de TE 1x (10 mM Tris, 1ImM EDTA, pH 8) e 1 pL de lisostafina 10 mg/ml
(Sigma, EUA) a 37°C por 2h. Em seguida, a solucéo foi incubada a 95°C por 15 min.
180 pL de agua milliQ estéril foi adicionada a solucdo que foi homogeneizada e
centrifugada a 13.000 rpm por 5 min. O pellet foi descartado e o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. A concentracdo do produto foi determinada no
NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, EUA). O DNA extraido
foi armazenado a - 20°C.

O DNA cromossomal dos isolados de CoNS foi extraido usando o método do
Isotiocianato (ROLO et al., 2014). Em um tubo tipo eppendorf, uma alcada da
cultura crescida em meio agar TSA, a 37°C/12h foi homogeneizada com 150 pL de
tampdo TEG (50 mM glucose, 25 mM Tris,J0mM EDTA pH 8). A solucédo foi
incubada a 37°C por 3h com 110 pL de mix de lise [75 pL de lisostafina (0,1 mg/mL),
10 pL lisozima (125 mg/mL), 12.5 pL de proteinase K (125 mg/mL) e 12.5 pL de de
SDS 10%]. Apods esse periodo, cerca de 50uL de sobrenadante foi adicionado a um
novo tubo e 50uL de solucdo de celite e 600 pL de tampéo de lise | (guanidina-
isotiocianato 4M, 0,1M Tris-HCI| pH 6,4, 0,3M EDTA pH 8,0, TritonX-100) foram
adicionados. A solucao foi homogeneizada por 10 min. e, em seguida, centrifugada a
13.000 rpm por 1 min e o sobrenadante foi descartado.

Ao pellet, foi adicionado 500 pL de tampéo de lise Il (guanidina-isotiocianato
4M e 0,1M Tris-HCI pH 6,4). A solucao foi homogeneizada e centrifugada a 13.000
rpm por 1 min. O sobrenadante foi descartado e no pellet foi realizado novamente o
procedimento descrito anteriormente. Apos as duas séries de lavagem do pellet com
o tampé&o de lise Il foram realizadas duas etapas de lavagens com 500 pL de etanol

70% e mais duas etapas de lavagens com igual volume de acetona.



Em seguida, o tubo com pellet foi levado com a tampa aberta a estufa a 50°C
por 10 min. Apoés esse periodo, 100 pL de tris HCI 10 mM pH8 foram adicionados ao
tubo. A solucdo foi homogeneizada e incubada a 56°C por 10 min. Apds a
incubacéo, a solucao foi centrifugada a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e o mesmo foi armazenado a - 20°C até a realizagéo

dos ensaios de PCR.

5.3.2 Identificacdo molecular das espécies de estafilococos

A confirmac&o molecular da espécie dos isolados de S. aureus foi feita através
da amplificacdo por uniplex PCR do gene nuc como previamente descrito
(POULSEN et al., 2003). Cada reacao foi realizada com volume final de 50 pL
contendo 10 pL de tampao PCR 5X (Promega, EUA), 4 uL de dNTPs a 2mM cada
(BIORON, Alemanha), 3 uL de MgCl, 2.5mM (Promega, EUA), 1 yL de cada primer
a 20 pmol/uL (Invitrogen, UK) (apéndice B), 25,75 pL de agua milliQ estéril, 0,25 pL
de enzima GoTaq 5U/uL (Promega, EUA) e 5 uL de DNA. O DNA foi amplificado no
termociclador Biometra (Alemanha) nas seguintes condi¢des: um ciclo de 94°C por
10 min., seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 53°C por 30 seg. e 72°C por 1
min. A reacao foi terminada com um ciclo de 72°C por 10 min. Para confirmar a
amplificacdo e determinar o tamanho do produto, 5 pyL do marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) e igual volume do
produto da PCR foram corridos em eletroforese em gel de agarose 1% (Lonza, UK)
com brometo de etideo (BioRad, EUA) em tampdo TAE1lx (Tris-acetato 0.04M,
EDTA 0,001M). A corrida foi avaliada no transluminador (BioRad, EUA) com luz UV.

A confirmagd@o molecular da espécie dos isolados de CoNS foi feita através da
amplificagéo por uniplex PCR e sequenciamento de uma regiao interna do gene tuf
(elongation factor Tu) (MARTINEAU et al., 2001). A reacao foi realizada com volume
final de 50 pL contendo 5 pL de PCR buffer 10X (Applied Biosystems, EUA), 4 uL de
dNTPs 2mM (BIORON, Alemanha), 1 pL de cada primer a 20 pmol/uL
(invitrogen,UK) (apéndice B), 33,75 pL de agua milliQ estéril, 0,25 pL de enzima
AmpliTaq 5U/uL (Applied Biosystems,USA) e 5 uL de DNA. O DNA foi amplificado
no termociclador Biometra nas seguintes condi¢ées: um ciclo de 96°C por 3 min.,
seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 seg., 55°C por 1 min. e 72°C por 30 seg. A



reacao foi terminada com um ciclo de 72°C por 3 min. O tamanho do produto foi
determinado conforme descrito anteriormente.

O produto amplificado foi purificado utilizando uma mistura de Exonuclease-
EXO (Biolabs, UK) e Shrimp Alkaline Phosphatase-SAP (USB, Amersham, EUA). 30
pL de produto foram adicionados a um novo tubo para PCR e homogeneizados com
6 pL da enzima EXO a 1U/ yL e igual volume da enzima SAP a 1U/ pL. A reacgao foi
conduzida no termociclador Biometra nas seguintes condi¢cdes: um ciclo a 37°C por
30 min. e um ciclo a 80°C por 20 min. A confirmacéo da pureza dos produtos foi feita
no NanoDrop 1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). 5 pL de
produto purificado e 5 pL dos primers a 5 pmol/ pL foram enviados a GATC Biotech
AG (http://www.gatc-biotech.com) para a realizacdo do sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram analisadas usando o software SeqgManll
(DNASTAR) e comparadas com sequéncias do gene tuf com tamanhos que variaram
de 345 a 348 pb, depositadas na base de dados do NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ).

5.3.3 Tipagem do gene de Proteina A de S. aureus (spa)

O spa type foi determinado através da amplificacdo por uniplex PCR e
sequenciamento (SHOPSIN et al., 1999). A reacéao foi realizada com volume final de
50 pL contendo 10 pL de PCR buffer 5X (Promega, USA), 4 yuL de dNTPs a 2mM
cada (BIORON, Alemanha), 3 uL de MgCl, 2.5mM (Promega, EUA), 1 pL de cada
primer a 20 pmol/uL (Invitrogen, UK) (apéndice B), 25,75 uL de agua milliQ estéril,
0,25 pL de enzima GoTaq 5U/uL (Promega, EUA) e 5 uL de DNA. O DNA foi
amplificado no termociclador Biometra nas seguintes condi¢cdes: um ciclo de 94°C
por 10 min., seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 58°C por 30 seg. e 72°C por
30 seg. A reacao foi terminada com um ciclo de 72°C por 10 min. O tamanho do
produto foi determinado conforme descrito anteriormente.

O produto amplificado foi purificado utilizando o método da EXOSAP conforme
descrito anteriormente. Os produtos purificados foram enviados a Macrogen para
sequenciamento (http://www.macrogen.com). As sequéncias obtidas foram
analisadas usando o Ridom-Staph software e a base de dados RIDOM

(http://spaserver.ridom.de).



5.3.4 Deteccao dos genes mecA e mecC

Em todos os isolados de S. aureus e CoNS foi verificada a presenca dos genes
mecA e mecC por uniplex PCR (OLIVEIRA et al., 2002; KIM et al.,, 2012). Na
pesquisa do gene mecA, a reacgao foi realizada com volume final de 50 puL contendo
10 pL de tampao de PCR 5X (Promega, EUA), 4 pL de dNTPs a 2mM cada
(BIORON, Alemanha), 3 uL de MgCl, 2.5mM (Promega, EUA), 1 uL de cada primer
a 20 pmol/uL (Invitrogen,UK) (apéndice B), 25,75 uL de agua milliQ estéril, 0,25 pL
de enzima GoTaq 5U/uL (Promega, EUA) e 5 uL de DNA. O DNA foi amplificado no
termociclador Biometra nas seguintes condi¢ées: um ciclo de 94°C por 4 min.,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 1 min., 58°C por 1 min. e 72°C por 2 min. A reacéo
foi finalizada com um ciclo de 72°C por 10 min. O tamanho do produto foi
determinado conforme descrito anteriormente. Na pesquisa do gene mecC foram
utilizadas as seguintes condi¢des: um ciclo de 94°C por 5 min., seguido de 30 ciclos
de 94 °C por 30 seg., 55°C por 30 seg. e 72°C por 1 min. A reacao foi finalizada com
um ciclo de 72°C por 7 min. O tamanho do produto foi determinado conforme

descrito anteriormente.

5.3.5 Amplificacdo e sequenciamento da regido do promotor do gene

mecA-1

Em todos os isolados de S. sciuri foi feito a amplificagcdo e o sequenciamento
da regido do promotor do gene mecA-1 por uniplex PCR (FREY et al., 2013). A
reacao foi realizada com volume final de 50 puL contendo 10 pL de PCR buffer 5X
(Promega, EUA), 4 uL de dNTPs a 2mM cada (BIORON, Alemanha), 3 pL de MgCl,
2.5mM (Promega, EUA), 2 puL de cada primer a 20 pmol/uL (Invitrogen,UK)
(apéndice B), 23,75 pL de agua milliQ estéril, 0,25 pL de enzima GoTaq 5U/uL
(Promega, EUA) e 5 uL de DNA. O DNA foi amplificado no termociclador Biometra
nas seguintes condi¢cdes: um ciclo de 94°C por 10 min., seguido de 40 ciclos de
94°C por 30 seg., 40°C por 30 seg. e 72°C por 1 min. A reacao foi finalizada com um
ciclo de 72 °C por 10 min. O tamanho do produto foi determinado conforme descrito
anteriormente.

O produto amplificado foi purificado utilizando o método da EXOSAP conforme
descrito anteriormente. Os produtos purificados foram enviados a GATC Biotech AG

(http://www.gatc-biotech.com) para a realizacdo do sequenciamento. As sequéncias



obtidas foram analisadas usando o software SeqManll (DNASTAR) e comparadas
com a sequéncia do promotor do gene mecAl da estirpe de S. sciuri K11, que

encontra-se na base de dados do NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5.3.6 Detecc¢éo do gene blaz

Nos isolados resistentes a penicilina foi verificada a presenca do gene blaz
como previamente descrito por Milheirico et al. (2011). A reacgéo foi realizada com
volume final de 50 pL contendo 10 pL de PCR buffer 5X (Promega, USA), 4 uL de
dNTPs a 2mM cada (BIORON, Alemanha), 3 pL de MgCl, 2.5mM (Promega, USA), 1
puL de cada primer a 20 pmol/uL (Invitrogen, UK) (apéndice B), 25,75 pyL de agua
milliQ estéril, 0,25 puL de enzima GoTaq 5U/uL (Promega, USA) e 5 uL de DNA. O
DNA foi amplificado no termociclador Biometra nas seguintes condi¢cées: um ciclo de
94°C por 4 min., seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. e 72°C
por 1 min. A reacéo foi finalizada com um ciclo de 72 °C por 10 min. O tamanho do

produto foi determinado como descrito anteriormente.

5.3.7 Deteccéo dos genes fusB e fusC

Nos isolados que apresentaram resisténcia ao acido fusidico foi verificada a
presenca dos genes fusB e fusC por multiplex PCR (MCLAWS et al., 2008). A
reacao foi realizada com volume final de 50 uL contendo 5 pL de PCR buffer 10X
(Applied Biosystems, EUA), 3,125 pL de dNTPs a 2mM cada (BIORON, Alemanha),
2 UL de cada primer a 20 pmol/uL (Invitrogen, UK) (apéndice B), 28,475 uL de agua
milliQ estéril, 0,4 pL de enzima AmpliTaq 5U/uL (Applied Biosystems, EUA) e 5 pL
de DNA. O DNA foi amplificado no termociclador Biometra nas seguintes condi¢cdes:
um ciclo de 94°C por 3 min., seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 47°C por 30
seg. e 72°C por 1 min. A reacgdao foi finalizada com um ciclo de 72 °C por 10 min. O

tamanho dos produtos foi determinado em eletroforese com gel de agarose em 2%.

5.3.8 Deteccéo de genes de fatores de viruléncia

Sequéncias especificas de fatores de viruléncia foram pesquisadas através da

realizacdo de multiplex PCR: leucocidinas Panton-Valentine (PVL), LUKE-D (IukED) e



classe F (lukM), enterotoxinas sea-e, seg-j, sep e sel, toxina da sindrome do choque
toxico TSST-1 (tst), exfolitinas eta, etb e etd e hemolisinas gamma (hlg), gamma
variante (hlgv) e beta (hlb) (apéndice B). As condi¢bes das reacdes encontram-se
nas tabelas 6 a 10. O tamanho dos produtos foi determinado em eletroforese com
gel de agarose 2% (MONDAY et al., 1999, JARRAUD et al., 2002).

Tabela 6: Multiplex PCR para deteccéo de toxinas de
estafilococos. (Modificado de Monday et al., 1999).

Reagente Volume (ul)
PCR buffer 10X 2
dNTPs (2mM) 0,8
Primer Sea F e R (15pmol) 0,2 (cada)
Primer Seb F (15pmol) 0,4
Primer Sec F e R (15pmol) 0,4/0,6
Primer Seh F e R (15pmol) 0,4 (cada)
Primer Sej F e R (15pmol) 0,2 (cada)
Primer 16S F e R (15pmol) 0,2 (cada)
H20 MilliQ 8,45
Enzima AmpliTaq (5 U/ul) 0,35
DNA 5
Volume total da reagéo 20

Reacdo: um ciclo de 94°C/10min., 30 ciclos de 95°C/1min.,
58°C/45seg.,72°C/1 min., um ciclo de 72°C/10min.

Tabela 7: Multiplex PCR para deteccao de toxinas de
estafilococos. (Modificado de Jarraud et al. , 2002).

Reagente Volume (pl)
PCR Buffer 0X 2
dNTPs (2mM) 0,8
Primer Sed F e R (15pmol) 0,2 (cada)
Primer Seg F e R (15pmol) 0,2 (cada)
Primer See F e R (15pmol) 0,4 (cada)
Primer Sei F e R (15pmol) 0,2 (cada)
Primer Tst F e R (30pmol) 0,8 (cada)
Primer 16S F e R (15pmol) 0,2 (cada)



H20 MilliQ 7,85

Enzima AmpliTaq (5 U/ul) 0,35
DNA 5
Volume total da reacéo 20

Reacédo: um ciclo de 94°C/10min., 30 ciclos de 95°C/1min.,
58°C /45seg.,72°C/1 min., um ciclo de 72°C/10min.

Tabela 8: Multiplex PCR para deteccéo de toxinas de
estafilococos.( Modificado de Jarraud et al., 2002).

Reagente Volume (ul)
PCR Buffer 10X 5
dNTPs (2mM) 3,125
Primer Nsep-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
Primer Nhigv-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
Primer Nhlb-1 e 2 (5pmol) 2 (cada)
Primer Nsel (bov)-1 e 2 (5pmol) 2 (cada)
H20 MilliQ 22,475
Enzima AmpliTag (5 U/ul) 0,4
DNA 5
Total volume PCR reaction 50

Reacdo: um ciclo de 94°C/5min., 25 ciclos de 94°C
/30segq., 55°C /30seg.,72°C /1min., um ciclo de 72°C /7min.

Tabela 9: Multiplex PCR para detecgéo de toxinas de
estafilococos.( Modificado de Jarraud et al., 2002).

Reagente Volume (ul)
PCR Buffer 10X 5
dNTPs (2mM) 3,125
Primer Neta-1 e 2 (5pmol) 2 (cada)
Primer Netb-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
Primer Nhlg-1 e 2 (5pmol) 15
H20 MilliQ 26,475
Enzima AmpliTaq (5 U/ul) 0,4
DNA 5
Total volume PCR reaction 50

Reacdo: um ciclo de 94°C/5min., 25 ciclos de 94°C
/30seg., 58°C/30seg.,72°C/1min., um ciclo de 72°C/7min.



Tabela 10: Multiplex PCR para deteccédo de toxinas de
estafilococos. (Modificado de Jarraud et al., 2002).

Reagente Volume (ul)
PCR Buffer 10X 5
dNTPs (2mM) 3,125
Primer LukM-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
Primer pvl-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
Primer Netd-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
Primer Nlukde-1 e 2 (5pmol) 1,5 (cada)
H20 MilliQ 24,475
Enzima AmpliTaq (5 U/ul) 0,4
DNA 5
Total volume PCR reaction 50

Reacé&o: um ciclo de 94°C/5min., 25 ciclos de 94°C /30seg.,
55°C /30seg.,72°C /1min., um ciclo de 72°C /7min.

5.6.9 Gel de Eletroforese em Campo Pulséavel (PFGE)

O PFGE foi realizado com todos os isolados de estafilococos de acordo com
Chung et al. (2000). Previamente, foram confeccionados discos de agarose com
DNA para cada isolado da seguinte forma: As bactérias foram cultivadas em 4,0 mL
de caldo TSB (Merck, EUA) a 37°C overnight. 500 pL da suspenséo bacteriana
foram centrifugados a 13.000 rpm por 2 min. O sobrenadante foi descartado e ao
pellet foram adicionados 500 pL de PIV (0,01 mM Tris-HCI pH 8,0, 1M NacCl). A
solucdo foi homogeneizada e centrifugada a 13.000 rpm por 2 min. O pellet foi
resuspendido em 200 pL de PIV. 5 uL dessa suspensao foram adicionados a cubeta
contendo 1 mL de PIV para a padronizacdo da concentragao celular, mensurando a
densidade dtica a 620nm em espectrofotdbmetro. A concentracdo foi ajustada a
OD=5 utilizando a seguinte formula: Vaqq (UL) = (OD x40x210) - 210.

Posteriormente, 0,15 g de low melting temperature agarose (FMC
bioproducts, EUA) foi dissolvida em 10 mL de PIV e mantida a 42°C durante o uso.
Em uma placa de vidro (20x20cm) foram dispostas laminas de vidro (20x20cm) nas
extremidades horizontalmente. Em seguida, laminas de vidro foram colocadas
paralelamente. 100 pL de suspensao bacteriana com OD=5 foram homogeneizadas

com 100 pL de low melting agarose. 20 uL da mistura foram distribuidos nas laminas



dispostas em paralelo mantendo uma distancia de cerca de um cm entre as
aliquotas (figura 10). Sobre cada lamina com as aliquotas foi depositado outra
lamina exercendo uma leve pressao. A placa foi incubada no congelador por 5
minutos seguidos de 10 minutos na temperatura ambiente.

Os discos de agarose solidificados foram cuidadosamente transferidos para
um tubo falcon de 15 mL com auxilio de al¢a bacteriolégica de plastico. O tubo com
os discos foi incubado a 37°C por 3-5 horas com 500 pL de solucdo de lise (6mM
Tris pH 8,0, 1M NaCl, 100mM EDTA pH 8,0, 0,2% Na deoxicolato, 0,5% Na
laurilsarcosina) contendo 2,5 pL de Rnase (Sigma, EUA) a 10mg/mL e igual volume
de lisozima (Sigma, EUA) a 20 mg/mL e lisoestafina (Sigma, EUA) a 10mg/mL. Apéds
esse periodo, a solucédo de lise foi completamente descartada e foram adicionados
500 pL de solucdo ESP [0,5M EDTA pH 9,0, 1% sarcosyl, 0,5 mg proteinase K
(Sigma, EUA)] ao tubo que foi incubado em estufa a 50°C/12h. Por fim, os discos de
agarose com DNA foram lavados com 13 mL de solugdo TE (10 mM Tris pH 7,5,
1mM EDTA pH 8,0) em leve agitacdo por 30 minutos. Esse procedimento foi
repetido 6 vezes. Os discos foram armazenados em solucdo TE a 4°C até a
realizacdo do PFGE.

No dia anterior a realizacdo do PFGE um disco de cada isolado foi incubado
overnight a 37°C com 40 pL de solugcéo de restricdo (5 pL Buffer Tango 10X
(Fermentas, EUA), 34,8 uL de agua milliQ estéril, 0,2 uL endonuclease Smal
(Fermentas) a 50U/uL). No dia da corrida, foi preparado 200 mL de PFGE agarose
(BioRad, EUA) em 1% com tampao TBE 0,5% (BioRad, EUA). Apos a solidificacéo
do gel, os discos foram cuidadosamente inseridos nos pocos do gel que foram
selados com PFGE agarose. 2 litros de tampédo TBE 0,5% foram adicionados a
camara de PFGE (BioRad, EUA). As condi¢cdes da corrida foram: temperatura de
11,3°C, 6V/cm, pulso inicial de 5 segq, pulso final de 35 seg. e tempo total de corrida
de 23h. Apds o término da corrida, o gel foi imerso em 500 mL de solugcéo de
brometo de etideo a 0,375mg/L por 20 min. Em seguida, o gel foi lavado com 500
mL de agua destilada por 30-60 min. A leitura do gel foi feita em transluminador sob
luz UV.
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Figura 11: Esquema ilustrativo para a confeccdo dos discos de agarose com DNA para a
realizacdo de PFGE. A: colocacdo das laminas na placa de vidro; B: aliquotas de low melting
agarose com suspensédo celular sobre as laminas para a formacgéo dos discos de agarose com
DNA (seta).

O padréo de restricdo do DNA cromossomal dos isolados de S. aureus foi
comparado com o padrdo de restricdo de clones representativos dos STs
determinados através do MLST usando o software BioNumerics versdo 4.61
(Applied Maths, Saint-Martens-Latem, Belgica), com perfil de andlise previamente
estabelecido (otimizag&o: 0.5%, tolerancia: 1.3%, cut-off: 80%) (FARIA et al., 2008).
Os isolados de CoNS foram agrupados de acordo com a espécie e a analise do
padrao de restricdo foi intraespécie. Os padrbes de analise foram: otimizacao: 0.5%,
tolerancia: 1.3% e cut-off: 100%.

Para a padronizagdo das bandas e controle da enzima de restricdo foi
utilizado a cepa NCTC 8325. O tamanho das bandas foi estipulado utilizando o
marcador de peso molecular Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs
inc., EUA). Foram utilizados como controles positivos para os genes mecA as
estirpes S. aureus COL e S. sciuri K3 e para o gene blaZ S. aureus HSA74. Como

controle negativo para o mecA foi utilizada a estirpe S. sciuri K1 (ROLO et al., 2014).



5.3.10 Multilocus Sequence Typing (MLST) dos isolados de S. aureus

O MLST foi realizado como previamente descrito (ENRIGHT et al., 2000) para
10 isolados de S. aureus que foram selecionados de acordo com o spa type e com o
padrao de subtipagem do PFGE. A reacao foi realizada com volume final de 50 pL
contendo 10 pL de PCR buffer 5X (Promega, USA), 4 pL de dNTPs a 2mM cada
(BIORON, Alemanha), 3 uL de MgCl, 2.5mM (Promega, USA), 1 uL de cada primer
a 20 pmol/uL (Invitrogen, UK) (apéndice B), 25,75 pL de agua milliQ estéril, 0,25 pL
de enzima GoTaq 5U/uL (Promega, EUA) e 5 uL de DNA. O DNA foi amplificado no
termociclador Biometra nas seguintes condi¢cdes: um ciclo de 94°C por 4 min.,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg., 55°C por 30 seg. e 72°C por 30 seg. A
reacao foi terminada com um ciclo de 72 °C por 10 min. O tamanho do produto foi
determinado conforme descrito anteriormente.

O produto amplificado foi purificado utilizando o método da EXOSAP
conforme descrito anteriormente. Os produtos purificados foram enviados a GATC
Biotech AG (http://www.gatc-biotech.com ) para a realizacdo do sequenciamento. As
sequéncias obtidas foram analisadas usando o software SeqManll (DNASTAR). Os
alelos e o respectivo perfil alélico correspondente foram atribuidos usando a base de
dados de MLST (http://www.mlst.net/). Para os demais 31 isolados de S. aureus, 0

ST foi inferido baseado na similaridade do padrdo de PFGE.

5.5.11 Southern blotting para os genes mecA e blaz

Para determinar a presenca do gene mecA em todos os isolados e, do gene
blaZ nos isolados que apresentaram resisténcia a penicilina, os fragmentos de DNA
em gel de PFGE foram transferidos por vacuum blotting como previamente descrito
(DE LENCASTRE et al., 1994) para uma membrana de nylon (GE healthcare, UK) e
hibridizados com sonda do mecA com 1039 bp e do blaz com 533 bp usando o kit
ECL Labelling and Detection System (Amersham Biosciences, UK), seguindo as
instrucbes do fabricante. A revelacdo foi feita em cé&mera escura através da
exposicdo da membrana a folha de filme autorradiografico (Kodak, EUA) por

aproximadamente 12 horas.



6. RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS AMOSTRADOS

No total, foram coletados suabes da cavidade oral e retal de 151 micos-ledes-
dourados e 50 saguis. As caracteristicas dos animais amostrados e as areas de

ocorréncia dos mesmos estéo descritas no item 6.1 do capitulo 1.

6.2. ESPECIES DE ESTAFILOCOCOS ISOLADAS E OCORRENCIA

Foram obtidos 85 isolados de estafilococos sendo 33 S. aureus e 52 CoNS.
Quatro espécies de CoNS foram identificadas através da amplificacdo e
sequenciamento do gene tuf: S. sciuri (n=33), S. simiae (n=11), S. xylosus (n=6) e S.
saprophyticus (n=2) sendo que o S. simiae foi encontrado apenas em micos-ledes
enquanto que as outras espécies de CoNS foram encontradas em ambas as
espécies de PNH.

97% (32/33) dos isolados de S. aureus foram obtidos de micos-ledes e 3%
(1/33) foram obtidos de saguis. Do total de isolados de CoNS, 69,2% (36/52) foram
obtidos de micos-ledes e 30,8% (16/52) foram obtidos de saguis. Do total de
isolados obtidos de micos-ledes 53% (36/68) foram obtidos da cavidade oral e 47%
(32/68) da cavidade anal. A mesma proporcédo foi encontrada nas cavidades oral e
anal de saguis.

A ocorréncia de estafilocos em micos-ledes-dourados foi de 30,46% (46/151) e
em saguis foi de 30% (15/50). Entre os micos-ledes colonizados por estafilococos,
22 eram adultos, 17 eram jovens e 7 eram filhotes sendo que 55.3% eram machos e
44.7% eram fémeas. Entre os saguis colonizados, 11 eram adultos e 4 eram jovens
sendo que 53.3% eram fémeas e 46.7% eram machos. A diversidade de espécies
foi maior em micos-ledes, ja que dos 46 micos-ledes colonizados por estafilococos,
10 apresentaram cocolonizagdo por mais de uma espécie desse género. Na tabela
11 encontra-se a distribuicdo das espécies de estafilococos de acordo com a

espécie de PNH, o sitio de coleta e o local de ocorréncia dos animais.



Tabela 11: espécies de estafilococos encontradas nas regides oral e anal de mico-ledo-
dourado (L. rosalia) e hibridos de saguis (Callithrix sp.) ocorridos em vida livre no Rio de
Janeiro.

L. rosalia (Rebio) (n=51) L. rosalia (RPPN) (n=50) Callithrix spp. (n=50)

DU oral anal (SOTAS oral anal fOMAS oral anal (fAS
S. aureus 13 13 37% 4 2 12% 1 2%
S. sciuri 2 2 8% 11 7 30% 7 4 18%
S. xylosus 1 1 4% 2 2 8%
S. saprophyticus 1 2% 1 2%
S. simiae 3 1 6% 1 6 14%

RPPN: Reserva Particular do Patrim6nio Nacional; Rebio: Reserva bioldgica.

6.3 SUSCETIBILIDADES A ANTIMICROBIANOS

6.3.1 S. aureus

No teste de difusdo em disco, 10 dos 13 antimicrobianos testados foram
eficientes contra todos os isolados de S. aureus e 30,3% (10/33) dos isolados foram
sensiveis a todos os antibiéticos testados. Um isolado apresentou sensibilidade
intermediaria a eritromicina e 9 isolados a vancomicina. Um isolado foi resistente a
vancomicina e 20 isolados apresentaram resisténcia ao acido fusidico. Por outro
lado, todos os isolados de S. aureus mostraram-se sensiveis a vancomicina e ao

acido fusidico no Etest.

6.3.2 CoNS

No teste de difusdo em disco, 7 dos 13 antibioticos testados foram eficientes
contra  todos 0s isolados de CoNS: gentamicina, tetraciclina,
sulfametoxazol/trimetoprim, quinupristina/dalfopristina, ciprofloxacina, rifampicina e
linezolide. 21% (11/52) dos isolados foram sensiveis a todos os antibidticos
testados. As taxas de sensibilidade intermediaria foram 61,5% (32/52) para oxacilina
e 15,4% (8/52) para clindamina e de resisténcia foram 2% para a oxacilina, 17,3%
(9/52) para a penicilina, 57,7% (30/52) para a vancomicina, 5,7% (3/52) para a
eritromicina e 78,8% (41/52) ao &cido fusidico. Multirresisténcia a penicilina,



oxacilina e acido fusidico foi encontrada em 7 isolados de S. sciuri pertencentes a 4
saguis e 3 micos-ledes que ocorrem em RPPNs.

No Etest, todos os CoNS que apresentaram resisténcia a vancomicina no
meétodo de difusdo em disco foram sensiveis, por outro lado, todos os isolados que
foram resistentes e que apresentaram sensibilidade intermediaria a oxacilina no
método de difusdo em disco foram resistentes no Etest e 92,7% (38/41) dos CoNS
resistentes ao acido fusidico no método de difusdo em disco mostraram-se
resistentes no Etest (figura 12). Na figura 13 encontra-se ilustrado o perfil de

resisténcia dos estafilococos aos antimicrobianos testados.

Figura 12: Resisténcias a antibioticos no Etest em estafilococos isolados de mico-
ledo-dourado (L. rosalia) e hibridos de sanguis (Callithrix spp.) de vida livre. A e C:
cepa ATCC 29213 sensivel ao acido fusidico e a oxacilina respectivamente. B e D:
CoNS resistente ao 4cido fusidico e a oxacilina respectivamente.
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Figura 13: Resisténcias a antibiéticos em estafilococos isolados das cavidades oral
e anal de mico-ledo-dourado (L. rosalia) e hibridos de sanguis (Callithrix spp.) de
vida livre. FUS: acido fusidico; OXA: oxacilina; PEN: penicilina; CLI: clindamicina;
ERY: eritromicina; CoNS: estafilococos coagulase negativos.

6.4 ANALISES MOLECULARES

6.4.1 Tipagem de proteina A de S. aureus (spa) e Multilocus Sequence
Typing (MLST)

Um total de 5 spa types e 5 STs foi identificado. ST6-t701, t5271, t7396,
ST188-189, ST2985-189 e ST133 foram isolados apenas em micos-lebes e o ST1-
t13736 correspondeu ao Unico isolado de S. aureus obtido de sagui. O spa type
predominante nos micos-ledes foi o t701(n=17) seguido do t189 (n=8), t5271 (n=5) e
t7396 (n=1). Nao foi possivel determinar o spa type do ST133. O ST predominante
nos micos-ledes foi o ST6 (n=23) seguido do ST188 (n=6), ST133 (n=1) e ST2985
(n=2). Um total de 51,5% (n=17) dos isolados de S. aureus correspondia ao clone
ST6-t701. Outros clones menos frequentes foram ST188-t189 (18.2%), ST6-t5271
(15%), ST6-t7396 (3%), ST2985-t189 (6%), e, ST1-t13736 e ST 133 com 3% de

frequéncia cada um.



Dois micos-lebes apresentaram colonizagdo por ambos os clones ST6-t701 e
ST188-t189. O ST6-t701, t5271, t7396, foi encontrado predominantemente nos

micos-ledes que habitavam as ReBios enquanto que o ST188-189 foi mais frequente

nos micos-lebes que habitavam RPPNs. O ST133 foi obtido de mico-ledo que
habitava RPPN e o ST2985-189 de micos-ledes que habitavam ReBio (figura 14).

RPPN
Callithrix spp. (n=1)
L. Rosalia (n=6)

ReBio
L. rosalia (n=26)

Figura 14: Distribuicdo dos clones de S. aureus isolados de mico-ledo-dourado (L.
rosalia) e hibrido de sagui (Callithrix spp.) de vida livre. ReBio: Reserva biolégica;
RPPN: Reserva Particular do Patrim6nio Nacional; NT: nao tipavel.

6.4.2 Gel de Eletroforese em Campo Pulsavel (PFGE)

A digestdo do DNA cromossomal dos isolados de S. aureus com a
endonuclease Smal e a separa¢do dos fragmentos por PFGE agrupou os isolados
em 4 tipos (A, B, C e D). O tipo A correspondeu a 78,8% (26/33) dos isolados sendo
composto por 4 subtipos (Al ao A4), o tipo B correspondeu a 12% (4/33) dos
isolados, composto por 3 subtipos (B1 ao B3), o tipo C incluiu 2 isolados e o tipo D
foi composto por um isolado.

O perfil de restricdo dos isolados revelou uma maior homogeneidade dos
clones ST6 que foram todos agrupados no PFGE tipo A (subtipos Al, A2 e A4) e

uma menor homogeneidade do clone ST188 que foi agrupado nos PFGE tipos B e



C. O clone ST1 apresentou correlacdo com o clone ST2985 e foram agrupados no
PGE tipo A subtipo A3. O clone ST133 correspondeu ao PFGE tipo D (figura 15). A
analise do PFGE dos isolados de CoNS revelou diferentes perfis de restricdo

intraespécies (figuras 16 a 19).
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Figura 15: Perfis de restricdo do DNA cromossomal dos isolados de S. aureus com a
endonuclease Smal. SO: suabe oral, SA: suabe anal; R: Reserva biolégica, RP:
Reserva Particular do Patriménio Nacional, a,b,c,d: grupos dos PNH.
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Figura 16: Perfis de restricdo do DNA cromossomal dos isolados de S. sciuri com a
endonuclease Smal. SO: suabe oral, AS: suabe anal; R: Reserva biolégica, RP:
Reserva Particular do Patrimdnio Nacional, a,b,c,d: grupos dos PNH.
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Figura 17: Perfis de restricdo do DNA cromossomal dos isolados de S. simiae com a
endonuclease Smal. SO: suabe oral, AS: suabe anal; R: Reserva biologica, RP:
Reserva Particular do Patriménio Nacional, a,b,c,d: grupos dos PNH.
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Figura 18: Perfis de restricdo do DNA cromossomal dos isolados de S. xylosus
com a endonuclease Smal. SO: suabe oral, SA: suabe anal; R: Reserva biologica,
RP: Reserva Particular do Patriménio Nacional, a,b,c,d: grupos dos PNH.
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Figura 19: Perfis de restricdo do DNA cromossomal dos isolados de S. saprophyticus
com a endonuclease Smal. SO: suabe oral, SA: suabe anal; R: Reserva biologica, RP:
Reserva Particular do Patrimonio Nacional, a,b,c,d: grupos dos PNH.

6.4.3 Deteccao de genes de fatores de resisténcia e de viruléncia

Todos os isolados de S. aureus sdo MSSA, pois foram sensiveis a oxacilina no
teste de difusdo em disco e no Etest e ndo foram encontrados 0s genes mecA e
mecC na PCR e no Southern blotting (figuras 20 e 21). Nos CoNS que apresentaram
resisténcia a oxacilina, a penicilina e ao acido fusidico também n&do foram
encontrados os genes mecA, mecC, blaz, fusB e fusC. Contudo, a comparacao das
sequéncias amplificadas por PCR (figura 22) da regido do promotor do gene mecAl
dos isolados de S. sciuri com a sequéncia da estirpe S. sciuri K11 utilizada como
modelo, revelou alteragdes pontuais relacionadas a substituicdo de nucleotideos ao
longo das sequéncias.

Com relacéo aos fatores de viruléncia, todos os clones ST6, ST2985, ST188 e
ST1 carreavam os genes das leucocidinas LUKE e LukD e das hemolisinas gamma
variante e beta, o que corresponde a 97% (32/33) dos isolados de S. aureus. O
clone ST133 carreava apenas o0 gene da hemolisina beta. 12,2% (5/41) dos isolados
carreavam o gene da leucocidina PVL sendo que 4 isolados foram obtidos de micos-



ledes que ocorrem em RPPNs. N&o foram detectados genes de viruléncia nos
CoNS. As figuras 22 a 24 mostram a amplificacdo dos genes de fatores de viruléncia

encontrados nos isolados de S. aureus.
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Figura 20: Auséncia de amplificacdo por PCR de
genes de resisténcia. A: gene mecA, B: gene
mecC, C+: controle positivo, C-: controle negativo.

Figura 21: Auséncia de hibridagdo com sonda do
gene mecA em gel de PFGE. Seta vermelha:
controle positivo.
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Figura 22: Amplificacdo por PCR uniplex da regido do
promotor do gene mecAl de S. sciuri. C+: controle
positivo, C-: controle negativo.
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Figura 23: Amplificacdo por PCR multiplex das
leucocidinas LUkE-D nos clones de S. aureus. Seta
vermelha: auséncia de amplificacdo no clone ST133. C+:
controle positivo, C-: controle negativo.
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Figura 24: Amplificagdo através de PCR multiplex de hemolisinas nos clones de S.
aureus. A: amplificagdo da hemolisina beta (hlb); B: amplificagdo da hemolisina gama
variante (hlgv). A seta vermelha indica a auséncia de amplificagdo da hlgv do clone
ST133. C+: controle positivo, C-: controle negativo.
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Figura 25: Amplificacdo através de PCR uniplex da
leucocidina Panton-Valentine (PVL) nos clones de S.
aureus. C+: controle positivo, C-: controle negativo.



7. DISCUSSAO

Apesar de o Brasil ser o pais que possui a maior diversidade de espécies de
PNH no mundo (COSTA et al., 2005) pouco se sabe sobre a microbiota bacteriana
dos PNH brasileiros (HOPKINS & NUNN, 2007).

Em PNH, a infeccdo por S. aureus pode ocasionar septicemia, absessos,
estomatite, artrite, miocardite, meningoencefalite, aerosaculite e pneumonia
(GARCIA et al., 2009; LEE et al., 2011; KUMAR et al., 2012; NAGEL et al., 2013;
DICK et al., 2014), porém, as caracteristicas genéticas dos S. aureus patogénicos
isolados desses animais ainda sdo pouco exploradas e grande parte das
informacdes existentes sobre a patogenicidade de clones de S. aureus em PNH é
restrita a animais criados em cativeiro.

No presente trabalho, foi avaliado o background genético de 33 isolados de S.
aureus de dois géneros de PNH endémicos do Brasil, Callithrix e Leontophitecus, o
qgue possibilitou a identificacdo de 5 spa-types e 5 STs sendo um ST (ST2985)
inédito e depositado na base de dados do MLST de S. aureus (acesso:
http://saureus.mist.net/sql/fulldetails.asp?id=5498&send=11). Os clones de S. aureus
ST6-t701, t5271, t7396, ST188-189, ST2985-189 e ST133 foram isolados apenas
em micos-lebes e o ST1-t13736 correspondeu ao Unico isolado de S. aureus obtido
de sagui. Schaumburg et al. (2013) também isolaram diferentes linhagens de S.
aureus de Iémures e chipanzés selvagens incluindo clones ST1 e ST188-t189. Cabe
citar que, os clones de S. aureus mais frequentemente encontrados nos PNH
analisados, o ST6 e 0 ST188, ndo fazem parte dos clones comumente relatados em
humanos e em outros animais no Brasil (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007; LAMARO-
CARDOSO et al., 2009; COSTA et al., 2012).

Quatro espécies de CoNS também foram encontradas: S. sciuri, S. xylosus, S.
saprophyticus e S. simiae, sendo que esta Ultima espécie foi encontrada apenas em
micos-lebes-dourados. De acordo com a revisdo bibiliografica realizada, os relatos
da ocorréncia de S. simiae séo restritos ao mico de cheiro (S. sciureus) (PANTUCEK
et al., 2005) sendo, portanto, este o primeiro relato da ocorréncia desta bactéria em
outra espécie de PNH. Estudos moleculares indicam que o S. simiae € muito
proximo filogeneticamente do S. aureus e, provavelmente, essas duas espécies

possuem um ancestral comum (SUZUKI et al., 2012).



A colonizacdo e/ou infeccdo por estafilococos resistentes a meticilina é
relatada em PNH (KOLAPPASWAMY et al., 2008; LEE et al., 2011) porém, os
clones de S. aureus encontrados no presente estudo sdo MSSA e foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados. Nossos resultados corroboram com os achados
de Schaumburg et al. (2012), que também n&do encontraram MRSA em diferentes
espécies de PNH africanos ocorridos em vida livre contudo, relatos de resisténcia a
penicilina em S. aureus isolados de chipanzés e Iémures de vida livre foram
encontrados (SCHAUMBURG et al., 2013).

Por outro lado, os CoNS isolados no presente estudo, apresentaram altos
niveis de resisténcia para a oxacilina, acido fusidico e penicilina, correspondendo a
73%, 63% e 17% de resisténcia, respectivamente. Ilgualmente, Da Silva et al. (2013)
também relatam uma alta resisténcia a penicilina, oxacilina e acido fusidico em
estafilococos isolados da mucosa vaginal e prepucial de macacos da noite (Aotus
azarai infulatus) mantidos em cativeiro. Todavia, 0s mecanismos que desencadeiam
a resisténcia a antimicrobianos em animais selvagens de vida livre ainda sédo pouco
compreendidos (RADHOUANI et al., 2014).

Sete isolados de S. sciuri pertencentes a 4 saguis e 3 micos-ledes, todos
oriundos de RPPNs, apresentaram multirresisténcia a penicilina, oxacilina e acido
fusidico. Kolappaswamy et al. (2008) também relatam a infeccdo por uma cepa de
Staphylococcus néo-aureus multirresistente em um exemplar de macaco rhesus
(Macaca mulatta) que desenvolveu dermatite aguda generalizada apds ser exposto
a radiacdo gama durante experimento. Os autores sugerem que essa cepa fazia
parte da microbiota do animal, porém uma imunossupressao ocasionada pela
radiacdo pode ter sido a causa do desenvolvimento da infecgdo. Multirresisténcias
também séo relatadas em diferentes clones de S. aureus isolados de PNH do velho
mundo (LEE et al., 2011; SCHAUMBURG et al., 2012; NAGEL et al., 2013).

O tratamento com antimicrobianos, a transmissdo de isolados resistentes de
humanos e a imunossupressao sdo citados como possiveis causas da colonizagédo
ou da infeccdo de PNH mantidos em cativeiro por estafilococos resistentes a
antimicrobianos (KOLAPPASWAMY et al.,, 2008; SCHAUMBURG et al., 2012).
Schaumburg et al. (2012) analisaram a resisténcia a antibidticos e a estrutura da
populacdo de S. aureus isolados de chipanzés africanos selvagens e de cativeiro e

concluiram gque os chimpanzés cativos eram mais frequentemente colonizados com



linhagens de S. aureus associadas a humanos e que estas foram mais resistentes a
antibiéticos quando comparadas as linhagens isoladas dos chipanzés selvagens.

Em PNH neotropicais, Lilenbaum et al. (2006) encontraram resisténcia em
88% dos estafilococos recuperados da vagina de micos-ledes (Leontopithecus spp.)
mantidas em cativeiro no Brasil, sendo que a penicillina foi o antibiético que teve
maior niumero de isolados resistentes. Resisténcia a penicilina e a oxacilina também
é relatada em Staphylococcus aureus e ndo-aureus isolados de macacos-pregos
(Cebus apella) mantidos em zoolégico no Brasil (AIPS et al., 2003).

Com relacdo a pesquisa de genes de viruléncia e de resisténcia, em nenhum
isolado foram encontrados genes de enterotoxinas e de exfoliatinas e, os genes
mecA, mecC e blaZz também nado foram detectados nos isolados de CoNS que
mostraram-se resistentes a oxacilina e a penicilina. Porém, houve amplificacdo de
genes de leucocidinas e hemolisinas na maioria dos isolados de S. aureus, com
destaque para a presenca do gene da PVL em 5 isolados, sendo 4 isolados
pertencentes ao clone ST188 encontrado em micos-ledes-dourados que ocorrem em
uma mesma RPPN e 1 isolado pertencente ao clone ST1 encontrado em um sagui
gue ocorre em uma RPPN diferente. Schaumburg et al. (2012a) descrevem a
ocorréncia de PVL em MSSA ST80 e ST2178 isolados de chipanzés mantidos em
cativeiro e Schaumburg et al. (2013) encontraram genes de enterotoxinas e de
exfoliatinas em S. aureus isolados de chipanzés e |Iémures de vida livre.

Estudos recentes tém sugerido que o gene mecAl/pbpD presente em
algumas espécies de CoNS como, o S. sciuri, seja o0 precursor evolutivo do gene
mecA entretanto, ainda ndo sdo conhecidas as pressdes ambientais que conduziram
a evolugcdo de um determinante de resisténcia e como o mesmo foi transferido para
0 S. aureus (ROLO et al., 2014).

As comparagfes da sequéncia do promotor do gene mecAl dos S. sciuri
isolados com a sequéncia do promotor do gene da estirpe S. sciuri K11, utilizada
como modelo, revelaram a presenca de alteragbes, caracterizadas principalmente
pela substituicdo de nucleotideos ao longo das sequéncias. Estudos demonstram
que alteracdes especificas na regido do promotor do gene mecAl resultam em uma
superexpressdo do gene conferindo resisténcia a meticilina (FREY et al., 2013).
Esse fen6meno pode ser a causa das resisténcias a oxacilina que foram observadas

no presente estudo.



De acordo com Van Den Berg et al. (2011) uma baixa deteccédo de genes de
viruléncia e de resisténcia em isolados de S. aureus de PNH pode ser explicada pelo
fato de que os primers utilizados foram desenhados para cepas de S. aureus
isolados de humanos.

Por outro lado, € importante considerar também que as analises moleculares
realizadas foram direcionadas para a deteccdo de elementos genéticos moveis de
resisténcia sendo que, a auséncia da deteccdo desses elementos, pode indicar que
as resisténcias observadas sdo determinadas por mutacdes gendmicas, contudo &
necessaria a realizacdo de analises moleculares mais profundas, como o
sequenciamento completo do genoma (Whole-Genome Sequencing), para verificar
esta hipotese.

No tocante a colonizagéo por estafilococos nas espécies de PNH estudas, foi
encontrada uma baixissima ocorréncia de S. aureus na espécie exotica. Por outro
lado, a ocorréncia de S. aureus foi significativamente maior entre micos-ledes que
habitam as reservas. Além disso, foi verificada uma maior ocorréncia de CoNS em
saguis e em micos-ledes que convivem em areas com a espécie invasora quando
comparado com os micos-lebes que ndo convivem contudo, a andlise do perfil de
restricdo dos isolados sugere que ndo ha disseminacdo cruzada de CoNS entre
individuos da espécie invasora e da espécie nativa.

Os CoNS séo considerados importantes patdbgenos oportunistas em humanos
e animais (CUNHA et al., 2007, FREY et al., 2013). Cabe ainda citar, que os CoNS
isolados em micos-ledes de RPPN apresentaram mais resisténcia a antimicrobianos
do que os isolados de micos-ledes que habitam reservas, entretanto, mais estudos
sdo necessarios para elucidar os mecanismos responsaveis pelas resisténcias
observadas. Sendo assim, os resultados do presente estudo comprovam que PNH
neotropicais em vida livre sdo colonizados por CoNS resistentes a antibidticos que
possuem mecanismos moleculares de resisténcia possivelmente diferentes dos
mecanismos descritos em estafilococos de humanos.

Adicionalmente, diferentes clones de S. aureus que carreiam genes de
toxinas como hemolinas e leucocidinas também fazem parte da microbiota
gastrointestinal desses animais. Portanto, mais estudos de caracterizagdo molecular
de estafilococos de PNH neotropicais de vida livre sdo importantes para a
compreensdo do papel desses animais como reservatérios de estafilococos

potencialmente patogénicos para outros animais e para o homem.



. CONCLUSAO

Micos-leBes-dourados e hibridos de saguis em vida livre sdo colonizados
por diferentes espécies de estafilococos, com diferengas na ocorréncia das
espécies (S. aureus mais frequente em micos e S. simiae ausente em

saguis);

Foi isolado pela primeira vez Staphylococcus simiae em mico-ledo-dourado;

Foi identificado pela primeira vez um ST (ST2985) de Staphylococcus

aureus inédito em mico-ledo-dourado;

Os tipos clonais de S. aureus mais frequentes em mico-ledo-dourado de
vida livre sdo ST6 e ST188, sendo esses clones portadores de genes de

toxinas como leucocidinas e hemolisinas;

Os S. aureus presentes na microbiota gastrointestinal de PNH neotropicais
de vida livre sdo sensiveis a antimicrobianos, contudo CoNS apresentam

maior grau resisténcia a antibiéticos, incluindo a oxacilina;

N&o foi observado o compartilhamento de espécies de estafilococos entre a

espécie nativa e a espécie invasora.
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APENDICE A - Dados clinicos e amostrais

Localidade:

Grupo: Data:

Espécie: ( ) C.jacchus () C. penicillata ( ) hibrido ( ) L. rosalia

Tatuagem: Peso:

Sexo: ( ) Macho ( ) Fémea
Idade: ( ) adulto ( ) jovem () filhote
Dados Clinicos:

Temperatura retal:

Amamentacdo: ( ) sim ( ) néo

Mucosas: Lesdes: ( )ndo ( )sim

Material coletado:
( )swab anal ( ) swab oral ( )fezes SAF ( ) sangue ( ) esfregaco sanguineo

( ) ectoparasita ( ) raspado pele

OBS:




Apendice B: Lista dos primers utilizados.

Gene Primers Seguencia Tamanho Controle
q (pb) positivo
S aureus
opa Spa F2 GAACAACGTAACGGCTTCATCC 500 ATCC 22923
Spa R CAGCAGTAGTGCCGTTTGC
e nuc-1 TCAGCAAATGCATCACAAACAG
nuc-2 CGTAAATGCACTTGCTTCAGG
uf TStaG422 | GGCCGTGTTGAACGTGGTCAAATC 370
TStaG765 | TIACCATTTCAGTACCTTCTGGTAA
S aureus
cea SeaF GCAGGGAACAGCTTTAGGC 520 CRI913
SeaR GTTCTGTAGAAGTATGAAACAGG
S aureus
Seb Seb F ATGTAATTTTGATATTCGCAGTG 643 CR1913
Sec R TGCAGGCATCATATCATACCA
S aureus
cec SecF CTTGTATGTATGGAGGAATAACAA 238 Ce1913
SecR TGCAGGCATCATATCATACCA
S aureus
cen Seh F CAACTGCTGATTTAGCTCAG 360 Ce1560
Seh R GTCGAATGAGTAATCTCTAGG
. S aureus
Sei Sej F CATCAGAACTGTTGTTCCGCTAG 142 ki
Sej R CTGAATTTTACCATCAAAGGTAC
165 rRNA | 16SF GTAGGTGGCAAGCGTTATCC 228 -
16SR CGC ACA TCA GC GTC AG
Sed F GTGGTGAAATAGATAGGACTGC 384 S aureus
Sed FRIA72
SedR ATATGAAGGTGCTCTGTGG
Seg F CGTCTCCACCTGTTGAAGG 327 S aureus
Seg g FRI472
Seg R CCAAGTGATTGTCTATTGTCG
S aureus
See SeeF TACCAATTAACTTGTGGATAGAC 170 Cel913
See R CTCTTTGCACCTTACCGC
. S aureus
cei Sei F CAACTCGAATTTTCAACAGGTAC 465 CRla7
SeiR CAGGCAGTCCATCTCCTG
Sep-1 ATCATAACCAACCGAATCAC 148 S aureus
SEP P FRI913
Sep-2 AGAAGTAACTGTTCAGGAGCTA
S aureus
SEL Sel-1 GCGATGTAGGTCCAGGAAAC 234 Cel013
Sel-2 CATATATAGTACGA
S aureus
et TstF GCTTGCGACAACTGCTACAG 559 Cel013
TstR TGGATCCGTCATTCATTGTTAA
LuKM-1 TGGATGTTACCTATGCAACCTAC 780 S aureus
ATCC 31890
LuKM
LuKM-2 GTTCGTTTCCATATAATGAATCACTAC
LuKE- Nlukde-1 | TGAAAAAGGTTCAAAGTTGATACGAG 269 S aureus
LukD FRIO13




Nlukde-2

TGTATTCGATAGCAAAAGCAGTGCA

ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATC S aureus
Npvl-1 433

VL CA GRE14
Npvl-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAA AGC

. Netd-1 AACTATCATGTATCAAGG 358 S aureus TY14
Netd-2 CAGAATTTCCCGACTCAG
Netb-1 CAGATAAAGAGCTTTATACACACAAC 612 S aureus TY4

ETB AGTGAACTTATCTTTCTATTGAAAAACACT
Netb-2 C

A Neta-1 ACTGTAGGAGCTAGTGCATTTGT 190 S aureus TC7
Neta-3 TGGATACTTTTGTCTATCTTTTTCATCAAC

hem Nhig-1 GTCAYAGAGTCCATAATGCATTTAA 535 2%2:623775
Nhig-2 CACCAA ATGTATAGCCTAAAGTG

y-hem Nhigv-1 GACATAGAGTCCATAATGCATTYGT 390 ?u?/lf[gegiogz

variante - Fqp 1 9v-2 ATAGTCATTAGGATTAGGTTTCACAAAG

S aureus

fhemol | DL GTGCACCTTACTGACAATAGTGC 309 NOTG 7428
Nhib-2 GTTGATGAGTAGCTACCTTCAGT

A mecAl GGTCCCATTAACTCTGAG 1039 S aureus COL
mecA2 AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC

e LGAF5 TATAGAGCTCTTGTAGTACAAAAGGAGG | 860 LGA251
LGA R6 TCTCGAATTCCAAGCACTTAATATCAACGC

cAlp | MECAIPF | CATATATATATTTATACGCTCATC 335 S. sciuri K11
mecAlP R | TTC AAT GGC ATC AAT TGT TTC

B fusB F CTATAATGATATTAATGAGATTTTTGG 431 aé‘gi‘;‘;s
FusB R TTTTTACATATTGACCATCCGAATTGG

e fusC F TTAAAGAAAAAGATATTGATATCTCGG 332 382268“85
FusC R TTTACAGAATCCTTTTACTTTATTTGG

oz blaZ F1 | GATAAGAGATTTGCCTATGC 533 > aureus
blaz R1 GCATATGTTATTGCTTGACC

e arcC F2 CCTTTATTTGACTCACCAGCG
arcCR1 | AGGTATCTGCTTCAATCAGCG

o aroE F1 ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
aroER1 | GGTGTTGTATTAATAACGATATC

o glpF F1 | CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
gpF RL | TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC

ok gmk F1 ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk R1 TCATTAACTACAACGTAATCGTA

ot pta F1 GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
pta R1 GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA

o tpi F1 TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
tpi R1 TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC

il ygiL F1 CAGCATACAGGACACCTATTGGC

ygiL R1

CAGCATACAGGACACCTATTGGC







