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RESUMO

O mico-ledo-preto, Leontopithecus chrysopygus, é uma espécie de primata
ameacada de extingado, restrita a fragmentos de Mata Atlantica no Estado de Sé&o
Paulo, Brasil. Informacfes sobre a microbiologia, epidemiologia e transmissao de
patdbgenos sdo escassas e 0 objetivo deste estudofoi descrever a diversidade
bacteriana da cavidade oral e retal de animais de vida livre (in situ) e cativos(ex situ).
Para identificacdo dos isolados bacterianos, utilizou-se espectrometria de massa de
dessorcéo / ionizacdo por laser assistida por matriz (MALDI-TOF), coloragédo de
Gram e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Um total de 249 isolados
bacterianos foram estudados e os resultados demonstraram perfil diferente da
diversidade bacteriana entre animais in situ e ex situ. No total, 19 géneros
bacterianos foram encontrados e o0os géneros mais freqientes em animais de
cativeiro foram: Escherichia, Neisseria, Streptococcus, Proteus, Enterobacter; e em
animais livres foram: Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus e Pseudomonas. De
acordo com o dados relatados na literatura, até o0 momento nao foram encontrados
relatos de Cronobacter sp., Delftia sp., Kocuria sp., Lisinibacillus sp., Neisseria sp.,
Paenibacillus sp. em Leontopithecus chrysopygus, os quais sao relatados neste
estudo pela primeira vez. Bactérias com potenciais patogénicos foram encontradas e
este trabalho demonstrou a importancia da identificacdo desses microrganismos

para futuras praticas de manejo e conservacao da espécie.

Palavras-chave: conservacédo, Leontopithecus chrysopygus, patogénico, manejo de

animais silvestres, diversidade bacteriana, microbiologia, mico-ledo-preto.



ABSTRACT

The black lion tamarin, Leontopithecus chrysopygus is an endangered primate
species, restricted to fragments of the Atlantic Forest in the State of Sdo Paulo,
Brazil. Information on microbiology, epidemiology and pathogens transmission are
scarce and the aim of this study was to describe the bacterial diversity in the oral and
rectal cavities of free-ranging (in situ) and captive (ex situ) animals. For identification
of bacterial isolates, we used Matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-
flight mass spectrometry (MALDI-TOF), Gram stain and Polymerase Chain Reaction
(PCR). A total of 249 bacterial isolates were studied and the results revealed a
different profile of bacterial diversity between in situ and ex situ animals. In total, 19
bacteria genera were found and the most frequent genera in captive animals were:
Escherichia, Neisseria, Streptococcus, Proteus, Enterobacter; and in free-ranging
animals were: Bacillus, Staphylococcus, Enterococcus and Pseudomonas. There are
no reports in the literature regarding the identification of Cronobacter sp., Delftia sp.,
Kocuria sp., Lysinibacillus sp., Neisseria sp., Paenibacillus sp. in Leontopithecus
chrysopygus, which are presented in this study for the first time. Bacterial with
pathogenic potential were found and this work demonstrated the importance of

identifying these microorganisms for future management and conservation practices.

Keywords: conservation, Leontopithecus chrysopygus, pathogenic, wildlife

husbandry, bacterial diversity, microbiology, Black Lion Tamarin.
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1. INTRODUCAO

Os primatas sdo a ordem de mamiferos com maior numero de espécies em
risco de extincdo no Brasil, estes sofrem principalmente com a exploragéao
inadequada dos recursos naturais pelo homem e alteracbes em seus habitats
naturais (SOUZA-ARAUJO, 2012). Outros fatores como mudancas em cursos de
rios, trafico de animais silvestres, descarte indevido de residuos quimicos também
prejudicam a biodiversidade, elevando os niveis do status de extincdo das espécies
(SOUZA-ARAUJO, 2012).

A familia Callitrichidae é considerada diversa em termos de espécies e
subespécies, nela estdo inclusos os menores primatas do Novo Mundo, que
apresentam massa corporal variando entre 100g a 700g (FLEAGLE, 1999). O
género Leontopithecus, pertencente a familia Callitrichidae, esta representado por
guatro espécies: Leontopithecus rosalia (Linnaeus, 1766), Leontopithecus
chrysopygus (Mikan, 1823), Leontopithecus chrysomelas (Kuhl, 1820) e
Leontopithecus caissara (Lorini & Persson, 1990). Essas espécies sao endémicas da
Floresta Atlantica Brasileira, que estdo nos estados de Sao Paulo, Parana, Rio de
Janeiro e Bahia (REIS et al. 2015, REZENDE, 2013).

O mico-ledo-preto (Leontopithecus chrysopygus) € um primata existente no
territorio paulista listado como ameacado de extin¢ao pela IUCN (Unido Internacional
pela Conservacdo da Natureza) e CITES (Convencdo sobre o Comércio
Internacional das Espécies da Fauna e da Flora Selvagens Ameacadas de
Extincdo), Apéndice | (CITES, 2017; IUCN, 2018). A espécie foi considerada extinta
em 1905, sendo que em 1970, no municipio de Teodoro Sampaio foi redescoberta
(SMA, 2015).

O inicio dos planos de a¢do para conservacao do mico-ledo-preto coincide
com o momento da sua redescoberta na natureza, em 1970 (REZENDE, 2013). A
partir deste fato, esfor¢cos para a recuperacdo de suas populagbes na natureza
comecaram a ser realizados desde pesquisas com a espécie, acdes de manejo,
envolvimento comunitério até as relagBes interinstitucionais que permitiram a
construcéo e evolugdo de um Programa de Conservagao (REZENDE, 2013).

Com o avanco dos programas de conservagao da espécie, o estudo de todo o

processo de gestdao de populagdo de animais de vida livre e cativeiro tornou-se
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fundamental, o conhecimento de patdgenos que podem influenciar na saude
humana e animal é importante no conceito de “Saude Unica” e a movimentac&o
desses animais entre ambientes aumenta a possibilidade de introducdo de
patbgenos em novas &reas e entre populagdes (BUENO, et al., 2015;
CUNNINGHAM, 1996).

Ha tempos a relacdo entre saude animal, humana e ambiental vem sendo
discutida por pesquisadores de diversas areas, visando melhorar o conhecimento e
contribuir com a aplicagdo de solugbes quando se trata de doencas infecciosas
emergentes, zoonoses, sensibilidade a antibiéticos, protecdo ambiental e seguranca
alimentar (FRANK, 2008). E de conhecimento que doencas emergentes apresentam
ameaca tanto para a populacdo humana quanto a vida selvagem, este fato
representa um preocupante indicador da saude ecoldgica destes locais que sofrem
com grandes alteracdes nos seus ecossistemas (D’ELIA & SILVEIRA, 2014). Por
este motivo, a ideia de que precisamos considerar o funcionamento dos
ecossistemas em sua totalidade, ja que animais, vegetais e o homem coabitam um
mesmo ambiente e ndo somente as espécies em si, vem sendo discutida desde o
seu surgimento (D’ELIA & SILVEIRA, 2014).

De acordo com dados da literatura, mamiferos possuem uma diversidade
microbiana composta principalmente por bactérias, que cobrem toda a superficie da
mucosa, mas a maioria desses microrganismos reside no trato gastrointestinal
(SOMMER & BACKHED, 2013). Apesar de muitas bactérias gastrointestinais serem
hospedeiras comensais, outras sdo adaptativas por serem centrais em processos
fisiolégicos fundamentais (HILL, 1997; MACPHERSON & HARRIS, 2004). A
microbiota intestinal, sua funcionalidade na ecologia e evolu¢do dos animais é uma
area de crescente interesse (MCFALL-NGAI et al., 2013).

As doencas bacterianas podem ocasionar altos indices de morbidade e
mortalidade nas populacdes de primatas (ANDRADE et al., 2010). Alguns tipos de
bacterioses sdo comuns e, achados clinico-bacteriologicos como pneumonia,
desordens intestinais e infec¢des ainda sdo encontradas em primatas do velho e do
novo mundo (ANDRADE et al., 2010).

Uma ferramenta robusta e econdmica para identificacdo microbiana é a
espectrometria  de massa  MALDI-TOF MS  (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry) (ANGELETTI, 2017). O

MALDI-TOF, quando comparado com técnicas convencionais de biologia molecular,
15



€ um método répido, preciso e de baixo custo para a identificacdo de bactérias,
sendo cada vez mais utilizado como a principal ferramenta laboratorial para
identificacdo e diferenciacdo de género e espécie bacterianos (ANGELETTI, 2017;
BRUYNE et al., 2011).

As informagdes sobre a diversidade bacteriana de micos-ledes-pretos de vida
livre e de cativeiro sdo escassas, pois esses individuos ndo séo de facil visualizacédo
na natureza, além de existirem grupos pequenos em cativeiro, poucos zoolégicos
mantém a espécie, tornando restrito o0 acesso a obtencdo de dados. Deste modo a
identificacdo dessa diversidade se faz oportuna e fundamental para estudos de
preservacdo da espécie. No presente trabalho animais em condi¢des in situ (vida
livre) e ex situ (cativeiro) foram amostrados, sendo possivel contribuir com
informacbes sobre a diversidade microbiologica presentes nestes animais para

futuras acbes de manejo e conservacgao da espécie.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Género Leontopithecus

O género Leontopithecus (Lesson, 1840) € composto por quatro espécies:
Leontopithecus rosalia (Linnaeus, 1766), Leontopithecus chrysomelas (Kuhl, 1820),
Leontopithecus chrysopygus (Mikan, 1823) e Leontopithecus caissara (Lorini &
Persson, 1990) (REIS et al., 2015).

Leontopithecus rosalia (mico-ledo-dourado) é endémica do estado do Rio de
Janeiro, Leontopithecus chrysomelas (mico-ledo-da-cara-dourada) esta presente no
sudeste da Bahia, Leontopithecus caissara (mico-ledo-da-cara-preta), espécie
endémica do Parana e area adjacente do sudeste de S&o Paulo e Leontopithecus
chrysopygus (mico-ledo-preto), endémico do estado de Sao Paulo (Figura 1)
(CALDANO, 2014).

1
L.chrysomelas

L.chiysopygus Golas
a

Minas Gerais
Espirito Santo

a8 o\
SR Roulo 115 de Janeiro b
Parana Ve
& - e
>

L. rosalia

3

Passado -
L.calssara

B Presente

Figura 1. Distribuicdo aproximada do género Leontopithecus, no passado e

atualmente. Mapa de Stephen D. Nash/Conservation International.

Esses primatas possuem comprimento médio de 27 centimetros, cauda de 39
centimetros e peso aproximadamente de 600 gramas. Formam grupos sociais com
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cerca de seis individuos e ocupam areas de vida varidveis, remontando a estimativa
populacional. Geralmente sdo encontrados em florestas primérias, porém podem ser
encontradas em areas de vegetacao secundaria (PASSOS et al., 2018).

Quanto aos habitos alimentares é considerado fauni-frugivoro, pois sua dieta
€ composta por frutos maduros, néctar, exsudatos e pequenos animais, que
conseguem manipular devido a uma adaptacdo de dedos alongados e unhas com
formato de garras (VALLADARES-PADUA & MARTINS, 2010). A variedade de itens
utilizados pelos Leontopithecus na dieta € um indicativo de uma espécie de facil
adaptacdo a ambientes diversos (VALLADARES-PADUA & MARTINS, 2010). L.
chrysopygus, o mico-ledo-preto, possui pelagem predominantemente negra, exceto
a base da cauda e a regido lombar, que apresenta coloracédo castanho-amarelada,
sua face é nua, porém com pelagem abundante na cabeca, em forma de juba, o que
Ihes confere o nome popular e cientifico (AURICCHIO, 1995; OLIVEIRA, 2016).

2.2. Leontopithecus chrysopygus e status de conservacgao

Considerada uma espécie naturalmente rara, o0 mico-ledo-preto denota baixa
densidade populacional dentro de sua area de distribuicdo e suas caracteristicas
fisicas como tamanho, coloracéo, locomocéo rapida e discreta, torna seu encontro
no ambiente laborioso (PARANHOS, 2006; REZENDE, 2013).

A espécie foi declarada pelo governo do Estado de S&o Paulo como
Patrimbnio Ambiental do Estado em 2014 (SMA, 2015), trazendo beneficios e
amparo a espeécie, jA que todos os oOrgaos publicos do Estado, em especial, a
Secretaria do Meio Ambiente (atual Secretaria de Infraestrutura e Meio Ambiente -
SIMA) tém desenvolvido esforcos a protecéo e recuperacdo da espécie na natureza
(SMA, 2015).

A populacdo remanescente de L. chrysopygus € de aproximadamente 1400
animais e sua ocorréncia in situ esta condicionada a pequenos fragmentos de
Floresta Atlantica, limitada ao norte pelo rio Tieté, a oeste pelo Parana, pela Serra
de Paranapiacaba e Bacia do Paranapanema (KIERULFF & PORT-CARVALHO,
2009; RYLANDS & MITTERMEIER, 2013; SMA, 2015). Ha registros na regido de
Buri e Capao Bonito, onde alguns individuos foram estudados no presente trabalho
(LIMA et al., 2003), Pilar do Sul (ROHE et al., 2003) e também no Parque Estadual
Carlos Botelho (RODRIGUES, GAGETTI, PIRATELLI; 2014).
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Uma potencial ameaca para a espécie € sua distribuicdo geografica altamente
fragmentada, devido principalmente & destruicdo continuada dos seus habitats e da
reducdo da populacédo, onde as consequéncias mais danosas sao: (1) isolamento de
populacdes, (2) diminuicdo do fluxo génico e (3) possivel perda de variabilidade
genética (PRIMACK & RODRIGUES, 2008).

A integracdo de esforcos em prol da conservacdo da espécie obteve
excelentes resultados, como a mudanca de categoria de ameaca de: “Criticamente
ameacado de extincdo” para “Ameacado _de extincdo”, além do apoio a criacdo de
unidades de conservacao (IPE, 2018; MOURA, 2017).

As Unidades de Conservacdo (UCs) é a denominacdo dada pelo Sistema

Nacional de Unidades de Conservacdo da Natureza (SNUC) para espacgos
territoriais e seus recursos ambientais, com caracteristicas naturais relevantes,
legalmente instituidos pelo Poder Publico, com objetivos de conservacéo e limites
definidos, sob regime especial de administracdo, ao qual se aplicam garantias
adequadas de protecdo como a Lei 9.985/2000 (ERVIN, 2003). Essas areas
protegidas sao fundamentais e importantes instrumentos para a conservacao in situ,
instrumentos de gestdo tém como objetivo garantir a sobrevivéncia dessas areas e
sua real efetividade em consonéancia com as atividades humanas. Tais instrumentos
fortalecem a gestdo das areas protegidas, ordenam o territério e compatibilizam a
presenca da biodiversidade, a valorizacdo da sociobiodiversidade e as praticas de
desenvolvimento sustentavel (MMA, 2019). O Programa de Conservacédo do Mico-
ledo-preto foi a semente para a criacéo do Instituto de Pesquisas Ecolégicas — IPE,
gue atualmente também trabalha com projetos de conservacdo de outras espécies
(IPE, 2018; MOURA, 2017).

Este Programa envolve ndo s6 a conservacao em si dos micos, mas de todo o
ecossistema que eles ocupam. O conceito de espécie-bandeira foi utilizado com o
intuito de chamar a atencdo para a situacdo atual dos habitats, oportunizando a
mensagem conservacionista, trazendo beneficios a toda diversidade biologica
envolvida e que poderd ser salva pelo efeito guarda-chuva da espécie-bandeira
(IPE, 2018; MMA, 2016; OLIVEIRA, 2016).

Estratégias de manejo integrado entre natureza e cativeiro, como reintroducao
e translocacao podem ser utilizadas (VALLADARES-PADUA & MARTINS, 2010). Em

ambas as acdes a prioridade da movimentacdo dos animais é para areas de sua
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ocorréncia historica, e que ainda disponha de recursos requeridos pelas
necessidades fisioldgicas béasicas da espécie (IUCN, 1987).

Obviamente, estudos sobre a viabilidade das préaticas de manejo mais
adequadas devem ser realizados previamente a sua execucdo, considerando o
monitoramento em longo prazo apods a transferéncia dos animais, pois somente
dessa forma torna-se viavel a determinacdo de taxas de adaptacdo e dispersao,
bem como a necessidade de novas solturas e interagcdes, o monitoramento de
espécies possibilita a identificacdo das raz6es de sucesso ou fracasso do manejo e
aprimora cada vez mais os resultados (IUCN, 1987; REZENDE, 2013).

Valladares-Padua et al. (2009), relatam que a natureza e o cativeiro podem e
devem ser trabalhados simultaneamente de forma complementar e paralela,
proporcionando uma efetiva troca de conhecimentos, visto que a pesquisa em
campo aberto pode estabelecer padrbes que, possivelmente, podem ser
aproveitados para utilizacdo do monitoramento em cativeiro, ao mesmo tempo que a
pesquisa em cativeiro consegue alcancar informacfes de ordem sanitaria, de dificil
obtencao na natureza, devido a um maior contato com o animal, cujo objetivo central
€ proporcionar um melhor conhecimento a respeito da espécie, visando o
aprimoramento das ac0es de conservacao.

No cenério politico brasileiro hoje, diversas medidas adotadas pelo atual

governo como: concessdo de servicos de uso publico, possiveis privatizacdes de

unidades de conservacdo, medidas provisorias que alteram e enfraguecem as

estruturas de 6rgdos ambientais, aumento na taxa de desmatamento nos primeiros

meses de governo, falta de estimulo para as fiscalizacdes ambientais, entre outros,

esbarram em diversas discussfes sobre a conservacao de espécies ameacadas e 0
meio ambiente. Em postagem em uma rede social amplamente utilizada pelo atual
Ministro do Meio Ambiente, publicada em marco de 2019, apds visitar a Floresta
Nacional de Capao Bonito (SP), area de ocorréncia de Leontopithecus chrysopygus
conforme ja citado anteriormente neste estudo, 0 mesmo fez a seguinte declaracao:
“‘vamos conceder/arrendar tudo gue for possivel“ (BOURSCHEIT, 2019; LIMA et
al., 2003; CORDEIRO, 2019).

Em 2019 foi iniciado na Floresta Nacional de Capdo Bonito, junto aos
voluntarios do ICMBIo, um projeto de mapeamento permanente dos grupos de mico-

ledo-preto, onde uma das maiores populacdes da espécie € encontrada no local

(CALDANO, 2014). O projeto teve como finalidade facilitar o acesso dos
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pesquisadores aos grupos conhecidos na é&rea, buscando atualizar o0s
conhecimentos da equipe da UC, sobre o estado de conservacdo da espécie,
visando saber melhor quais as possiveis ameacas e como atuar para conserva-las
(ICMBio, 2019). Este fato reforca a necessidade da conservacdo dessas areas
protegidas e o incentivo a consolidacdo de politicas publicas que estejam em

consonancia com esses principios.

2.3. Fundacédo Parque Zoolégico de Sao Paulo e seu papel na conservacdo da
espécie L. chrysopygus.

A imagem que se tinha de zooldgicos como vitrine de espécies expostas,
desvinculada da importancia conservacionista das espécies, vem se modificando
nas ultimas décadas (REZENDE, 2013). A manutencdo dos animais em recintos
monitorados pode ocorrer por diferentes objetivos e trazer diversas contribuicdes
para a conservacao (REZENDE, 2013), inclusive conferindo importancia a pesquisas
de campo, que fornecem dados fundamentais para o estabelecimento de padrdes
gue possibilitam essa manutencdo das espécies em cativeiro (VALLADARES-
PADUA et al., 2009).

A Fundacao Zoolégico de Sao Paulo, criada em marco de 1958, obteve desde
a sua lei de criacdo, a pesquisa cientifica como uma das fungcdes primordiais. Nos
seus primeiros anos de existéncia, o Zooldégico de Sédo Paulo desenvolveu diversos
projetos de pesquisa pioneiros em prol da fauna silvestre. Nas ultimas décadas
ocorreu uma profunda reformulacdo nos pilares fundamentais da Fundacgéo, tendo
em vista o aprimoramento do papel desempenhado pela instituicdo. Um dos frutos
dessa reforma foi a criagdo da Diretoria Técnica-Cientifica do Zooldgico de Sé&o
Paulo, que tem como func¢des principais a consolidacao do processo de investigacao
cientifica, que fomenta o desenvolvimento cientifico autbnomo da instituicdo e
facilitam o intercambio com diversas instituicbes nacionais e internacionais de
pesquisa (DIAS, 2003). Com a evolucdo dessas acdes voltadas a pesquisa, em
2013 o Zoo de Sado Paulo inaugurou um Complexo Laboratorial direcionado a
pesquisa denominado Departamento de Pesquisas Aplicadas e estabeleceu a
parceria com a Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) para criacdo do

Programa de Poés-Graduacdo em Conservacdo da Fauna. Acdes como essas
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mostram o compromisso da Fundagdo como um Zooldgico moderno na conservacgao
da Fauna.

Até agosto de 1990 a Fundacdo Zoologico de Sao Paulo e o Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) eram as Unicas instituicdes reproduzindo L.
chrysopygus, quando seis animais foram transferidos para o Jersey Wildlife
Preservation Trust (agora DWCT) (KLEIMAN & RYLANDS, 2008). A reprodug&o no
Zoologico de Jersey foi bem sucedida e como consequéncia, essa populacédo
comegou a crescer rapidamente (KLEIMAN & RYLANDS, 2008). Desde entéo,
individuos da espécie tém sido enviados para outros zoolégicos na Europa, América
do Norte e Austrélia (KLEIMAN & RYLANDS, 2008).

A Fundacao Zoologico de Sao Paulo realiza trabalhos com o mico-ledo-preto
desde 1986, a fim de manter uma populacdo viavel para subsidiar o
desenvolvimento de estudos e estratégias de conservacdo integrada, tanto para
animais em cativeiro como para as populacbes de vida livre, de maneira
geneticamente viavel, pois se sabe da existéncia de apenas 55 individuos desta
espécie cativos em todo o mundo, indicando um nimero muito reduzido para um
programa de conservacdo em longo prazo (FPZSP, 2018; MOURA, 2017;).

Neste sentido, em parceria com o Sistema Ambiental Paulista, em 2015 foi
inaugurado o Centro de Conservacado de Fauna Silvestre do Estado de Sao Paulo
(CECFAU), localizado no municipio de Aracoiaba da Serra (MOURA, 2017).

O CECFAU possui estrutura diferenciada, contando com instalacdes
administrativas, de apoio técnico, alimentacdo animal, complexo adaptado de
recintos para manejo de diferentes espécies e area de treinamentos, deste modo,
encontra-se capacitado para cumprir seu objetivo principal: Promover a conservacao
de espécies da fauna silvestre nativa ameacada de extin¢ao, por meio de pesquisas
e programas integrados de conservacaoin situ eex situ e da manutencdo de
individuos cativos geneticamente vidveis para programas de reintroducao e reforco
das populacfes na natureza (FPZSP, 2018). Em julho de 2015, o CECFAU contava
com dez micos-ledes-pretos para dar inicio ao programa integrado de conservacao
da espécie, ja em novembro do mesmo ano, foi comemorado o primeiro nascimento
de mico-ledo-preto no CECFAU, o filhote é proveniente de uma nova linhagem,
consolidando a qualidade genética da espécie em cativeiro (MOURA, 2017).

Além do CECFAU, a Fundacéo completou em novembro de 2018, 12 anos de

certificagdo ISO 14.001, abrangendo o Parque Zooldgico de S&o Paulo, o Zoo Safari
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e a Divisao de Producédo Rural em Aracoiaba da Serra - SP. Esta certificagéo e a
sua manutencao por mais de 10 anos mostra que o compromisso da Fundacdo com
a conservacao da biodiversidade vai além dos cuidados com a fauna silvestre,
abrangendo também o0s recursos naturais e o controle de impactos negativos que 0s
seres humanos podem causar ao meio ambiente (FPZSP, 2018). Aumentando ainda
mais o nivel de exceléncia da Fundacéo, em agosto de 2018 a instituicdo obteve sua
certificacdo ISO 9.001 (Qualidade) evidenciando ainda mais seu compromisso com
0s processos desenvolvidos em um zoolégico moderno. Também em 2016,
palestrantes renomados abordaram palestras sobre o tema “Microbiologia aliada a
conservacao da biodiversidade”, onde juntamente com aulas praticas, discutiu-se a
importancia do estudo da microbiologia em projetos de conservagao “in situ”, da
nutricdo e a microbiota normal em animais, dos fatores de viruléncia e resisténcia
bacteriana, dos diagnodsticos de doencas causadas por bactérias anaerdbias e
também fungos causadores de doengas em animais (FPZSP, 2016).

Em 02 de outubro de 2017, o CECFAU anunciou 0 nascimento de mais dois
filnotes da espécie, um macho e uma fémea, onde inicialmente os filhotes
receberam apenas os cuidados do grupo familiar, sem intervencdo dos técnicos.
Atualmente a populacdo da espécie totaliza 14 individuos, sendo um indicativo
importantissimo para a instituicdo, visto que demostram sucesso de adaptacdo e
manutencdo do mico-ledo-preto nas instalacbes do CECFAU, o nascimento de
animais considerados em perigo de extincio é de suma grandeza para a
conservacao da espécie (FPZSP, 2018).

Algumas acfes promovidas pela Fundacao Zoolégico de Sado Paulo tém como
objetivo a educacdo ambiental e interacdo da populacdo, apresentando
conhecimentos sobre biodiversidade, incentivando de maneira efetiva o respeito aos
animais e despertando o interesse pela causa ambiental. Uma das acdes abertas ao
publico, por exemplo, foi a escolha do nome dos filhotes de mico-ledo-preto nascidos
em outubro de 2017, realizou-se uma enquete online e através das opcdes
sugeridas pelas criancas e jovens participantes do Clube Ecolégico da Fazenda do
Zoolégico, no CECFAU, os nomes foram escolhidos (FPZSP, 2018).

Com o valor da Fundagcdo para as acdes de conscientizagdo para
conservacao de espécies, educacdo ambiental e pesquisa aplicada, a instituicao foi

reconhecida em setembro de 2018, pelo Governo do Estado como ICTESP (Instituto
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Cientifico e Tecnolégico do Estado de Sao Paulo), sendo o Unico Zoolégico do Brasil

a figurar entre as tradicionais Instituicbes de Ensino e Pesquisa do Pais.

2.4. Diversidade e Identificacdo bacteriana

Todos 0s seres vivos estdo constantemente em contato com microrganismos,
inclusive os animais silvestres, tanto no meio ambiente como em seu organismo.
Algumas bactérias sdo de grande importancia, visto que, compde a microbiota
natural do animal, auxiliando no funcionamento do organismo. No entanto, a medida
gue alguns microrganismos se sobrepdem a microbiota normal podem causar
alteracoes intestinais inflamatérias, bem como doencas do trato urinario, vaginites,
pneumonias, nefrites, cistites, além de resisténcia a antibioticos, entre outros (ASPIS
et al.,, 2003; CARVALHO et al., 2014; CHI et al., 2007; GOMES et al., 2011,
LILENBAUM, et al., 2006; ZANIOLO et al., 2018). Existe uma variacdo nas
comunidades microbianas de primatas, dependendo do habitat natural, alimentacao,
idade e ambientes dos individuos, sendo variavel de espécie para espécie (STUMPF
et al.,, 2016). Essa relacdo entre hospedeiro e microrganismo € considerada
importante para a saude, especialmente nos casos onde ocorre interacdo entre
cepas comensais e patogénicas (STUMPF et al., 2016).

Dessa forma animais, inclusive selvagens, podem ser considerados potenciais
reservatorios de genes de resisténcia a antimicrobianos, logo, estudos sobre os
eventos de interacdo entre animais selvagens e de cativeiro com microrganismos
podem ampliar a compreensdo sobre os mecanismos envolvidos no surgimento de
bactérias resistentes, bem como prever o surgimento de novos patdgenos (ALLEN et
al., 2010; CARVALHO et al., 2014; RADHOUANI et al., 2014).

Estudos sobre a biodiversidade de microrganismos apresentam excepcional
interesse cientifico, pois estes expressam mudancas fenotipicas e genotipicas
constantes; e pesquisas sobre a capacidade adaptativa, comportamento e a
composicdo dos microrganismos Sao essenciais para maiores descobertas
relacionadas a saude publica e animal (GARCIA, 1995; ALMEIDA, 2013).

Os impactos causados pelas a¢bes humanas no meio ambiente ocasionam
uma maior disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios entre possiveis

hospedeiros, devido a um maior contato entre 0s homens e 0s animais, domésticos
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e selvagens (BARBOSA et al., 2011). Varios mecanismos ecologicos podem explicar
a simultaneidade de diferentes estirpes bacterianas em um mesmo individuo
(NUNES, 2012), e mesmo com uma literatura exigua sobre as diferencas
microbianas relatadas em primatas de vida livre e em cativeiro da mesma espécie,
sabe-se que algumas circunstancias como habitats e comportamentos, geram
contrastes entre os dois grupos (CARVALHO et al., 2014).

Os animais silvestres mantidos em cativeiro sdo continuamente estudados,
com intuito de encontrar um manejo que seja considerado ideal e possibilite o dilema
de mover individuos entre as populacdes selvagens e de cativeiro (GOMES et al.,
2011). Algumas abordagens de manejo populacional resultaram em
imunossupressao induzida por estresse como resultado de tais eventos,
predispondo os animais a doencas parasitarias e infecciosas (GOMES et al., 2011).
O acompanhamento e estudo sanitario dos animais que possivelmente sao
translocados ou realocados, averiguando quais patégenos podem ser transmitidos a
outros individuos e ao ambiente, € essencial, pois visa a reducado dos impactos
causados pela translocacéo, zelando pela conservacdo do ambiente e bem-estar
animal (DIARD et al., 2010; GRIEKSPOOR et al., 2013; MILLER et al., 2014).

lovine (2016) constatou que a interferéncia antropica intensifica a
contaminacao ambiental com cepas potencialmente patogénicas e/ou que apresenta
resisténcia a antimicrobianos, frisando a necessidade de estudos sanitarios durante
e apos programas de translocacdo ou realocacdo de animais selvagens,
previamente a sua soltura, para a manutencdo da sanidade individual dos animais e
também do ambiente onde ocorrera a liberacdo. O estudo da microbiota de animais
selvagens serve como bioindicador de saude ambiental.

A espécie estudada neste trabalho, Leontopithecus chrysopygus, apresenta
literatura escassa referente a diversidade bacteriana, sendo um dos motivos a falta
de exemplares da espécie (CARVALHO et al.,, 2014, LILENBAUM et al., 2006;
MORAES et al., 2004). Sendo assim, ha necessidade de maiores estudos sobre o
assunto, através de diferentes metodologias; para extensdo dos conhecimentos
referente a espécie e também a fim oferecer subsidios para acfes futuras de
conservacao.

A identificacdo de uma bactéria pelo seu material genébmico demanda cultivo

até que se conheca seu cédigo genético, admitindo que a cultura dos isolados é
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bastante importante, apesar de haver limitacbes e dos avancos simultaneos de
meétodos moleculares (HOLLAND et al., 2003).

A utilizacdo de métodos que possibilitam a manutencao de uma variedade de
tipos celulares ou organismos em condigcbes de baixa temperatura € conhecida
como criopreservagdo. Ha uma crescente demanda por microrganismos, tecidos e
células que esperam pelo desenvolvimento de metodologias adequadas a sua
conservacao, tornando a criobiologia uma area de estudo com potencial significativo
no desenvolvimento de pesquisas (SOLA et al., 2012). A criopreservacao envolve a
manutencdo de materiais em temperaturas entre -20°C a -80°C em freezers (baixas
temperaturas), podendo atingir temperaturas de -150°C a -196°C em containers de
nitrogénio liquido (ultra baixas temperaturas). Apesar de eficientes, a estocagem a
baixas temperaturas pode comprometer a qualidade das amostras armazenadas,
devido a possiveis variagcbes de temperatura nos freezers, ja o sistema de
armazenamento em nitrogénio liquido, garante temperaturas constantes por longos
periodos (DE PAOLI, 2005; SU et al., 1996; WOLFE & BRYANT, 2001).

Por apresentarem uma importante fonte de recursos genéticos com cunho
biotecnolégico e de desenvolvimento econdmico sustentavel, os microrganismos
contribuem para descoberta de novos farmacos, aplicagdes na saude, agricultura,
meio ambiente, inddstria, entre outros (AGUIAR et al., 2012).

Assim a implantacdo da criopreservacdo de microrganismos e a criacdo de
bancos de dados dos mesmos, sdo estratégias que visam estabelecer um inventério
genbmico de determinados grupos taxondmicos, geneticamente estaveis e que
podem ser utilizados para uma variedade de fins, incluindo pesquisas e processos
biomédicos (OLIVEIRA & LANGGUTH, 2006; AGUIAR et al., 2012). Visto que pouco
se sabe sobre os exemplares da nossa biodiversidade nativa, a necessidade de
iniciativas e estudos relativos a diversidade genética dos microrganismos, se faz
fundamental.

Uma ferramenta amplamente utilizada para a classificacdo fenotipica de
bactérias é a coloracdo Gram, que € um teste rapido, importante e facil, que permite
a diferenciacéo entre os dois mais importantes grupos de bactérias, dando acesso a
um diagnéstico inicial (MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER; 2009). Em homenagem
ao histologista Christian Gram, que desenvolveu essa técnica de coloracdo
diferencial tentando corar bactérias em tecidos infectados, desenvolveu-se um

método crucial da microbiologia, que se encontra baseado na capacidade de
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algumas bactérias Gram-positivas de reter o complexo cristal violeta-iodo mesmo
depois de um tratamento rdpido com &lcool, jA as Gram-negativas ndo retém o
corante, possibilitando a aplicacdo posterior de uma contra coloragdo com outro
corante. (REIS & SANTOS, 2016). As bactérias Gram-positivas adquirem cor
purpura, pois o corante fica retido pela camada de peptidoglicano, que é uma
estrutura que envolve a célula, enquanto para as bactérias gram-negativas, que
possuem a camada de peptidoglicano muito fina e que nédo retém o cristal violeta, a
célula é contra corada pela safranina e se torna vermelha (MURRAY, ROSENTHAL,
PFALLER; 2009).

A diferenciacdo entre as bactérias Gram-positivas e negativas resume-se nas
caracteristicas quimicas da parede celular. A parede celular de bactérias Gram-
positivas apresenta espessa camada de peptidoglicanos e auséncia de uma
membrana externa, a diferenca na constituicdo da parede celular € a base da
coloracdo de Gram. Estudo como o de Carvalho et al. (2014), indicam pouca
diferenca da populacdo microbiana entre primatas de vida livre ou cativos, contudo,
a frequéncia de bactérias Gram-positivas se expressou de forma mais efetiva
principalmente nas cavidades bucais e nasais. Ao contrario, a cavidade retal revelou
uma maior frequéncia de bactérias Gram-negativas.

Uma técnica que vem sendo efetivamente explorada e apresenta resultados
promissores é a espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time of FlightMass Spectrometry), que se mostra como um
método alternativo confiavel para a identificacdo rapida de bactérias e fungos. Trata-
se de uma técnica que, por meio de espectrometria de massa celular completa,
obtém a identificacdo microbiana do isolado cultivado dentro de minutos, em vez das
tradicionais caracterizacbes fenotipicas ou genotipicas. E um novo método
desenvolvido para extrair o perfil de proteinas bacterianas de células inteiras de
diferentes géneros e espécies (ANGELETTI, 2017). Esse método de identificacdo
introduzido na taxonomia bacteriana € considerado de alta produtividade, pois tem a
capacidade de medir peptideos e outros compostos mesmo na presenca de sais,
bem como para analise de misturas complexas de peptideos, tornando-se um
meétodo considerado ideal para medicdo de extratos ndo purificados e células
bacterianas intactas (BRUYNE et al., 2011).

O MALDI-TOF identifica com sucesso uma ampla gama de bactérias

clinicamente relevantes, sendo bastante Util na abordagem dos desafios associados
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a identificagdo desses organismos. Nos ultimos anos foi identificada como uma
ferramenta confiavel de diagndstico rapido para a identificacdo da maioria dos
microrganismos, varias plataformas e bases de dados foram desenvolvidas, inclusive
0 Bruker Biotyper (CELANDRONI et al., 2016). O sucesso da técnica para fins de
identificacdo microbiana emergiu como um método rapido de caracterizacdo de
bactérias ao nivel de género, espécie e estirpe, sendo também uma técnica
econbmica, quando comparada com outras técnicas para a diferenciacdo de
algumas espécies bacterianas (GIEBEL et al., 2010; LAY, 2001). Em estudos como
o de Fernandez-No et al. (2013), mostra o MALDI-TOF como uma técnica
complementar ao sequenciamento 16S rRNA, sendo muito preciso na identificagéo
de estirpes de Bacillus de origem alimentar, mostrando-se mais informativa na
diferenciacdo entre espécies, em ambos os niveis de intra e interespécies, quando
comparada a analises genéticas inconclusivas. Em Celandroni et al., (2016) também
foi comprovada a precisao na identificacdo de cepas dentro do género Bacillus e de
Paenibacillus, quando comparado ao sequenciamento 16S. Técnicas de biologia
molecular como o sequenciamento da regido 16S rRNA é uma abordagem confiavel
guando nao se tem pistas de identificacdo de um isolado bacteriano. A regido 16S é
uma regido ribossomal conservada, presente nos procariotos, que conglomera
mutacdes resultantes da evolucdo das espécies. O sequenciamento dessa regiao
génica permite a identificacdo das bactérias ao nivel de género com 96% de
precisdo, e na condicdo de espécie pode alcancar até 87% de confiabilidade, a
identificacdo assertiva de géneros e espécies de microrganismos € obtida por
sequenciamento de DNA (ANGELETTI, 2017; LANGE et al., 2011; SOUZA-POLLO
et al.,, 2016; SRINIVASAN et al.,, 2015). Geralmente as sequéncias obtidas s&o
comparadas com outras sequéncias ja identificadas e depositadas em bancos de
dados, onde como, por exemplo, o National Center for Biotechnology Information
(NCBI) e o Ribossomal Differentiation of Microorganisms (RIDOM). Esta técnica €&
uma abordagem padrdo em muitos casos, mas nem sempre € pratico para uso
rotineiro, devido ao seu custo (BECKER et al., 2004; CELANDRONI et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

1. Obter informagbes sobre a diversidade bacteriana das cavidades
oral e retal de micos-leBes-pretos mantidos na FPZSP e individuos de vida livre
localizados no municipio de Buri - SP.

2. Contribuir para o conhecimento dos microrganismos presentes na

espécie e colaborar para futuras praticas de manejo e conservacao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras, cultivo e isolamento bacteriano

Foram coletadas amostras de suabe oral e retal de micos-lebes-preto sem
condicdes de cativeiro (ex situ), mantidos na FPZSP (25 individuos) e em condi¢des
de vida livre (in situ), no municipio de Buri — SP (8 individuos). As amostras dos
animais in situ sdo originarias de duas saidas de campo, a primeira realizada em
novembro de 2012 e a segunda realizada em margo de 2013. No total foram
amostrados 33 individuos.

Todas as coletas e procedimentos foram realizados mediante aprovacédo do
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Carlos (CEUA
N° 4631191018, Anexo 1) e do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade, do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(SISBio - N° 36839-1 e 65412-1, Anexos 2 e 3).

As amostras foram inoculadas através da técnica de esgotamento por estrias
em Agar sangue de carneiro a 5%, um meio rico e ndo seletivo para o crescimento
das principais bactérias ndo fastidiosas, em Agar Mc Conkey, meio seletivo e
diferencial para bacilos Gram-negativos e Caldo Selenito Cistina, para o
favorecimento do crescimento do género Salmonella sp. As placas foram incubadas
a 36 °C por 24 horas e ap06s o crescimento bacteriano foi realizado o isolamento das
colbénias, com base nas caracteristicas morfolégicas, em meio TSA (Tryptic Soy
Agar). Para garantir a qualidade da preservacdo dos isolados, a caracterizacao
morfologica das colbnias foi descrita para posterior validacdo no momento da
reativacao dos isolados. ApGs esse processo as colonias foram inoculadas em 2 mL
de caldo TSB (Tryptic Soy Broth), incubadas sob agitacdo orbital a 36° C por 24
horas em uma velocidade de 120 rpm. Apdés turvacdo do caldo, 0,5 mL foi
adicionado a 0,5 mL de glicerol a 20% e criopreservados em ultra freezer — 80 °C em
triplicata. Os isolados bacterianos estdo mantidos no banco de Cole¢des de Culturas

de Microrganismos da FPZSP e foram utilizados no presente estudo.
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4.2. Identificacédo bacteriana

Os isolados bacterianos foram identificados utilizando a técnica de
espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight), em colaboracdo com o Laboratério de Protedmica, da Universidade
Federal de Sado Paulo, Campus Diadema (VAN VEEN et al., 2010; LAWTON et al.,

2018), conforme descrito a seguir.

4.2.1. Preparacéao das cepas controle

Para a validacdo e controle de qualidade das identificacbes das amostras,
foram utilizadas as cepas controle padrdo de Escherichia coli ATCC 25922 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923. As coldnias das cepas controle, reativadas em
meio TSA, foram depositadas diretamente na placa de leitura do equipamento
MALDI-TOF Biotyper e submetidas ao processo de extracdo de proteinas. Para o
procedimento de extracao foi inserido 300 pl de agua estéril em microtubo de 1,5
mL, adicionando-se uma porcéo da colbnia bacteriana no tubo, 900 ul de etanol e
homogeneizando com cuidado. Em seguida, o material foi submetido a centrifugacéo
na velocidade maxima por 2 minutos e o0 sobrenadante removido. A etapa de
centrifugacéo foi repetida e o etanol totalmente removido. Foi adicionado 50 ul de
acido férmico 70% ao precipitado, apés a homogeneizacéao, foram adicionados 50 pl
de acetonitrila pura e a solucdo submetida a centrifugacdo em velocidade maxima
por 2 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e armazenado a —
20°C até o momento da sua utilizacdo (VAN VEEN et al, 2010).

4.2.2. Preparacéao dos isolados bacterianos

Os isolados bacterianos preservados em triplicata na Colecédo de Culturas da
FPZSP foram descongelados, inoculados em meio TSA ou Agar Sangue de carneiro
5% e, incubados por 24 horas a 36°C. Antes da sua utilizacdo para identificacdo, as
col6nias bacterianas foram validadas de acordo com as caracteristicas morfolégicas

descritas previamente.
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4.2.3. Preparo da solucao matriz

Para a leitura dos isolados bacterianos no equipamento foi utilizada a
solucdo matriza-Cyano-4-hydroxycinnamicAcid (HCCA) Ultrapura, Sigma-Aldrich®,
qgue foi resuspendida com uma solugdo organica, constituida por 475 ul de agua
estéril, 25 ul de acido trifluoracético 100% e 500 ul de acetonitrila 100%.

4.2.4. MALDI-TOF

4.2.4.1. Calibracdo do equipamento

Para a calibracdo do equipamento foi utilizada uma cepa padrdo de
Escherichia coli ATCC 25922, uma vez que a mesma ja possui seus valores de
massas conhecidos. A cepa padrdo foi inserida na placa do equipamento
diretamente da colbnia, aplicando 1pL de acido formico 70% e 1 pyL da solugéo
matriz HCCA. Também foi utilizada para a calibracdo do equipamento a solucéo
extraida deste material biolégico, conforme metodologia descrita anteriormente,
adicionando 1 pL da solucdo e 1 yl da solugdo matriz HCCA. Posteriormente, a
placa contendo esse material, foi inserida no equipamento e foi utilizado o método

MBT _fc para calibracédo, conforme instrucfes do fabricante.

4.2.2.3. Identificacdo dos isolados

Apés a reativacao dos isolados, conforme descrito no item 4.2.2, depositou-
se uma fina camada da colénia bacteriana nos spots da placa do equipamento
MALDI-TOF Biotyper (figura 2), em triplicata, sobreposto por 1 ul de acido férmico
70% e 1 yl da solugao matriz HCCA.
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Figura 2. Equipamento MALDI-TOF Biotyper - Insercdo da placa contendo os

isolados bacterianos.

Para a identificacdo dos isolados foi utilizado o método MBT_standart e a
analise dos resultados foi realizada através do software Flex Control (Bruker
Daltonics), que gerou os espectros das proteinas dos isolados. Os espectros
gerados foram analisados no software Real time Classification (Bruker Daltonics),
gue foram comparados com o banco de dados Bruker Library, retornando os escores
de similaridades. Esses escores variam de 0 a 3, sendo que, para este trabalho e
conforme instrucdes do fabricante, foi considerado somente os valores acima de 1,7.
As identificagcBes com escores 21,7 foram consideradas como provavel género e os
escores = 2,0, como provavel espécie.

Quando néo foi possivel a identificacdo dos isolados bacterianos a partir da
metodologia direta da colénia na placa do equipamento, foi realizada uma nova
tentativa, utilizando a extracéo dos isolados, conforme descrito anteriormente.

Os isolados nao identificados pela metodologia de MALDI-TOF ou com
escores inferiores a 1,7 foram identificados por amplificacdo e sequenciamento do

fragmento génico de 16S rRNA. Para outros isolados ainda, s6 foi possivel a
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categorizacdo quanto o seu comportamento a coloragdo de Gram. A coloracao de

Gram foi realizada de acordo com instru¢cdes do fabricante New Prov®.

4.2.4.4. Extracao DNA genGmico

As amostras de individuos em condi¢8es in situ que ndo foram identificadas
através da técnica de MALDI-TOF foram analisadas através do estudo do gene 16S
rRNA. Para a extracdo do DNA gendmico das bactérias foi utilizado o Kit Wizard®
Genomic DNA Purification da Promega catdlogo numero #A1120, seguindo as
instrucdes do fabricante. O DNA Gendmico foi quantificado em equipamento
NanoVue Plus Spectrophotometer (GE Healthcare — USA Spectrophotometer,
catalogo n° 28-9569-6).

4.3. Amplificacdo do gene 16S rRNA

Parte dos isolados bacterianos estudados neste projeto tiveram o gene 16S
rRNA amplificados e sequenciados. As reacdes de amplificacdo foram realizadas
com o uso dos “primers” 27F (5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3°) e 1401R (5
CGGTGTGTACAAGACCC 3"). O volume final da reacéo foi de 50 pL, contendo Tris-
HCI, pH 8,4 (20 mM) e KCI (50 mM); MgClz (1,5 mM); dNTP’s (200 pM); DNA
gendémico (30-50 ng); primers (0,3 uM) e Taq polimerase (2U). A reacéo de PCR foi
realizada por 30-40 ciclos com as seguintes temperaturas: desnaturacdo de 95°C
por 2 minutos; anelamento variando entre 56°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por
3 minutos. Os produtos de PCR amplificados foram purificados utilizando “GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification Kit’, catalogo n° 27-9602-01 GE Healthcare,

seguindo instrucdes do fabricante.

4.4. Reacao de Sequenciamento do gene 16S rRNA

As reacOes de sequenciamento foram realizadas em sequenciador
automatico, modelo 3500 Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems).Os

produtos de PCR purificados (5,0 pL) foram adicionados 4,0 puL de BigDye v. 3.1
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(AppliedBiosystems) e 1,0 uL de primer para o sequenciamento (0,5 pmol de cada).
Os primers utilizados na reacdo de sequenciamento foram os mesmos utilizados
para amplificacdo do fragmento: 27F (5’ AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 37), 1401r
(5 CGGTGTGTACAAGACCC 3°), além de um terceiro par interno: 782r (5
ACCAGGGTATCTAATCCTGT 3. O programa de ciclagem para reacdo de
sequenciamento consistiu-se de 25 ciclos a 95°C por 20s, 50°C por 15s e 60 °C
durante 60s. Todas as sequéncias do gene 16S rRNA foram analisadas e

comparadas com dados depositados no GenBank.

4.5. Andlises filogenéticas

As analises foram realizadas utilizando o programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) v. 10.0.5. e os dados brutos das sequéncias foram
capturados, sendo que a analise de qualidade das mesmas, bem como a obtencéo
das sequencias contigs/consenso foi realizada utilizando-se o programa Chromas
Pro CurrentVersion 1:34. Apds a obtencdo dos contigs, os dados foram exportados
em formato FASTA. Apoés alinhamento das sequéncias utilizando-se o programa
ClustalwW (ALTSCHUL etal. 1990), foi realizada a andlise filogenética para avaliacédo
de agrupamento das espécies bacterianas encontradas. A partir do alinhamento, foi
possivel observar a composicdo nucleotidica e a anadlise das distancias entre elas,
as quais foram geradas pelo método de Neighbour-Joining e modelo de distancia p.
Com base na andlise das sequencias obtidas, também foram geradas topologias de
arvores filogenéticas construidas pelo método de Neighbour-Joining com teste de

confianca bootstrap em 1000 réplicas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir de um total de 249 isolados bacterianos mantidos na Colegédo de
Culturas de Microrganismos da FPZSP, provenientes dos suabes de cavidade oral e
retal de animais em condi¢des in situ e ex situ, 190 isolados foram identificados
através da técnica de MALDI-TOF, sendo que 143 destes foram identificados como
indicativo de provavel espécie e 47 como provavel género. Outros 16 isolados foram
identificados através do estudo do gene 16S rRNA. Um total de 14 isolados
mantidos na colegdo de amostras da FPZSP néo atingiu crescimento bacteriano
ap06s sua reativacdo, portanto ndo puderam ser identificados, apesar da
criopreservacgao ser um dos metodos mais eficientes de preservagdo em longo prazo
€ possivel ocorrer danos decorrentes do processo de preservacao e perda da
viabilidade desses isolados, sendo que as diferencas biologicas dos microrganismos
resultam em respostas divergentes ao sistema de congelacdo e crioprotetores
(ABREU & TUTUNJI, 2004). Em 29 isolados bacterianos foi realizada apenas a
categorizacdo quanto a coloracdo de Gram. Esses isolados n&o puderam ser
identificados através da técnica de MALDI-TOF, pois obtiveram escores inferiores a
1,7. No caso de animais em situacao in situ, esse material também ndo pbéde ser
analisado pelo estudo do gene 16S rRNA, devido a qualidade do DNA genbémico
obtido ou pelo tamanho do fragmento de 16S rRNA obtido, menor do que 800 pares
de bases (pb).

Devido ao numero de animais amostrados em condicfes in situ e ex situ
serem diferentes ndo foi possivel realizar uma analise comparativa quanto a
diversidade bacteriana encontrada nesses diferentes ambientes, e, para tanto foi
realizada uma analise das frequéncias dos géneros bacterianos encontrados em
cada situacdo e também ao seu comportamento quanto a coloracdo de Gram,
conforme descrito e discutido nos itens 5.1.1 e 5.1.2.

Em consonancia com o0s objetivos propostos neste estudo, obteve-se
informacdes descritivas a respeito da diversidade bacteriana em cavidades oral e
retal de Leontopithecus chrysopygus, tanto em animais cativos como animais de
vida livre, colaborando para futuras praticas de manejo e conservacdo da espécie.

Este fato, também reforca a importancia e comprometimento da pesquisa
cientifica em locais como Zooldgicos, 0s quais possuem muitas vezes acesso a

animais de grande importancia conservacionista.
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5.1. Descri¢ao dos resultados

Para melhor visualizagcdo dos dados, os resultados foram compilados nas
tabelas 1 e 2. A tabela geral (sem tratamento dos dados), com identificagdo de todos
0S animais presentes no estudo, identificacdo de cada isolado bacteriano com os
resultados e metodologias utilizadas para a identificacdo encontra-se no Anexo 4 e
5. Os individuos em situacdo ex situ (Tabela 1) e in situ (Tabela 2) foram
categorizados em resultados, tipos amostrais (suabe oral ou retal) e porcentagem
dos animais amostrados em relacdo as bactérias encontradas.

Escherichia coli foi a bactéria encontrada em maior nimero de animais ex situ
tanto na cavidade oral como retal. Bacillus sp. foi a bactéria encontrada em maior
namero de animais em in situ na cavidade retal, enquanto na cavidade oral foi

Staphylococcus sp.
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Tabela 1. Resultados das identificacdes bacterianas provenientes de animais em situagéo ex situ.

% de
Tipo de Amostra Bactéria Indlggjcl:grsi;:om md::\g(rjnuos
bactéria
Bacillus cereus 1 4
Bacillus sp. 1 4
Retal Citrobacter youngae 2 8
Cronobacter sakazakii 1 4
Cronobacter sp. 2 8
Delftia acidovorans 1 4
Enterobacter ludwigii 1 4
Enterococcus cecorum 2 8
Enterococcus faecalis 3 12
Enterococcus faecium 2 8
Enterococcus sp. 1 4
Escherichia coli 22 88
Escherichia sp. 2 8
Klebsiella pneumoniae 1 4
Klebsiella sp. 2 8
Kocuria rhizophila 3 12
Neisseria perflava 1 4
Neisseria sp. 1 4
Proteus mirabilis 7 28
Pseudomonas aeruginosa 1 4
Pseudomonas lundensis 1 4
Raoultella planticola 1 4
Staphylococcus aureus 1 4
Staphylococcus hominis 1 4
Streptococcus lutetiensis 7 28
Streptococcus sp. 2 8
Bacillus sp. 2 18
Enterobacter cloacae 3 27
Oral Enterobacter ludwigii 1 9
Enterobacter sp. 1 9
Escherichia coli 8 73
Escherichia sp. 2 18
Neisseria macacae 1 9
Neisseria sp. 7 64
Raoultella ornithinolytica 1 9
Staphylococcus
epidermidis 1 9
Staphylococcus sp. 1 9
Streptococcus sp. 1 9
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Tabela 2. Resultados das identificacdes dos isolados bacterianos provenientes de animais in situ.

% de
Tipo de Amostra Bactéria Indlggjcl:grsi;:om md::\g(rjnuos
bactéria

Bacillus cereus 1 13

Bacillus mycoides 1 13

Retal Bacillus sp. 4 50
Bacillus subtilis 1 13

Enterobacter aerogenes 1 13

Enterococcus faecalis 1 13

Enterococcus sp. 2 25

Lactococcus lactis 1 13

Lactococcus sp. 1 13

Lysinibacillus sp. 2 25

Micrococcus sp. 1 13

Neisseria sp. 1 13
Staphylococcus aureus 1 13
Staphylococcus sciuri 1 13
Staphylococcus sp. 3 38

Bacillus sp. 2 40

Bacillus thuringiensis 1 20

Oral Neisseria sp. 1 20
Paenibacillus sp. 1 20

Pseudomonas stutzeri 2 40
Staphylococcus aureus 1 20
Staphylococcus sp. 3 60

5.1.1. Frequéncia dos géneros bacterianos

Durante o desenvolvimento deste estudo, uma diversidade de 19 géneros
bacterianos foi encontrada, sendo eles descritos a seguir: Bacillus sp., Citrobacter
sp., Cronobacter sp., Delftia sp., Enterobacter sp., Enterococcus sp., Escherichia sp.,
Klebsiella sp., Kocuria sp., Lactococcus sp., Lysinibacillus sp., Micrococcus sp.,
Neisseria sp., Paenibacillus sp., Proteus sp., Pseudomonas sp, Raoultella sp.,

Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.
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Para melhor visualizagdo dos resultados obtidos os isolados bacterianos
foram categorizados por género bacteriano, animais provenientes de ambiente in
situ ou ex situ e amostras de cavidade retal ou oral. Essa categorizagcdo gerou
graficos de frequéncia dos géneros bacterianos mais comumente encontrados em
cada uma das categorias entre 0s animais amostrados neste estudo.

Em amostras de cavidade oral de Leontopithecus chrysopygus in situ (figura
3), pode-se observar maior frequéncia dos géneros bacterianos: Staphylococcus sp.
(33,3%), Pseudomonas sp. (22,2%), Bacillus sp. (22,2%), Neisseria sp. (11,1%) e
Paenibacillus sp. (11,1%), respectivamente.

Nas amostras de cavidade retal de Leontopithecus chrysopygus in situ (figura
4), pode-se observar maior frequéncia dos géneros bacterianos: Bacillus sp.
(31,6%), Staphylococcus sp. (21,1%), Lysinibacillus sp. (10,5%), Enterococcus sp.
(10,5%), Lactococcus sp. (10,5%), Micrococcus sp. (5,3%), Neisseria sp. (5,3%),
Enterobacter sp. (5,3%), respectivamente.

Na figura 5, foi observada maior frequéncia dos géneros bacterianos:
Neisseria sp. (33,3%), Escherichia sp. (33,3 %), Enterobacter sp. (12,5%),
respectivamente. Bacillus sp. (8,3%), Raoultella sp. (4,2%), Streptococcus (4,2%),
Staphylococcus sp. (4,2%), em amostras de cavidade oral desses animais
provenientes de situacao ex situ (figura 5).

Uma maior frequéncia respectivamente dos géneros bacterianos: Escherichia
sp. (34,9 %), Streptocuccus sp. (12,7%), Proteus sp. (11,1%), Enterococcus sp.
(7,9%), , Kocuria sp. (4,8%), Klebsiella sp. (4,8%), Bacillus sp. (3,2%), Citrobacter
sp. (3,2%), Cronobacter sp. (3,2%), Neisseria sp. (3,2%), Pseudomonas sp. (3,2%),
Staphylococcus sp. (3,2%), Delftia sp. (1,6%), Enterobacter sp. (1,6%), Raoultella sp.
(1,6%), foi encontrada em amostras de cavidade retal desses animais provenientes

de situacao ex situ, conforme ilustrado na figura 6.
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Cavidade oral Leontopithecus chrysopygus in situ (%)

Paenibacillus sp.

Figura 3. Grafico de frequéncia dos géneros bacterianos encontrados na cavidade oral de

Leontopithecus chrysopygus in situ.

Cavidade retal Leontopithecus chrysopygus in situ (%)

Neisseria sp.
> »
Micrococcus sp.
5.3%
Enterobacter sp.
5.3%

Figura 4. Gréfico de frequéncia dos géneros bacterianos encontrados na cavidade retal de

Leontopithecus chrysopygus in situ.
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Cavidade oral Leontopithecus chrysopygus ex situ (%)

Streptococcus sp.

Staphylococcus sp. -4.2%
4.2% /

Raoultella sp. . N
4.2%

Figura 5. Grafico de frequéncia dos géneros bacterianos encontrados na cavidade oral de

Leontopithecus chrysopygus ex situ.

Cavidade retal Leontopithecus chrysopygus ex situ (%)

Bacillus sp. Citrobacter sp.
Staphylococcus sp. 3.2% 3.2% Cro:obacter Delftia sp.
Raoultella sp. 3.2% V 1.6%
1.6% \ Enterobacter sp.
Streptococcus sp. 1.6%
Pseudomonas sp. 12.7%
3.2% . Enterococcus sp.
7.9%
Neisseria ’/,,-""'
3.2% <
Kocuria sp.
4.8%
Klebsiellasp.
4.8%

Figura 6. Gréfico de frequéncia dos géneros bacterianos encontrados na cavidade retal de

Leontopithecus chrysopygus ex situ.
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5.1.2 Frequéncia quanto a coloracdo de GRAM

Todos o0s géneros bacterianos descritos, independente da metodologia
utilizada, foram categorizados quanto ao seu comportamento a coloracao de Gram.
Para esta categorizacdo foi utilizada a prépria técnica de coloracdo de Gram ou
entdo consulta no banco de dados do GenBank, gerando assim os graficos de
frequéncia, conforme figuras 5 e 6, respectivamente, para resultados de amostras de

cavidade oral e retal de animais em situagao ex situ e in situ.

Frequéncia (%) Leontopithecus chrysopygus ex

situ
80
70
60
50
40
30
20
10
Gram-positivas Gram-negativas Gram-positivas Gram-negativas
Oral Oral Retal Retal
% 28.6 71.4 28.6 714

Figura 7. Gréfico de frequéncia dos isolados bacterianos quanto ao comportamento a coloracdo de
GRAM de animais em situagéo ex situ.
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Frequéncia (%) Leontopithecus chrysopygus in situ

100
90
80
70
60
50
40
30
20

" [ ]
O s
Gram-positivas Gram-negativas Gram-variaveis Gram-positivas Gram-negativas

Oral Oral Oral Retal Retal
% 55,6 33,3 11,1 89,5 10,5

Figura 8. Gréfico de frequéncia dos isolados bacterianos quanto ao comportamento a coloracdo de

GRAM de animais em situacao in situ.

De acordo com os graficos 7 e 8, observou-se maior frequéncia de bactérias
Gram-negativas em individuos provenientes de ambiente ex situ e, em individuos
provenientes de condic¢des in situ notou-se uma maior frequéncia de bactérias Gram-
positivas. Estes resultados corroboram com dados que relataram diferencas
significativas na composicdo da comunidade microbiana entre animais de vida livre e
cativeiro, influenciadas pela dieta, interacbes com outros animais, habitat e
comportamento, pois macacos tem o habito constante de inserir as maos
possivelmente contaminadas de fezes na boca, por exemplo, transferindo
microrganismos entre essas cavidades. (ASPIS et al, 2003; MCKENSIE, et al., 2017,
NELSON et al., 2013; WIENEMANN et al., 2011).

Outros estudos ainda sugerem que a diversidade bacteriana de Primatas Nao
Humanos (PNH) provenientes de cativeiro € alterada, ficando semelhante a
encontrada em seres humanos e que o uso de medicamentos também pode ser um
fator que influéncia nessa mudanca (CLAYTON et al., 2016; VLCKOVA et al., 2016).

Tanto as bactérias Gram-positivas como as Gram-negativas, sdo encontradas
amplamente no ambiente. As enterobactérias de importancia clinica tanto humana,
guanto veterinaria, sdo Gram-negativas, podendo ser isoladas em rotinas
microbioldgicas e em septicemias em humanos e animais silvestres. Ambos os tipos

podem ser encontrados em locais onde haja presenca de animais silvestres e
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domésticos, bem como dejetos humanos ou em qualquer lugar que tenha algum tipo
de contaminacdo fecal, conseguindo sobreviver por longos periodos em solos
umidos, agua, fezes, alimentos ou superficies com matéria organica e por iSso
conseguem se disseminar de diferentes formas. Alguns géneros de bactérias Gram-
negativas encontrados em mico-ledo—preto, como Pseudomonas, Klebsiella,
Escherichia, possuem maior relevancia acometendo a saude animal, jA géneros
como Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus, sdo bactérias Gram-positivas
e promovem infec¢Bes secundarias (GOMES et al, 2011; NUNES, 2007)

5.1.3. Andlise Filogenética

Os isolados bacterianos de animais em situagao in situ ndo identificados pela
técnica de MALDI-TOF ou com escores inferiores a 1,7 foram analisados através do
estudo do gene ribossomal 16S rRNA, através de sua amplificacdo, seguidas da
reacdo de sequenciamento, andlise das sequéncias g@énicas obtidas no

sequenciamento, conforme descrito no item 4.5 e posterior analise filogenética.

5.1.3.1. Andlises de distancias

Por meio da matriz de similaridade utilizando o modelo de distancia p, foi
possivel determinar a distancia entre as provaveis espécies pertencente a cada
género bacteriano encontrado, essas espécies foram consultadas através do LPSN
(List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature) e GenBank. (Anexo 6,7,8
e9).

5.1.3.2. Arvores Filogenéticas

Para a construcdo das arvores filogenéticas, foram utilizadas sequéncias de
referéncia de genes 16S rRNA de espécies dos 4 géneros bacterianos encontrados

neste estudo através da analise no sequenciamento, sendo eles: Bacillus sp.,
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Enterococcus sp., Neisseria sp., Staphylococcus sp., conforme j& detalhado na
tabela 2. Utilizou-se a sequéncia de E. coli como membro externo ou outgroup para
inferir maior distancia ao grupo. As sequéncias foram obtidas através do GenBank e

valores com bootstrap< 70% foram excluidos da arvore.

A.Género Staphylococcus

De acordo com a topologia obtida na arvore filogenética encontradas no
género bacteriano Staphylococcus sp. (Figura 9), observou-se 3 agrupamentos
(clusters), evidenciando as distancias entre as espécies do género com as amostras
desse estudo.

Os isolados bacterianos obtidos neste estudo encontram-se todos no Grupo I,
os isolados A3I2, A2I2, A2I3 e AlI3 apresentaram um indice de confiabilidade
(bootstrap) de 95% entre eles. Os isolados A2I4A e Staphylococcus gallinarum
(D83366), apresentaram confiabilidade de 98%. Ja isolados All4 e A3I1 obtiveram
100% de confiabilidade com Staphylococcus kloosii (AB009940).

83 1D83366 Staphylococeus gallinarum
AB009940 Staphylococcus Kioosii
All4
100
es L A3

.
7 X66101 Staphylococcus hominis

L xss100 Staphylococcus haemolyticus

os  AB009935 Staphylococcus caprae

D83363 Staphylococcus epidermidis
as AYT27530 Staphylococcus simiae I

o ATCC12600 Staphylococcus aureus

g7 ' NZ_CCEO01000037 Staphylococeus schweftzi

AJ421446 Staphylococcus sciuri m

X80725 Escherichia coli

0.020

Figura 9. Arvore filogenética gerada com base nas sequéncias da regido 16S rRNA de
Staphylococcus spp. e dos isolados A312, A212, A213, All3, A2I1A, All4 e A3I1 construida pelo
método de Neighbour-Joining e distancia p. Escala de 0.02 substitui¢des por nucleotideo. Valores de
bootstrap expressos com repeti¢cdes de 1000 réplicas.
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B. Género Neisseria

A arvore filogenética do gene 16S rRNA formada por espécies do género
Neisseria sp. (figura 10), foi composta por 2 agrupamentos (I e Il), sendo o
agrupamento | subdividido em outros 4 subgrupos. Os isolados bacterianos M1R2 e
M202 obtidos neste estudo estdo agrupadas no cluster Il e apresentaram um indice
de confiabilidade de 100% entre elas, possuindo as mesmas caracteristicas
nucleotidicas. De acordo com o posicionamento desses isolados na arvore
filogenética apresentada abaixo, ha indicativo de uma possivel nova espécie, o que

devera ser melhor explorado através de metodologias complementares.

) ™

NR_118659 Neisseria macacae

100

L NR_121688 Neisseria sicca

HF558366 Neisseria perflava

AJ230291 Neisseria subflava | > |

— JN175351 Neisseria meningitidis
IB
100 NR_D26079 Neisseria gonorrhoeae

AJ239288 Neisseria animalis |C

DQO06843 Neisseria zoodegmatis |D

_

M1R2

4| ]
1001 m202

X80725 Escherichia coli

0.020

Figura 10. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbour-Joining e distancia p com base
nas sequéncias da regido 16S rRNA do género Neisseria spp. e dos isolados M1R2 e M202. Escala
de 0.02 substituicdes por nucleotideo. Valores de bootstrap expressos com repeticdes de 1000
réplicas.
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C. Género Enterococcus

Observou-se através da topologia da arvore filogenética (figura 11), gerada
por meio do gene 16S rRNA de espécies pertencentes ao género Enterococcus sp.,
2 agrupamentos (I e Il), sendo que o agrupamento | foi subdividido em IA e IB. O
isolado M3R1, descrito nesse estudo, esté localizado no subgrupo IA e apresentou
um indice de confiabilidade de 76% em relacdo as demais espécies também
pertencentes ao mesmo grupo: Enterococcus faecium, Enterococcus hirae e

Enterococcus vilorum.

— T
AJ301830 Enterococcus faecium
100 |_ Y 17302 Enterococcus hirae — A
7 L AF335596 Enterococcus villorum
. M3R1 ] —|
AB012212 Enterococcus faecalis
a0 MF326566 Enterococcus wangshanyuanii B
99 L AY943820 Enterococcus caccae

Ji AF061009 Enterococcus cecorum

L JX848102 Enterococcus alcedinis 1

7 L KR827627 Enterococcus bulliens

X80725.1 Escherichia coli

—

0.020

Figura 11. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbour-Joining e distancia p com base
nas sequencias da regido 16S rRNA de Enterococcus spp. e do isoladoM3R1. Escala de 0.02
substituicdes por nucleotideo. Valores de bootstrap expressos com repeticdes de 1000 réplicas.

D. Género Bacillus

Na arvore filogenética gerada para o género Bacillus sp. (Figura 12), pode-se
observar 2 agrupamentos (I e 1l) subdivididos respectivamente em IA, IB e IIA e IIB.
Os microrganismos isolados neste trabalho A3I5A, M203 e M2R1 foram agrupados
no subgrupo 1B, composto também pelas espécies Bacillus pseudomycoides,
Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus mycoides, Bacillus weihenstephanensis e

Bacillus thuringiensis. Devido a sua alta homologia genética, os taxonomistas
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criaram um unico grupo denominado B. cereus, que compreende as espécies B.
cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B.pseudomycoidese B.
Weihenstephanensis. Este grupo compreende bactérias intimamente relacionadas,
tais como as quais compreendem estirpes altamente tdxicas e ndo toxicas
(GUINEBRETIERE et al., 2008; LACERDA, 2018), corroborando assim com 0s
dados obtidos na arvore deste estudo. O isolado M4R3 foi agrupado no subgrupo IA,
0 mesmo que as espécies Bacillus axarquiensis, Bacillus malacitensis, Bacillus
mojavensis, Bacillus tequilensis, Bacillus subtilis, Bacillus vallismortis, Bacillus
velezensis, Bacillus atrophaeus, definindo assim a proximidade entre os
microrganismos.

73 | Q993671 Bacillus axarqufens??

DQA993673 Bacillus malacitensis
ABD21191 Bacillus maojavensis

HQ223107 Bacillus tequilensis

AJ276351 Bacillus subtilis — | A

M4R3

AB021198 Bacillus vallismoriis

p—
AYB03655 Bacillus velezensis

00 AB021181 Bacillus afraphasus

s | AYETE289 Bacillus pumilus

AF234554 Bacillus safensis

AJ3315844 Bacillus aerophilus 1B

100

AJ3315842 Bacillus altitudinis

oo

AJ331841 Bacillus stratosphericus
ag AB049195 Bacillus funiculus
4':3245380 Bacillus panaciferras A

AFD13121 Bacillus pssudom ycoidgg

AB180217 Bacillus anthracis
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MHB306388 Bacillus cersus

g1 g AB021192 Bacillus mycoides e ||
‘[{ AB021199 Bacillus weihenstephanensis —||B

AZI5A

D16281 Bacillus thuningisnsis
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Figura 12. Arvore filogenéticaconstruida pelo método de Neighbour-Joining e distancia p com base
nas sequéncias da regido 16S rRNA de Bacillus spp. e dos isolados M4R3, A3I5A, M203 e M2R1,

Escala de 0.02 substituicBes por nucleotideo. Valores de bootstrap expressos com repeticdes de
1000 réplicas.
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A partir das arvores filogenéticas pode-se confirmar a proximidade das
caracteristicas nucleotidicas dos isolados encontrados neste estudo com os géneros
previamente indicados através da analise do sequenciamento génico. Indicativos de
possiveis novas espécies foram encontrados, estes devem ser estudados com

metodologias complementares.

5.2. Diversidade bacteriana

5.2.1. Bactérias Gram-positivas e Gram-variaveis

Neste estudo, foram encontrados em individuos ex situ: Bacillus cereus na
cavidade retal e Bacillus sp. tanto na cavidade oral como retal. Em individuos in situ,
foram encontrados: Bacillus sp., Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Bacillus mycoides
na cavidade retal, e Bacillus sp. e Bacillus thuringiensis na cavidade oral. O género
Bacillus sp. foi relatado em mico-ledo-preto por Carvalho et al. (2014) em ambas as
cavidades, corroborando com este estudo, porém nao foi encontrado na literatura
registros de identificacdo para provaveis espécies dentro do género especificamente
em Leontopithecus chrysopygus. Bacillus cereus é uma espécie comumente isolada
de feridas pdés-traumaticas e pdés-cirurgicas, sendo que o cateter intravenoso € o
responsavel pela contaminacdo causada por espécies desse género em humanos
(AKESSON; HEDSTROUM; RIPA, 1991; GURLER et al., 2012). A espécie melhor
caracterizada dessas bactérias Gram-positivas € Bacillus subtilis, a qual o genoma ja
foi completamente codificado, pois a mesma € usada de forma recorrente para
estudar fenbmenos como esporulacdo e competéncia para a captacdo de DNA.
Muitos dos genes de Bacillus subtilis estdo envolvidos na sintese de metabdlitos
secundarios, incluindo antibiéticos, que sdo bastante associados com espécies de
Streptomyces. (KUNST et al., 1997). Bacillus thuringiensis, apesar de compartilhar
uma variedade de genes de viruléncia com outras espécies de Bacillus sp.,
demonstra pouca evidéncia que indique ou apresente patogenicidade a mamiferos,
e 0s 0s produtos biologicos a base de Bacillus thuringiensis possuem histérico de
uso seguro (BERLITZ et al., 2012; CRICKMORE, 2005; FUJIMOTO & KUPPER,
2016, KLEIN et al., 2016).
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A ocorréncia de Bacillus spp. neste estudo pode ser explicada devido a sua
versatilidade, sendo espécies aerdbias capazes de produzir estruturas de resisténcia
denominadas esporos. Esses esporos sao altamente tolerantes a diferentes tipos de
intempéries, e, dessa forma, os representantes deste género sdo capazes de
colonizar diversos ambientes (OLIVEIRA et al.,, 2011), sdo encontrados em
abundancia no solo, em &gua doce, no ambiente hospitalar e na flora
gastrointestinal, comuns em pacientes hospitalizados por longos periodos (GURLER
et al., 2012). Como ocorrem de forma onipresente na natureza, suas estirpes podem
funcionar tanto como probidticos ou como patégenos, produzindo enddsporos
resistentes ao calor e capazes de produzir biofilmes, podem causar infec¢cbes
sistémicas fatais em neonatos, além de doencas severas como meningite,
endocardite e osteomielite (GURLER et al.,, 2012; NAM et al., 2014; STENFORS
ARNESEN, et al., 2008; TATARA et al., 2013; WIIMAN et al., 2007). Existe um
crescente receio na area de saude publica sobre a possibilidade desses
microrganismos, enquanto comensais, agirem como reservatorios de genes de
resisténcia a antibiéticos e também sobre sua capacidade de transferéncia de genes
para células de hospedeiros (LACERDA, 2018; SALYERS, GUPTA & WANG, 2004).
Por estes motivos, maiores estudos relacionados ao género em espécies animais se
tornam importantes, principalmente quando se trata de animais ameacados de
extingdo e programas de conservacado como neste estudo, problemas relacionados a
salude e a administracdo de antibidticos podem vir a causar consequéncias danosas
aos individuos envolvidos.

Foram relatados neste trabalho em amostras da cavidade retal: Enterococcus
sp. e E. faecalis, em animais in situ, e nos individuos ex situ verificou-se E. faecalis,
E. faecium e E. cecorum, corroborando com o trabalho de Carvalho et al. (2014) que
encontrou Enterococcus spp. em Leontopithecus chrysopygus, o género bacteriano
ndo foi encontrado na cavidade oral dos individuos amostrados. Existem alguns
relatos sobre a presenca de Enterococcus em diferentes grupos de primatas, como
assinalado por Xavier et al. (2010), que reportaram a presenca do género em
amostras fecais de primatas da espécie Callithrix pennicilata e Cebus paella do
Centro de Primatas da Universidade de Brasilia, e 0 mesmo género foi encontrado
em Sapajus nigritus (ZVOBODA, 2017). Avaliou-se a diversidade de espécies, perfis
de resisténcia e viruléncia, juntamente a variabilidade genética. Glover (2014),

trabalhou em dois centros de reabilitacio no sul da Africa, com amostras fecais de
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primatas babuinos e Verver monkeys, onde identificou o género Enterococcus, que
foram testados frente a antibioticos. Em 2017, Woods et al., utilizando o mesmo
género bacteriano, a partir de camaras de registro cefélica cronica de macacos
(Macaca mulatta e Macaca fasicularis), testaram também a resisténcia
antimicrobiana.

Essas bactérias séo resistentes e versateis, com habilidades para resistir a
condicbes adversas como altas concentracdes de sal e diferentes temperaturas
(10°C a >45°C), por este motivo essa bactéria tem o potencial de se desenvolver em
varios ambientes e principalmente solo e 4gua e também em diversas espécies do
reino animal, incluindo mamiferos, aves, répteis e insetos (MURRAY, 1990).
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sao relatadas como alguns dos
principais agentes de infecgbes hospitalares, paralelamente com o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos, presentes no intestino de humanos e animais. As
diversas caracteristicas peculiares de cada espécie contribuem para a
adaptabilidade e para a ampla distribuicdo do género na natureza, fazendo com que
sejam considerados alvos em potencial para estudos, pois a presenca de genes de
resisténcia nas espécies de Enterococcus é considerada como alto risco para a
saude humana e animal (LEBRETON et al., 2014; COSTA, 2018). Essas
informacdes corroboram com a presenca do género nas espécies desse estudo e
apresentam um ponto a ser mais bem explorado, principalmente em animais que
possuem como finalidade futuros programas de reintroducdo e também manejo:
animais em condicfes ex situ estdo em frequente contato com ambientes antropicos,
este fato é apontado como causa da presenca de Enterococcus resistentes em
primatas ndo humanos e em animais como cades e gatos, onde ha relatos de
coabitacdo dessas cepas multirresistentes a antimicrobianos entre animais e seus
donos, o que alerta sobre o risco dessa proximidade (JACKSON et al., 2009; LEITE-
MARTINS, 2014; ZVOBODA, 2017).

O género Kocuria sp., apresenta-se na forma de cocos, sendo gram-positivos,
estritamente aerobicos, ndo produtores de esporos, sdo bactérias comensais
comuns de pele e orofaringe de mamiferos, encontradas também em outros nichos
ecoldgicos, inclusive aguaticos (PEKALA et al., 2018). Neste estudo foi encontrada a
provavel espécie Kocuria rhizophila na cavidade retal de individuos ex situ.
Importante em aplica¢des industriais, K. rhizophila € comumente usada como cepa

padrédo de controle de qualidade para testes de suscetibilidade antimicrobiana
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(MOISSENET et al., 2012). Nao foram encontrados registros de Kocuria sp. em
Leontopithecus spp. até o momento.

O género Micrococcus sp. foi encontrado apenas em cavidade retal de
animais em situacao in situ, neste estudo. As bactérias desse género sdao gram-
positivas e ambientais, conseguindo colonizar de forma transitéria a pele do ser
humano. Comumente s&o utilizadas na deteccdo de compostos antimicrobianos,
sendo associada a infec¢des, abcessos, pneumonia, entre outros (TRABULSI &
ALTERTHUM, 2008). Este género, j4 foi relatado em outros estudos com L.
chrysopygus (CARVALHO et al., 2014) e em mucosa oral de macacos-prego (Cebus
apella) mantidos em cativeiro (ASPIS, et al., 2003).

A possivel espécie Lactococcus lactis foi isolada nesse estudo, em
encontrada em cavidade retal de animais in situ. Esta espécie é tida como um
microrganismo modelo, pois seu genoma ja foi totalmente sequenciado (Lactococcus
lactis ssp. lactis 1L1403), e sua manipulacdo genética € simples, assim inameras
ferramentas ja foram desenvolvidas para essa bactéria, além de apresentar
importancia econdmica (AZEVEDO & MIYOSHI, 2004; BAHEY-EL-DIN et al., 2010;
BOLOTIN et al., 2001; DE VOS, 1999). Estudos como o de Carvalho et al. (2014)
relataram a ocorréncia de isolados de L. lactis em Leontopithecus chrysopygus.

No presente estudo, Lysinibacillus sp. foram encontrados apenas na cavidade
retal de animais em condi¢des in situ, mas relatos da presenca desse microrganismo
em Leontopithecus chrysopygus sdo desconhecidos. Lysinibacillus sp., sdo Gram-
anaerobico positivo ou Gram-variavel, aerébio ou facultativo, apresentam forma de
bastonetes, sendo células moveis, que produzem enddésporos, tolerando extremos
ambientais, sdo ubiquos e também estdo presentes em animais (REDA et al., 2018;
WENZLER et al., 2015), o que pode justificar a presenca do mesmo neste estudo.

Staphylococcus sdo patdgenos importantes para os seres humanos, pois é
causador de um espectro amplo de doencas (MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER,;
2009). A espécie mais conhecida e virulenta para humanos desse género é
Staphylococcus aureus, patégeno versétil e eficaz como causador de diferentes
tipos de doencas, incluindo intoxicacdo alimentar e sindrome do choque téxico
(MORANDI et al., 2009; PINCHUK et al., 2010). O género Staphylococcus sp., foi
encontrado nos individuos em condi¢des in situ e ex situ, tanto na cavidade oral
como na cavidade retal, neste estudo, obtendo uma frequéncia mais significativa em

animais de vida livre. Foram identificadas além do género Staphylococcus sp. as
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provaveis espécies: Staphylococcus sp, Staphylococcus hominis, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus sciurie, Staphylococcus aureus. Estes microrganismos
também podem ser consequéncia dos héabitos alimentares dos animais, ou podem
fazer parte da propria flora microbiana. Aspis et al. (2003), em coletas da cavidade
bucal de Cebus apella (macaco-prego), foram isolados Staphylococcus spp. de
79,3% dos animais, sendo Staphylococcus aureus encontrados em 24,1% dos
mesmos. Froes et al. (2017), isolou Staphylococcus hominis de Saimiri colinsii
mantidos em cativeiro no Centro Nacional de Primatas (CENP), Ananindeua — PA.
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus, foram isolados da flora
vaginal e das cavidades oral, nasal e retal de Leontopithecus spp. (CARVALHO et
al., 2014; LILENBAUM et. al, 2006), foi isolado Staphylococcus sp. em abscesso de
Leontopithecus rosalia (MCBRIDE & CULLION, 2010). Lilenbaum et al. (2006),
isolou Staphylococcus spp. a partir de amostras da microflora vaginal de
Leontopithecus spp. em 100% dos animais amostrados, estes se mostraram
resistentes a antibioticos e concluiu que alteracées no equilibrio microbiano destas
espécies podem desempenhar um papel importante em infeccbes no sistema
urinario e reprodutivo, esse fato € de suma importantancia para animais do mesmo
género como o0s estudados nesse trabalho que tem um importante papel
conservacionista, pois podem trazer dificuldades e impactar nos resultados de
possiveis programas de conservacao.

Os Streptococcus sp., sdo Gram-positivos e possuem exigéncias nutricionais
complexas (MURRAY, ROSENTHAL, PFALLER; 2009). Streptococcus sp. e
Streptococcus lutetiensis, foram encontrados nesse estudo na cavidade oral e retal
de animais ex situ, corroborando com trabalho de Carvalho et al. (2014), que
encontrou o0 género Leontopithecus chrysopygus, porém ndo houve registros da
provavel espécie Streptococcus lutetiensis em Leontopithecus spp. até o momento,
outros trabalhos também relatam a presenca do género em primatas nao humanos
(ANDRADE et al., 2010). Estas bactérias sdo consideradas parte da microbiota
normal da pele e mucosas (trato digestivo, reprodutivo e respiratério), a transicao
entre bactéria da microbiota normal até agente patogénico, pode depender de
fatores predisponentes, como infeccdes, estresse e imunossupressao (QUEIROZ,
2008), o que ressalta a importancia do planejamento em manejos necessarios em
animais de cativeiro e de vida livre, como por exemplo, 0 condicionamento e manejo

cooperativo, este diminui consideravelmente o stress associado a estes
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procedimentos e os riscos para a saude e bem-estar dos animais envolvidos, porque
0s proprios animais contribuem para melhorar o seu manejo livre de stress (SPIEZIO
et al., 2015).

Paenibacillus sp. compartilham caracteristicas basais atribuidas ao género
Bacillus, sendo gram-variaveis, anaerébios facultativos e esporulados, esse género
compreende espécies relevantes para o0s seres humanos, animais e plantas,
apresentando aplicabilidade na agricultura, medicina, alimentos, racoes,
detergentes, téxteis, papel e biocombustivel (GRADY et al., 2016). Em contrapartida,
isolados oportunistas do mesmo género podem causar a deterioracdo de produtos
lacteos pasteurizados, ser causador de uma doenca letal em abelhas e agirem como
infectantes de seres humanos (GRADY et al., 2016). Nesse trabalho encontrado
Paenibacillus sp. apenas na cavidade oral de L. chrysopygus dos individuos in situ.
Na literatura ndo se encontra relatos, até o momento, do género em Leontopithecus
chrysopygus, sendo assim reportados pela primeira vez no presente estudo, este
pode ser um indicativo do contato de animais de vida livre com situa¢cdes antropicas,

porém maiores estudos devem ser realizados.

5.2.2. Bactérias Gram-negativas

Espécies de Cronobacter sp., como a Cronobacter sakazakii encontradas
neste estudo, na cavidade retal de animais em situacdo ex situ, € um género de
bactérias gram-negativas, espécies deste género foram isoladas de uma grande
variedade de alimentos e ingredientes alimenticios (FRIEDEMANN, 2007; HOCHEL
et al., 2012), tem sido associadas a infeccbes humanas e sdo consideradas
patdégenos oportunistas, causando meningite infantil, sepse e enterocolite
necrosante, as taxas de mortalidade em grupos de risco para pacientes infectados
esta entre 20 — 80% (CRUZ-CORDOVA et al., 2012, FAO/WHO, 2008; HUNTER &
BEAN, 2013). Recentemente, percebeu-se o alto potencial infeccioso de
Cronobacter sp. em seres humanos de qualquer idade, a presenca da bactéria em
diferentes tipos de alimentos é alarmante, pois representam grandes riscos caso
sejam consumidos por individuos pertencentes a algum grupo de risco (idosos e
neonatos) (BRANDAO et al., 2018). Pesquisas sobre a epidemiologia deste género

sdo importantes na identificacdo de classes de alimentos que podem atuar como

55



veiculos de contaminacdo e da real prevaléncia dessas infeccbes no Brasil
(BRANDAO et al., 2018). N&o foi encontrado relato deste género na literatura, até o
momento, em Leontopithecus chrysopygus, sendo estes reportados pela primeira
vez neste estudo, a presenca do género em diversos alimentos pode ser um
indicativo da presenca do mesmo em cavidade retal de mico-le&o-preto em cativeiro
nesse estudo, o que deve ser melhor explorado.

Os membros do género Citrobacter sp. sdo gram-negativos, se apresentam
na forma de bastonetes, o género esta bastante relacionado com os géneros
Salmonella e Escherichia (BORENSHTEIN & SCHAUER, 2006; FREDERIKSEN,
2015) e é conhecido como patdégeno oportunista, tem ocorréncia conhecida como
comensal do intestino de humanos e animais, e provavelmente, como
consequéncias de evacuacdao fecal estdo presentes no meio ambiente, podendo ser
recuperado de agua, esgoto e solo (BRENNER et al., 1999; SEDLAK, 1973). No
presente estudo a Unica espécie encontrada desse género foi Citrobacter youngae,
apenas na cavidade retal de animais em situacao ex situ. Foram isoladas espécies
do género Citrobacter sp. em Leontopithecus chrysopygus e Leontopithecus rosalia
(CARVALHO et al.,2014; SALES, 2015). Nao ha relatos especificamente de C.
youngae em Leontopithecus spp., sendo mais frequentes em humanos.

O principal representante das bactérias da familia Enterobacteriaceae
certamente é a espécie Escherichia coli. Sua morfologia se da na forma de
bastonetes gram-negativos, ndo esporulada, anaerObica facultativa, fermentativa,
em sua maioria com flagelos peretriqueos, podendo ser encontrada na microbiota
entérica de humanos e varios outros animais. Crescem em temperatura de 18 a
44°C, sendo 37°C a temperatura ideal para o seu desenvolvimento (FERREIRA &
KNOBL, 2009; MORAIS, 2014).A espécie é produtora de enterotoxinas de grande
importancia, sendo uma estirpe enterohemorragica, e a principal causa de surtos de
diarréia, sindromes hemolitica-urémica e colite hemorragica em humanos e animais
de todo o mundo (KWON & CHO, 2015), dessa forma é entdo mundialmente
zoonotica e grande causadora de infeccbes alimentares, encontrada em cées, aves
silvestres, gado, entre outros animais (HEUVELINK et al., 2002; JAY-RUSSELL et
al., 2014).

O género Escherichia sp. e a espécie Escherichia coli foram encontrados em
cavidade oral e retal na maioria dos individuos ex situ amostrados, sua frequéncia

nesses animais foi relevante conforme demostrada na tabela 1, ndo houve presenca
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do género em animais em situacao in situ, corroborando com os trabalhos de Aguiar
e Vale (2012), que isolou 41% de Escherichia coli em cavidade retal de
calaquitrideos em situacdo ex situ, mantidos no Centro Nacional de Primatas, 100
amostras foram analisadas através do metodo de sistema automatizado VITEK 2
(bioMeriex); Carvalho et al. (2014), isolou E. coli mais comumente encontradas em
amostras retais de Leontopithecus chrysopygus, essas estavam em 80% dos
animais amostrados e Carvalho et al. (2003), estudou primatas ndo humanos (PHN)
neotropicais em zooldgicos e criadouros privados, onde encontrou E. coli
enteropatogénica em 29% dos animais, revelando também relagBes genéticas dos
isolados encontrados nesses animais com bactérias enteropatogénicas em humanos
(CARVALHO et al., 2007).

A presencga de E.coli na boca de animais pode indicar contaminagédo através
dos dejetos na gaiola ou recinto (AGUIAR & VALE, 2012). Dessa forma podemos
destacar que problemas relacionados a enterobactérias em animais de cativeiro,
podem ser advindos de fatores como os individuos viverem em grupo e dividirem
espacos em comum, e também as alteracdes de manejo higiénico e alimentar. A
medida que esses microrganismos se sobrepdem a microbiota normal dos
individuos, podem causar doencas como alteracbes intestinais de origem
inflamatoria (GOMES et al., 2011).

Neste estudo foram isolados Enterobacter sp. e Enterobacter cloacae em
amostras na cavidade oral de animais ex situ. Enterobacter ludwigii foi encontrada
tanto em cavidade oral como retal de animais em situacdo ex situ. Enterobacter
aerogenes foi encontrada na cavidade retal de apenas um individuo em situacao in
situ. Enterobacter spp. foram relatas em Callithrix jacchus e Leontopithecus rosalia
nas cavidades oral e retal (SALES, 2015; VERONA, 2008). Enterobacter aerogenes
€ isolado como espécimes clinicos humanos do trato respiratério, urinario,
sanguineo ou gastrointestinal, sdo considerados bactérias oportunistas e emergiram
como patégeno em pacientes de terapia intensiva (DAVIN-REGLI & PAGES, 2015;
LANGLEY et al., 2001; MEZZATESTA et al., 2012), esta espécie foi encontrada em
cavidade oral e retal em Sapajus nigritus de um parque urbano na regido norte do
estado do Parana, Brasil (ZANIOLO et al.,, 2018). E. cloacae se apresenta
cosmopolita, tanto em ambientes terrestres como em aquéaticos (agua, esgoto, solo e
alimentos). A espécie ocorre como microflora comensal nos tratos intestinais de

humanos e animais e também é patdégeno em plantas e insetos. A diversidade de
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habitats é reflexo da variedade genética de E. cloacae (MEZZATESTA et al., 2012).
Enterobacter cloacae também foi relatada em abscesso de Leontopithecus rosalia
cativo (MCBRIDE & CULLION, 2010), na cavidade oral de Sapajus nigritus
(ZANIOLO et al, 2018) e de Leontopithecus chrysopygus do Centro de Primatologia
do Rio de Janeiro (CARVALHO et al., 2014), corroborando com este estudo.

Klebsiella spp., da familia Enterobacteriaceae, pode ser encontrada tanto no
meio ambiente, como na superficie mucosa de mamiferos, sdo bactérias gram-
negativas, encapsuladas em forma de bastonetes (PODSCHUN & ULLMANN, 1998).
A espécie mais conhecida do género e também encontrada neste estudo é
Klebsiella pneumoniae, € um patdgeno oportunista, causador de graves infeccdes
hospitalares, como pneumonia, septicemia, infec¢cdo do trato urinario, e infeccao de
partes moles em individuos debilitados. Esta espécie € bastante conhecida por sua
capacidade de transferir determinantes de resisténcia a farmacos e esta ligada a
morbidade de primatas ndo humanos (BUENO, et al., 2015; WO et al., 2015). K.
pneumoniae foi relatada como a causadora de uma doenca sistémica invasiva em
macacos  africanos  (Cercopithecus  aethiops), apresentando fendtipos
hipermucoviscosos, resultando em abcessos abdominais, pulmonares e/ou
cerebrais. (TWENHAFEL et al., 2008). Em macacos Cynomolgus e Rhesus, foi
encontrada uma infeccdo assintomatica e persistente, reconhecida em uma colénia
gue coabitava com os C. aethiops (BURKE et al., 2009).

De acordo com Burke et al. (2009), Cynomolgus e Rhesus acabam por
manter a infeccdo subclinica no organismo, enquanto portadores, dessa forma
algumas instituicbes optam por manter separados fisicamente espécies de macacos
e Cercopithecus aethiops (BURKE et al., 2009). Neste estudo foram encontradas
colénias de Klebsiella sp e K. pneumoniae na cavidade retal somente de animais em
situacdo ex situ, corroborando com os trabalhos de Carvalho et al. (2014), que
encontrou a espécie bacteriana em Leontopithecus chrysopygus e Bueno et al.
(2015) que descreveu um caso de O6bito em Leontopithecus chrysomelas por
broncopneumonia e bacteremia causada por Kleibsiella pneumoniae, o animal foi
capturado e mantido em quarentena durante um programa para fins de conservacao.
Estes fatos mostram a importancia da triagem microbiolégica em animais de
cativeiro, como € o0 caso dos animais amostrados neste estudo, para adogdo de
posturas que evitem o contato dos individuos ao potencial patégeno, geralmente

esses animais convivem em grupos e podem transmitir esse patdogeno entre si, essa
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triagem se mostrou também muito importante para o sucesso de futuros programas
de conservagao do mico-ledo-preto.

Neisseria sp. sdo bactérias gram-negativas, aerébias, sdo consideradas
comensais da regiao nasofaringial humana, embora alguns ocasionem doengas em
pacientes imunocomprometidos, algumas espécies sdo comuns na superficie de
mucosas, podendo colonizar até as mucosas anogenitais (MURRAY, ROSENTHAL,
PFALLER; 2009; WEYAND et al.,, 2013). Neste estudo essas bactérias foram
encontradas tanto em individuos ex situ, como in situ, nas cavidades oral e retal.
Apresentou-se nos animais amostrados as espécies Neisseria sp., Neisseria perflava
e Neisseria macacae. Espécies de Neisseria ja foram identificadas em diversos
estudos com macaco-rhesus (Macaca mulata), demonstrando menor prevaléncia
nos demais primatas ndo humanos do que em seres humanos. N. macacae foi
encontrada como uma nova espécie da orofaringe de rhesus, e estad ligada
intimamente a comensais humanos, acredita-se que essa ligacdo se deva as
caracteristicas anatdbmicas e fisiologicas compartilhadas entre as espécies (LIU et
al., 2015). Por conta disso o microbioma nasofaringeo de M.mulata, vem sendo
estudado continuamente, sabido seu potencial de animal modelo para alguns
patogenos como Neisseria sp. (WEYAND et al.,, 2013). O género também foi
encontrado em estudo da colonizac&do nasofaringea em chimpanzés de um santuario
da llha de Ngamba, onde foi correlacionado com o contato de funcionarios do local,
dieta e stress, o resultado buscou orientar procedimentos na gestdo da rotina do
local e usa-lo como base para futuras possiblidades de reintroducdo (MUGISHA et
al., 2013), este exemplo pode ser usado para outros ambientes que mantem animais
cativos e programas vinculados a conservacao.

Microrganismos do género Proteus sp. estdo distribuidos de forma ampla no
meio ambiente, variando de agua poluida, até solo e esterco, onde a espécie
consegue desempenhar um papel como decompositora da matéria organica de
animais e também no trato intestinal de mamiferos. Os bacilos de Proteus sp. sédo
recorrentemente associados a pacientes com problemas no trato urinario, eles
também podem causar infecgcbes respiratérias em primatas nao humanos
(ANDRADE et al., 2010; JACOBSEN et al., 2008). Neste estudo foram encontradas
amostras de Proteus mirabilis na cavidade retal de individuos ex situ,

exclusivamente, a espécie foi relatada em chimpanzés em santuarios (MUGISHA et
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al., 2013). O género também foi relatado em Leontopithecus chrysopygus no estudo
de Carvalho et al. (2014).

Pseudomonas sp. sdo bactérias gram-negativas, podem ser patogénicas e
ubiquas, usualmente méveis, tipicamente dispostas aos pares, distribuidas nos mais
diversos ambientes e muito embora sejam descritos como microrganismos
obrigatoriamente aerobios, podem crescer de forma anaerdbia, utilizando nitrato ou
arginina como um aceptor alternativo de elétrons (MURRAY, ROSENTHAL,
PFALLER; 2009).

Neste trabalho, espécies de Pseudomonas sp. foram encontradas na
cavidade retal em individuos ex situ e, de forma contraria, nos ambientes in situ, a
espécie foi encontrada na cavidade oral de alguns individuos amostrados.
Pseudomonas spp. foram relatadas em Saguinus oedipus, pertencente a mesma
familia do género Leontopithecus sp. (LEONG et al., 2004). A espécie P. aeruginosa,
uma das espécies encontradas nesse estudo, € a mais significativa atualmente
devido a sua patogenicidade, pois a mesma esta frequentemente associada a
diferentes infeccdes, tanto em humanos como em primatas ndo humanos (VELA et
al., 2006). Outra espécie identificada foi P. stutzeri, envolvida em infecgcdes humanas
(PUZENAT et al., 2004). Também foi identificada a espécie P. lundensis. Em
Carvalho et al (2014) foi registrada a presenca de Pseudomonas apenas em animais
cativos, sem definicdo do potencial de patogenicidade. P. aeruginosa e P. stutzeri
foram encontrados em primatas ndo humanos, sendo observado em calaquitrideos e
Leontopithecus chrysopygus, corroborando com este estudo (AGUIAR & VALE,
2012; CARVALHO et al., 2014; FROES et al., 2017; VELA et al., 2006).

Duas espécies do género Raoultella foram identificadas nessa pesquisa,
ambas encontradas apenas em animais ex situ, sendo: Raoultella ornithinolytica,
encontrada na cavidade oral dos individuos, e Raoultella planticola, encontrada
apenas na cavidade retal, corroborando com o trabalho de Aguiar e Vale (2012),
onde o género foi isolado de caliquitrideos, este também foi encontrado em insetos,
gue por sua vez fazem parte da alimentacdo do mico-ledo-preto, espécie estudada
neste estudo (PASSOS, 1999). O género Raoultella, pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sao bacilos aerébicos gram-negativos, que apresentam
patogenicidade similar a Klebsiella sp. Sdo organismos ambientais, que raramente
causam infec¢des capazes de acometer os seres humanos (CASTANHEIRA et al.,

2009), no entanto, Hajjar et al. (2018), encontram pela primeira vez Raoultella
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ornithinolytica em paciente saudavel que apresentou sintomas de dores absominais,
diarréia e vomitos resultantes de uma apendicite e choque, tanto a Raoultella
ornithinolytica e Raoultella planticola sdo bactérias produtoras de histamina que séo
normalmente encontradas em peixes e agua (HAJJAR et al., 2018).

Delftia acidovorans, era anteriormente conhecido como Comamonas
acidovorans ou Pseudomonas acidovorans, € um bacilo aerdbico gram-negativo
encontrado de forma ubiqua em solo, agua, e ambientes hospitalares, podendo ser
isolado dos olhos, sangue, e trato respiratdrio, no entanto raramente é clinicamente
significativo, onde as infeccBes ocasionadas por essa espécie ocorrem mais
comumente em pacientes hospitalizados ou imunocomprometidos, também havendo
relatos de infeccdo em pacientes imunocompetentes (BILGIN et al., 2015;
CAMARGO et al., 2014; CHUN, et al., 2007; FORBES et al., 2007 ). Embora né&o
haja relatos especificos em primatas ndo humanos, D. acidovorans € comumente
encontrada em animais selvagens (ANDREE et al, 2013; MENDES, 2012). No
presente estudo, a espécie foi encontrada apenas na cavidade retal de apenas um
individuo em condicdes ex situ, 0 género bacteriano foi relatado em mosquitos do
género Aedes sp., como o Aedes albopictus, de distribuicdo global, potencial vetor
do virus da dengue, insetos podem fazer parte da alimentacdo de Leontopithecus

spp, conforme descrito anteriormente neste trabalho (KRAEMER et al., 2019).

5.2.3. Consideracdes gerais sobre a diversidade bacteriana

Informacdes sobre a diversidade bacteriana das cavidades oral e retal de
Leontopithecus chrysopygus sdo escassas na literatura, Moraes et al. (2004)
investigou a microbiota vaginal de Leontopithecus spp. em cativeiro, buscando
identificar seu papel potencial como fonte endégena de infec¢do. Ja em Carvalho et
al. (2014), o foco foi a microbiota fungica e bacteriana potencialmente oportunista
nas regibes do nariz, boca e anus de Leontopithecus chrysopygus, onde foram
encontrados 203 isolados bacterianos e 84 isolados fangicos, entre individuos de
vida livre e cativeiro, bactérias e leveduras foram identificadas bioguimicamente
através do uso do API®System (Biomerieux). Ponce-Alonso et al. (2016), revelaram
gue alguns géneros bacterianos sao muito semelhantes, como por exemplo, 0s

géneros Raoultella sp. e Klebsiella sp., encontrados também neste estudo, sendo
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impossivel distinguir ambos por técnicas bioquimicas convencionais, enquanto o
16S rRNA forneceu resultados inconclusivos, o MALDI-Tof identificou corretamente
esses géneros bacterianos. No presente estudo conforme ja descrito anteriormente,
utilizou-se como técnicas principais, a espectometria de massas MALDI-Tof e o
estudo do gene 16S rRNA. De acordo com o conhecimento até o momento, néo
foram encontrados relatos na literatura de Cronobacter sp., Delftia sp., Kocuria sp.,
Lysinibacillus sp., Neisseria sp., Paenibacillus sp., Raoultella sp. especificamente em
Leontopithecus chrysopygus, sendo estes reportados no presente estudo pela
primeira vez, este fato ndo significa que os achados séo peculiares nesses animais,
devido a escassez de informacdes a respeito do assunto. Nao houve crescimento de
Salmonella spp.

Alguns microrganismos encontrados neste estudo, como Klebsiella
pneumonia entre outros que foram discutidos anteriormente, podem indicar
possiveis riscos a saude desses animais e 0 comprometimento de futuros programas
de manejo, conservacao e até mesmo no monitoramento de animais cativos e de
vida livre. Por este motivo, é importante a triagem e estudo desses microrganismos e
suas possiveis consequéncias antes da tomada de qualquer decisdo, assim esse
trabalho pode auxiliar fornecendo subsidios para tais praticas.

Através da analise dos resultados em relacdo a categorizacdo das bactérias
encontradas em Gram-positivas e Gram-negativas, pode-se verificar um indicativo
de perfil diferenciado em animais in situ e ex situ, sendo que bactérias Gram-
positivas sdo mais frequentes em animais de vida livre e bactérias Gram-negativas
sdo mais frequentes em animais de cativeiro, contudo, maiores estudos e com
nameros amostrais semelhantes sdo necessarios. Essas diferencas constatam que
a acao humana e ambientes antropizados mudam a diversidade bacteriana desses
individuos e podem intensificar a contaminacdo ambiental com cepas com potencial
patogénico, as quais ndo se limitam somente a areas com maiores impactos da acao
do homem, porém, estando disseminadas em locais sem a acao direta dos mesmos.
Estes fatos, ressaltam a necessidade de estudos sanitarios durante todo o processo
de programas de soltura/realocacdo de animais selvagens, conforme relatado por
IOVINE (2016), em estudo realizado com Leontopithecus chrysomelas durante um

programa de translocacg&o no Brasil.
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Este estudo demonstrou a importancia da participacéo e engajamento de lugares
como zoologicos e programas de pés-graduacdes em instituicbes de ensino com a
pesquisa cientifica, esses locais possuem muitas vezes acesso a animais
ameacados de extincdo e de grande importdncia conservacionista e também
ressalta a importancia em manter cada vez mais areas protegidas, como Unidades
de conservacao (UCs), pois fatores antrépicos podem interferir na saide ambiental
dos ecossistemas como um todo. Politicas publicas para conservacdo do Meio
Ambiente devem ser pensadas com auxilio de profissionais que atuam na area
como: Zooldgicos e formados por Programas de Pés-Graduacdo, como o Programa
em Conservacdo da Fauna, que sdo profissionais formados na pratica com o

objetivo da Conservagéao.

6. CONCLUSOES

1. Foram encontrados 19 géneros bacterianos durante o desenvolvimento deste
estudo, sendo eles: Bacillus sp., Citrobacter sp., Cronobacter sp., Delftia sp.,
Enterobacter sp., Enterococcus sp., Escherichia sp., Klebsiella sp., Kocuria
sp., Lactococcus sp., Lysinibacillus sp., Micrococcus sp., Neisseria sp.,
Paenibacillus sp., Proteus sp., Pseudomonas sp, Raoultella sp.,
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp.

2. Cronobacter sp., Delftia sp., Kocuria sp., Lysinibacillus sp., Neisseria sp.,
Paenibacillus sp, foram relatados pela primeira vez neste estudo, segundo os
dados de literatura, em amostras de Leontopithecus chrysopygus.

3. De acordo com os resultados de variedade de géneros bacterianos obtidos
neste estudo, h& evidéncia das diferencas dos microrganismos mais
encontrados em animais de vida livre (in situ) e animais de cativeiro (ex situ).

4. Novos estudos, com aumento do numero amostral e igualitarios, séo
necessarios para comparacado dos mesmos e fortalecimento dos resultados.

5. Este estudo ampliou o conhecimento sobre a diversidade bacteriana em
Leontopithecus chrysopygys, subsidiando futuros estudos e acdes para

conservacao da espécie.

63



6. Bactérias com potencial patogénico foram encontradas, demonstrando a
importancia da identificacdo desses microrganismos para futuras praticas de
manejo e conservagao.

7. As amostras deste estudo sédo provenientes de uma colecdo de cultura de
microrganismos mantida na Fundacgéo Zooldgico de Sao Paulo, reforcando a
importancia dos Biobancos para estudos cientificos nas mais variadas areas,

seja saude animal, humana, biotecnologia, meio ambiente, entre outras.

8. Este estudo reforca a importancia e comprometimento com a pesquisa
cientifica em locais como Zoologicos e também da participacdo de
profissionais que atuam na area nas politicas publicas para a conservacgao da

fauna e do meio ambiente.
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8. ANEXOS

Anexo 1

Pré Reitoria comissao de Etica no Uso de Animais
u'FE-“IO’}.. .

@ . Universidade Federal de S&o Carles
5 Pesquisa

S30 Carlos, 19 de outubro de 2018

TERMO DE COMPROMISSO

Eu, Bruna Talita Fatoretto, CPF 368.906.488-03, responsavel pelo projeto intitulado: "Diversidade
bacteriana em cavidade oral e retal de mico-ledo-preto, Leontopithecus chrysopygus (MIKAN, 1823)",
declaro que:

a) li o disposto na Lei n 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizagao de
animais em ensino e/ou pesquisa, especialmente as Resolu¢cbes Normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagao Animal - CONCEA;

b) este estudo n&o é desnecessariamente duplicativo, possuindo mérito cientifico e a equipe participante
deste projeto/aula foi treinada e é competente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;

c) ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto.

Executor: Bruna Talita

Data:/i_ol/@ /_Q&/FO\/

Assinatura:

Responsavel: Brun

Data:ﬁ/ﬂ_olﬁ(g

Assinatura:

Rodovia Washington Luis, Km 235, Bairro Monjolinho - CEP 13565-905 S&0 Carlos/SP - tel: 55 (16) 3351-8028 / fax: 55 (16) 3351-8025
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 16h : e-mail: ceva@ufscar.br

81



Anexo 2

Ministério do Meio Ambiente - MMA
“il Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informaggo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Ntimero: 36838-1 l Data da Emissdo: 26/10/2012 17:13 Data para Revalidagao*: 25/11/2013

* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizacdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do relatdrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do fitular

Neme: Rodrigo Pinho Gomez lopez £ CPF: 289.629.738-39

Titulo do Projeto: Avaliagdo de patogenos de interesse & medicineg da conservagao cle Mico-lede-preto (Leontopithecus chrysopygus Mikan, 1823) no

Municipio de Buri - SP.

Nome da Institui¢ao : FUNDA¢EO PARQUE ZOOLoGICO DE 830 PAULO CNPJ: 60.888.573/0001-40

* |dentificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este documento (Autorizagdo para atividades com finalicade cientifica) foi expedido-com base na Instrugao Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadéo poders verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

internat (www.icmbio.gov.br/sisbio).

i 1 1]

= Pégina 4/4
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Anexo 3

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Numero: 65412-1 l Data da Emissao: 18/10/2018 15:40:07 Data da Revalidacao*: 18/10/2019

De acordo com o art. 28 da IN 03/2014, esta autorizacao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades
do projeto, mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatério de atividades a ser enviado por meio do
Sisbio no prazo de até 30 dias a contar da data do aniversario de sua emisséo.

Dados do titular

Nome: Irys Hany Lima Gonzalez CPF: 337.538.758-05

Cronograma de atividades

# |[Descricdo da atividade Inicio (més/ano) Fim (més/ano)

1 | Coleta e analise das amostras 10/2018 10/2020

Equipe

# |Nome Funcéo CPF Nacionalidade
1 | Patricia Locosque Ramos Analises microbioldégicas e moleculares 263.190.078-26 Brasileira

2 |Bruna Talita Fatoretto Analises microbiologicas e moleculares 368.906.488-03 Brasileira

3 | Caio Filipe da Motta Lima Coleta de amostras e analises de dados 368.199.448-02 Brasileira

Observacgoes e ressalvas

1

O titular de autorizacdo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislacdo vigente, ou quando da inadequagéo, omissdo ou

falsa descri¢do de infc ' que a expedicao do ato, podera, medi: decisdo motivada, ter a izaca licenca ou da pelo

ICMBio, nos termos da legislagao brasileira em vigor.

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territério nacional, que impliquem o deslocamento de recursos humanos e materiais, tendo por objeto

coletar dados, materiais, espécimes biolégicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada, obtidos por meio de recursos e técnicas que se
destinem ao estudo, a difus&o ou a pesquisa, estdo sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.

O titular de licenca ou autorizacdo e os membros da sua equipe deveréo optar por métodos de coleta e de captura direcionados, pre que possivel, ao grupo

taxondémico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforco de coleta ou captura que ndo p a viabili de populacdes do grupo

taxondémico de interesse em condicdo in situ.

Esta zagio NAO exime o p i titular e os de sua equipe da i de obter as previs em outros instrumentos legais, bem como do
consentimento do responsavel pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da unidade de conservacdo

estadual, distrital ou icipal, ou do proprietari ario, posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservacao federal cujo processo de regularizagdo
fundiaria encontra-se em curso.

Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugio Normativa ICMBio n° 03/2014 ou na Instrugio Normativa ICMBio n° 10/2010, no que especifica esta
Autorizagdo, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades cientificas ou didaticas no
ambito do ensino superior.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o p i titular desta izacdo devera a administracdo da unidade a fim de CONFIRMAR AS DATAS das

pedic as icoes para realizagao das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

Este documento nZo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a te do dnio genético existente no territorio nacional, na plataforma continental e

na zona econdmica excl ou ao conheci dicional iado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccéo e d i tecnoldgico. Veja

maiores informagdes em www.mma.gov.bricgen.

Este documento foi expedido com base na Instrucdo Normativa n° 03/2014. Através do cédigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidadao
podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cadigo de autenticacdo: 0654120120181018
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Anexo 4

Identificagcdao do

individuo CAD (ex Identificacdo Tipo de Resultado Metc?fiologia
situ) Isolado amostra utilizada
27098 4189 A Retal Streptococcus lutetiensis MALDI
4189 B Retal BGP GRAM
4189 C Retal Kocuria rhizophila MALDI
4189 D Retal CGP GRAM
4189 E Retal Escherichia coli MALDI
29597 4427 A Oral Neisseria sp. MALDI
4427 B Oral Neisseria sp. MALDI
4427 C Oral BGN GRAM
4427 D oral CBGN GRAM
4427 E oral Escherichia coli MALDI
4427 F retal Staphylococcus hominis MALDI
4427 G retal Proteus mirabilis MALDI
4427 H retal Proteus mirabilis MALDI
4427 | retal BGN GRAM
29653 4192 A retal Streptococcus lutetiensis MALDI
4192 B retal Escherichia coli MALDI
4192 C retal Escherichia coli MALDI
29697 550 A oral CGP GRAM
550 B oral BGP GRAM
550 C oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
550D retal Escherichia coli MALDI
550 E retal Escherichia coli MALDI
29791 4727 A oral Neisseria sp. MALDI
4727 B oral Raoultella ornithinolytica MALDI
4727 C oral Streptococcus sp. MALDI
4727 D oral Raoultella ornithinolytica MALDI
4727 E retal Escherichia coli MALDI
4727 F retal Escherichia coli MALDI
4727 G retal Escherichia coli MALDI
4727 H retal Escherichia coli MALDI
4727 | retal Escherichia coli MALDI
30168 4188 A retal Streptococcus lutetiensis MALDI
4188 B retal Kocuria rhizophila MALDI
4188 C retal Escherichia coli MALDI
4188 D retal Escherichia coli MALDI
30498 4187 A retal Escherichia coli MALDI
4187 B retal Escherichia coli MALDI
30518 4404 A retal CGP GRAM
4404 B retal CGN GRAM
4404 C retal Pseudomonas aeruginosa MALDI
4404 D retal Pseudomonas aeruginosa MALDI
4404 E retal Escherichia coli MALDI
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4404 F retal Streptococcus lutetiensis MALDI

4404 G retal Pseudomonas aeruginosa MALDI

4404 H retal Escherichia coli MALDI

4404 | retal Escherichia coli MALDI

4404 ) retal Escherichia coli MALDI

30595 4403 A retal CGP GRAM
4403 B retal NAO CRESCEU NAO CRESCEU

4403 C retal Neisseria perflava MALDI

4403 D retal Escherichia coli MALDI

4403 E retal Escherichia coli MALDI

4403 F retal Escherichia coli MALDI

4403 G retal Streptococcus lutetiensis MALDI

4403 H retal Escherichia coli MALDI

4403 | retal Escherichia coli MALDI

30596 4191 A retal Bacillus cereus MALDI

4191 B retal Raoultella planticola MALDI

4191C retal Escherichia coli MALDI

30774 3563 A retal Escherichia coli MALDI

3563 B retal BGP GRAM

3563 C retal Escherichia coli MALDI

3563 D retal Klebsiella sp. MALDI

4377 A retal Escherichia coli MALDI

4377 B retal Enterococcus faecium MALDI

4377 C retal Enterococcus sp. MALDI

4377 D retal Enterococcus cecorum MALDI

30775 3562 A retal Escherichia coli MALDI

3562 B retal Streptococcus lutetiensis MALDI

3562 C retal Escherichia coli MALDI

3562 D retal Klebsiella sp. MALDI

4376 A retal Escherichia coli MALDI

4376 B retal Enterococcus faecium MALDI

4376 C retal Enterococcus cecorum MALDI

4376 SS retal Citrobacter youngae MALDI

30899 4190 A retal Enterococcus faecalis MALDI

4190 B retal Bacillus sp. MALDI

4190 C retal Kocuria rhizophila MALDI

4190 D retal Delftia acidovorans MALDI

4190 E retal Escherichia coli MALDI

31074 4608 A retal Escherichia coli MALDI

4608 B retal Streptococcus sp. MALDI
4608 C retal NAO CRESCEU NAO CRESCEU

4608 D retal Proteus mirabilis MALDI

4608 E retal Escherichia coli MALDI

31075 4426 A oral CGP GRAM
4426 B oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU

4426 C oral Bacillus sp. MALDI
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4426 D oral Escherichia coli MALDI
4426 E retal CGP GRAM
4426 F retal Enterococcus faecalis MALDI
4426 G retal Escherichia coli MALDI
31076 4429 A oral BGP GRAM
Staphylococcus
4429 B oral epidermidis MALDI
4429 C oral Staphylococcus sp. MALDI
4429 D oral Escherichia coli MALDI
4429 E retal Escherichia coli MALDI
4429 F retal Escherichia coli MALDI
31260 2702 A oral Enterobacter cloacae MALDI
2702 B oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
2702 C oral Neisseria macacae MALDI
2702D oral BGN GRAM
2702 E oral Enterobacter cloacae MALDI
2702 F retal Cronobacter sakazakii MALDI
2702 G retal NAO CRESCEU NAO CRESCEU
2702 H retal BGP GRAM
2702 | retal Cronobacter sp. MALDI
2702 retal Enterobacter ludwigii MALDI
2702 K retal Citrobacter youngae MALDI
31261 2701 A oral Enterobacter cloacae MALDI
2701 8B oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
2701 C oral Neisseria sp. MALDI
2701D oral Escherichia coli MALDI
2701E oral Enterobacter cloacae MALDI
2701F retal Cronobacter sp. MALDI
2701 G retal Proteus mirabilis MALDI
2701 H retal Escherichia coli MALDI
27011 retal Escherichia sp. MALDI
31379 2703 A oral Escherichia coli MALDI
2703 B oral Neisseria sp. MALDI
2703 C oral Bacillus sp. MALDI
2703 D oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
2703 E oral Escherichia coli MALDI
2703 F oral Escherichia coli MALDI
2703 G retal Escherichia coli MALDI
2703 H retal Escherichia coli MALDI
2703 | retal Streptococcus lutetiensis MALDI
2703 retal Escherichia coli MALDI
2703 K retal Escherichia coli MALDI
2703 L retal Proteus mirabilis MALDI
4428 A oral Neisseria sp. MALDI
4428 B oral CGP GRAM
4428 C oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
4428 D oral Neisseria sp. MALDI
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4428 E oral Escherichia coli MALDI
4428 F oral Escherichia coli MALDI
4428 G retal BGN GRAM
4428 H retal Streptococcus sp. MALDI
4428 | retal Escherichia coli MALDI
4428 ) retal Escherichia coli MALDI
31380 2699 A oral Enterobacter sp. MALDI
2699 B oral Enterobacter cloacae MALDI
2699 C oral Neisseria sp. MALDI
2699 D oral Escherichia coli MALDI
2699 E oral Enterobacter ludwigii MALDI
2699 F retal Escherichia coli MALDI
2699 G retal Escherichia coli MALDI
2699 H retal CGP GRAM
2699 | retal Escherichia coli MALDI
2699 ) retal Escherichia coli MALDI
2699 K retal Proteus mirabilis MALDI
4725 A oral Neisseria sp. MALDI
4725 B oral CGN GRAM
4725 C oral CGP GRAM
4725 D oral CGP GRAM
4725 E oral Escherichia coli MALDI
4725 F retal Escherichia coli MALDI
4725 G retal BGP GRAM
4725 H retal Neisseria sp. MALDI
4725 | retal Escherichia coli MALDI
4725 retal Escherichia coli MALDI
31419 4722 A oral Neisseria sp. MALDI
4722 B oral Neisseria sp. MALDI
4722 C oral Escherichia sp. MALDI
4722 D oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
4722 E oral Escherichia coli MALDI
4722 F oral Escherichia coli MALDI
4722 G retal Escherichia coli MALDI
4722 H retal Escherichia coli MALDI
47221 retal Escherichia coli MALDI
4722 retal Escherichia coli MALDI
31420 4723 A oral Neisseria sp. MALDI
4723 B oral Neisseria sp. MALDI
4723 C oral Escherichia coli MALDI
4723D oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
4723 E oral Escherichia sp. MALDI
4723 F oral Escherichia sp. MALDI
4723 G retal Escherichia coli MALDI
4723 H retal Escherichia coli MALDI
4723 | retal Escherichia coli MALDI
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4723 ) retal Escherichia sp. MALDI
31583 4631 A retal Proteus mirabilis MALDI
46318 retal NAO CRESCEU NAO CRESCEU
4631C retal Escherichia coli MALDI
4631 D retal Escherichia coli MALDI
4631 E retal Escherichia coli MALDI
31584 4632 A retal BGP GRAM
4632 B retal Enterococcus faecalis MALDI
4632 C retal Staphylococcus aureus MALDI
4632 D retal BGN GRAM
4632 E retal Pseudomonas lundensis MALDI
4632 F retal Klebsiella pneumoniae MALDI
4632 H retal BGP GRAM
4877 A retal Proteus mirabilis MALDI
4877 B retal Proteus mirabilis MALDI
4877 C retal Escherichia coli MALDI
4877 D retal Proteus mirabilis MALDI
4877 E retal Escherichia coli MALDI
Anexo 5
Identificacao do Identificacdo Tipo de Metodologia
individuo (cin situ) Isoladtf anl'noostra Resultado utiIizadag
Animal 12 M101 oral Staphylococcus aureus MALDI
M102 oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
M103 oral Staphylococcus sp. MALDI
M1R1 retal Bacillus cereus MALDI
M1R2 retal Neisseria sp. SEQUENCIAMENTO
M1R3 retal Lysinibacillus sp. MALDI
M1R4 retal Lysinibacillus sp. MALDI
Animal 2A M201 oral Staphylococcus sp. MALDI
M202 oral Neisseria sp. SEQUENCIAMENTO
M203 oral Bacillus sp. SEQUENCIAMENTO
M204 oral Pseudomonas stutzeri MALDI
M2R1 retal Bacillus sp. SEQUENCIAMENTO
M2R2 retal Staphylococcus aureus MALDI
M2R3 retal Enterococcus faecalis MALDI
M2R4 retal Bacillus subtilis MALDI
M2R5 retal Staphylococcus aureus MALDI
Animal 3A M301 oral Bacillus sp. MALDI
M302 oral Bacillus thuringiensis MALDI
M303 oral Bacillus thuringiensis MALDI
M3R1 retal Enterococcus sp. SEQUENCIAMENTO
M3R2 retal Enterococcus sp. MALDI
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M3R3 retal Lysinibacillus sp. MALDI
M3R4 retal Bacillus mycoides MALDI
Animal 4A M401 oral Pseudomonas stutzeri MALDI
M402 oral NAO CRESCEU NAO CRESCEU
M403 oral Paenibacillus sp. MALDI
M4R1 retal Micrococcus sp. MALDI
M4R2 retal Lactococcus lactis MALDI
MA4R3 retal Bacillus sp. SEQUENCIAMENTO
M4R4 retal Lactococcus lactis MALDI
Animal 5A M501 oral Staphylococcus sp. MALDI
M502 oral Staphylococcus sp. MALDI
M5R1 retal Bacillus sp. MALDI
M5R2 retal CGP GRAM
animal 1 Alll retal Lactococcus sp. MALDI
All2 retal Staphylococcus sp. MALDI
All3 retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
All4 retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A1l5 retal Enterobacter aerogenes MALDI
animal 2 A211 retal Staphylococcus sciuri MALDI
A212 retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A213 retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A214 A retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A214 B Retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
animal 3 A3ll Retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A3I12 Retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A3I3 Retal Staphylococcus sp. SEQUENCIAMENTO
A3I3A Retal Staphylococcus sp. MALDI
A3I3B Retal CGP GRAM
A3l4 Retal BGN GRAM
A3I5A Retal Bacillus sp. SEQUENCIAMENTO
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Anexo 6
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Matriz de similaridade obtida a partir de alinhamento de sequencias geradas para o género Bacillus
sp. usando o modelo distancia p.
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Anexo 7

M3R1

AJ301830.1_Enterococcus_faecium 0,02636

AB012212.1_Enterococcus_faecalis 0,04252 0,03656

AF061009.1_Enterococcus_cecorum 0,04762 0,05102 0,05272

JX948102.1_Enterococcus_alcedinis 0,04592 0,04422 0,04167 0,04932

KR827627.1_Enterococcus_bulliens 0,04082 0,03486 0,03997 0,03912 0,02891

AF335596.2_Enterococcus_villorum 0,02721 0,00765 0,03571 0,04932 0,03997 0,03146
MF326566.1_Enterococcus_wangshanyuanii - 0,03401 0,02806 0,02551 0,05442 0,04592 0,04337 0,02721
Y17302.1_Enterococcus_hirae 0,02381 0,00595 0,03401 0,04847 0,04252 0,03571 0,00680 0,02296
AY943820.1_Enterococcus_caccae 0,03486 0,03061 0,02636 0,05442 0,04507 0,04167 0,03146 0,00765 0,02891
X80725.1_Escherichia_coli 023384 023724 023810 0,24235 0,23810 0,23554 023980 0,23724 0,23554 0,23639

Matriz de similaridade obtida a partir de alinhamento de sequencias geradas para o género
Enterococcus sp. usando o modelo distancia p.

Anexo 8

M1R2

M202 0,00248
NR_118659.1_Neisseria_macacae 0,04125 0,04043
HF558366.1_Neisseria_perflava 0,03300 0,03218 0,02475

JN175351.1_Neisseria_meningitidis 0,03383 0,03300 0,02970 0,02228
NR_026079.2_Neisseria_gonorrhoeae  0,04455 0,04373 0,04043 0,03135 0,01403

NR_121688.1_Neisseria_sicca 0,04125 0,04043 0,00248 0,02475 0,02970 0,04125

AJ239288.1_Neisseria_animalis 0,04538 0,04455 0,04290 0,02888 0,03630 0,04373 0,04290
AJ239291.1_Neisseria_subflava 0,03795 0,03713 0,01898 0,00825 0,02558 0,03548 0,01898 0,03053
DQO06843.1_Neisseria_zoodegmatis  0,04703 0,04620 0,04043 0,03300 0,03630 0,04290 0,04043 0,04208 0,03135
X80725.1_Escherichia_coli 0,18482 0,18234 0,18399 0,18399 0,18894 0,19059 0,18317 0,18482 0,18234 0,18234

Matriz de similaridade obtida a partir de alinhamento de sequencias geradas para o género
Enterococcus sp. usando o modelo distancia p.
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Anexo 9
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Matriz de similaridade obtida a partir de alinhamento de sequencias geradas para o género
Staphylococcus sp. usando 0 modelo distancia p.



