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RESUMO

Medicina da Conservagdo (One world, One health) é a &rea da ciéncia que
compreende o estudo das doencas que resultam da interacdo entre o homem,
animais e meio ambiente. Dentre as bactérias com potencial zoon6tico encontram-se
Escherichia coli e Salmonella spp., empregadas também como medidas de
contaminacdo ambiental e/ou acdo antrépica. O objetivo deste trabalho foi a
pesquisa de E. coli patogénicas e Salmonella spp., e sua resisténcia a
antibacterianos, em mamiferos selvagens capturados em quatro diferentes areas
naturais brasileiras. Foram coletados swabs retais de 66 animais de diferentes
espécies, processados segundo protocolos ja estabelecidos para o isolamento de E.
coli e Salmonella. As cepas foram analisadas quanto a resisténcia a antimicrobianos
de acordo com padronizacdo internacional. Para as E. coli, foram pesquisados,
através de PCR, genes referentes as cepas diarreiogénicas, EXPEC e grupos
filogenéticos. Foram isoladas quatro cepas de Salmonella enterica, sorotipos
60:r:e,n,z15, Belem, Newport e Carrau, sendo este ultimo multirresistente. Oitenta e
seis cepas de E. coli foram isoladas e as provenientes de animais do Parque
Estadual da Cantareira (S&o Paulo) apresentaram pelo menos um dos genes
pesquisados; 51,5% e 35,0% dos isolados dos animais, respectivamente, de
Nhecolandia (Pantanal) e Parque Estadual da Serra da Tiririca/Reserva Ecologica
Darcy Ribeiro (Rio de Janeiro), ndo apresentaram 0s genes pesquisados, sendo 20
o percentual de cepas negativas em Santa Isabel do Rio Negro (Amazdnia). O grupo
filogenético B1 foi prevalente entre os isolados (42,0%). Acima de 50,0% das cepas
isoladas de todos os locais foram resistentes a antimicrobianos, especialmente j-
lactamicos, onde quatro cepas de E. coli obtidas de animais do Parque Estadual da
Cantareira, local com alta acdo antropica, apresentaram multirresisténcia. A intensa
acdo humana pode levar a contaminagdo ambiental por cepas resistentes e/ou com
potencial patogénico que, por sua vez, podem ser transmitidas para 0s animais

selvagens.

Palavras-chave: Escherichia coli, Salmonella, animais selvagens, resisténcia a

antimicrobianos, genes de viruléncia, grupos filogenéticos



ABSTRACT

Conservation Medicine (One World, One Health) is the area of science that involves
the study of diseases resulted from the interaction among man, animals and the
environment. Escherichia coli and Salmonella spp. are among the bacteria with
zoonotic potential, which can also be used as a measurement of environmental
contamination and/or anthropogenic activities. The objective of this study was the
detection of pathogenic E. coli and Salmonella spp. as well as the resistance to
antibacterial in mammals captured in four different natural areas of Brazil. Rectal
swabs were collected from 66 animals of different species, and were processed
according to established protocols for E. coli and Salmonella isolation. The strains
were analyzed for the resistance to antibacterial according to international standards.
For E. coli it was screened by PCR, genes related to diarrheagenic strains, EXPEC
and phylogenetic groups. Were isolated four strains of Salmonella enterica, serotype
60: r: e, n, z15, Belem, Newport and Carrau, the latest being MDR. Eighty-six strains
of E. coli were isolated and all animals from Cantareira State Park (Sao Paulo) had at
least one gene; 51,5% and 35,0% from the isolated animals, respectively, of
Nhecolandia (Pantanal) and Serra da Tiririca State Park/Ecological Reserve Darcy
Ribeiro (Rio de Janeiro), showed no genes surveyed, 20 percentage of negative
strains in Santa Isabel do Rio Negro (Amazon). The phylogenetic group B1 was the
most prevalent among the isolates (42,0%). Over 50,0% of the strains isolated from
all sites were resistant to antibacterial, especially B-lactams, which four strains of E.
coli obtained from animals in Cantareira State Park, local with high anthropic action,
showed multidrug resistance. It is concluded that the intense human action can lead
to environmental contamination caused by resistant strains and/or pathogenic

potential which, in turn, can be transmitted to wild animals.

Keywords: Escherichia coli, Salmonella, wild animals, antibacterial resistance,

virulence genes, phylogenetic groups



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1.: Mapa do Brasil, em destaque vistas aéreas das regides de A- Santa Isabel
do Rio Negro (SIRN) - Amazobnia; B- Parque Estadual da Serra da Tiririca e a
Reserva Ecologica Darcy Ribeiro PEST/REDR) — Rio de Janeiro; C- Nhecolandia
(NHE) — Mato grosso do Sul; D- Parque Estadual da Cantareira (PEC) — Séo

Figura 2.: Arvore dicotdmica para classificacdo filogenética de E. coli, através da
utilizacdo de resultados de PCR para os genes chuA e yjaA e para o fragmento
TspE4.C2 (Fonte: Clermont et al., 2000)........uuuiiiiieiiiiiiieeeeeeeeee e 25

Figura 3.: NUmero absoluto de cepas positivas para 0s respectivos genes de
viruléncia, isoladas dos animais selvagens, capturados em diferentes sitios
geogréficos (SIRN; NHE; PEST/REDR; PEC)........cuiiiiiiiiiiiiieeiiiiieee e 27

Figura 4.: Percentual de cepas pertencentes aos respectivos grupos filogenéticos,
isoladas dos animais selvagens, capturados em diferentes sitios geograficos (SIRN;
NHE; PEST/REDR; PEC)....uiiiiiiiiiiiiiiie ettt e e snsnen e e e e snnneeeaens 33

Figura 5.: Percentual de cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos, isoladas

de animais selvagens dos quatro biomas estudados.............cccceeeeeiiiiiieeeeeeeeieeeeeeeiinns 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1.: Origem, espécie animal, sorotipo e resisténcia a antimicrobianos de cepas

de Salmonella enterica obtidas de animais selvagens.............cccccovviiiiiiiiiiiiiiiiieenn. 26

Tabela 2.: Presenca de genes de viruléncia, grupo filogenético e sensibilidade aos

antimicrobianos em cepas de E. coli isoladas de animais selvagens........................ 28

Tabela 3.: Comparacdo entre os biomas estudados em relacdo a resisténcia e
marcadores de viruléncia das cepas de E. coli obtidas dos animais

SEIVAGENS. ...ttt e e e e e e e e e e e e na e e e 33

Tabela 4.: Multirresisténcia em cepas de E. coli isoladas de animais selvagens do

PEC e sua relacdo com genes de viruléncia e grupo filogenético..............cccoeceeee. 35



LISTA DE QUADROS

Quadro 1.: Espécies animais amostradas em suas respectivas areas de colheita e

biomas, as licencas ambientais e a acdo antroépica exercida nessas

Quadro 2.: Sequéncia, tamanhos dos amplificados e temperatura de anelamento dos

iniciadores para a pesquisa de E. coli patoOgéniCas............cceeeeeiiieeieeeiieeeieeeeeeeiiiininnns 23

Quadro 3.: Sequéncia de cada iniciador para a pesquisa de grupos
FIIOGENELICOS. ... ettt e e e e e e e et e e e e e s be e e e e e e anes 24



LISTA DE ABREVIATURAS

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute
ColV — colicina V

DAEC - difusamente aderentes Escherichia coli
EAEC — enteroagregativas Escherichia coli

E. coli — Escherichia coli

EHEC — enterohemorragicas Escherichia coli
EIEC - enteroinvasivas Escherichia coli

EPEC - enteropatogénicas Escherichia coli
ETEC - enterotoxigénicas Escherichia coli
EXPEC - Extraintestinal pathogenic E. coli

FV — fator de viruléncia

ITU — infec¢do do trato urinario

NHE — Nhecolandia

PAI — ilha de patogenicidade

PCR - Polimerase Chain Reaction

PEC — Parque Estadual da Cantareira

PEST/REDR - Parque Estadual da Serra da Tiririca e a Reserva Ecologica Darcy
Ribeiro

SHU — sindrome hemolitica urémica
SIRN — Santa Isabel do Rio Negro

STEC - Escherichia coli produtora da toxina de Shiga



SUMARIO

1. REVISAO DE LITERATURA .....ooi oottt eee e 11
2 N 270516107 T 16
3. MATERIAIS E METODOS......coiiiiee ettt 18
3.1. Regibes de colheita de material e espécies de animais amostradas........... 18
3.2. Processamento das amMOSIIAS .. ......uuiiieeeiieiieiiiiiie e e e e e eeeeaiin e e e e e e e eeeeannes 20
3.2.1. Isolamento e identificacdo de E. COli......cccoeveeeiiiiiiiiiiiiiiiieccceece e 20
3.2.2. Isolamento e identificagdo de Salmonella SppP. .......evvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 21

3.3. Teste de sensibilidade a antimicrobianos...........ccccccvvviviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 21
3.4. Pesquisa de fatores de viruléncia (FV) em isolados de E. coli..................... 22
3.5. Classificacdo dos Isolados de acordo com os grupos filogenéticos............. 24
A, RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e eanes 26
5. DISCUSSAD ..ottt sttt 36

B. REFERENCIAS .ot 44



11

1. REVISAO DE LITERATURA

Uma das importantes areas que emergiram na ultima década como objeto de
preocupacdo e investigacdo cientifica é a da Medicina da Conservacao,
compreendendo o estudo das doencgas resultantes da interacao entre o homem, os
animais e o meio ambiente, surgindo o conceito One world, One health. O
crescimento da populacdo humana, a degradacdo ambiental, a contaminacdo da
agua e do solo sdo questdes que se imbricam e se somam na ocorréncia de
patbgenos que podem acometer esses trés elos, tendo os animais selvagens grande
importancia nesse processo, seja como sentinelas de doencas infecciosas,
parasitarias ou decorrentes da contaminacédo ambiental por substancias toxicas, seja
como transmissores de alguns patégenos (WEINHOLD, 2003; RABINOWITZ et al.,
2009; SIEMBIEDA, et al., 2011; TOMPIKINS et al., 2011).

Devido a capacidade inerente a alguns patdégenos, de parasitarem diferentes
hospedeiros, alteragcbes ambientais promovidas pela acdo antrépica podem causar
perturbacdes no ecossistema, modificando a disponibilidade dos patégenos e
vetores e a susceptibilidade dos hospedeiros, podendo levar, indiretamente, a
disseminacéo de doencas (FRIGGENS; BEIER, 2010; TOMPIKINS et al., 2011).

Dentre as bactérias, com potencial zoonético, que podem servir também
como medidas de contaminacdo ambiental e/ou ac¢do antrépica, encontram-se a
Salmonela spp. e a Escherichia coli (CARVALHO, 2007). Ambas pertencem a familia
Enterobacteriaceae e estdo relacionadas tanto a gastroenterites como a processos
sistémicos no homem e animais (KAPER et al., 2004; HOELZER et al., 2011).

A Salmonella spp. é considerada um patdégeno primario, e 0s animais e 0s
humanos podem carrea-la sem que apresentem qualquer sinal clinico de doenca,
possibilitando sua disseminacao. A ocorréncia de situacfes que levam a quebra da
imunidade pode resultar no desenvolvimento de diversas manifestagbes clinicas
como, enterites, abortamento e septicemias (RUNKEL et al., 1991; JIJON et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2010).

Autores de diferentes paises tém demonstrado que répteis, aves e mamiferos
de vida livre podem albergar Salmonella spp., inclusive de sorotipos frequentemente
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encontrados como agentes de doenca humana (LEE et al., 2011; FOTI et al., 2011,
SANCHEZ-JIMENEZ et al., 2011)

A disseminacdo de sorotipos de Salmonella spp. oriundos de animais
selvagens para os animais domésticos ocorre devido a proximidade destes grupos
de animais, compartiihando o mesmo ambiente, com possivel ocorréncia da via
inversa. A infeccdo, principalmente de animais de produgdo, pode levar a
contaminacdo de suas carcagas e, por consequéncia, a infeccdo humana; da
mesma forma, animais de producdo podem contaminar o solo e a agua utilizada
para a manutencao da vida selvagem contribuindo na disseminacéo desse patégeno
no ambiente (LEJEUNE et al., 2004; JIJON et al., 2007).

As Escherichia coli sdo consideradas comensais intestinais do homem e de
outros animais de sangue quente, porém, cepas com potencial patogénico, que
surgiram durante o processo evolutivo da espécie, apresentam fatores de viruléncia
(FV) e sao capazes de causar tanto doencas entéricas como extraintestinais
(KAPER et al., 2004; SMITH et al., 2007; BELANGER et al., 2011).

As E. coli diarreiogénicas sao subdivididas em seis categorias:
enteropatogénicas (EPEC), enterohemorragicas (EHEC), enterotoxigénicas (ETEC),
enteroagregativas (EAEC), enteroinvasivas (EIEC) e difusamente aderentes (DAEC)
(NATARO ; KAPER, 1998), devendo-se enfatizar que as EPEC e as EHEC tém sido
relacionadas ao homem e aos animais selvagens, merecendo destaque do ponto de

vista da Medicina da Conservacao.

As EPEC sao importante causa de diarreia e mortalidade em criangas
menores de um ano, em paises em desenvolvimento. Essas tém, como ponto
central de sua patogénese, a capacidade de ocasionar a lesdao “attaching and
effacing”, relacionada ao gene eae (NATARO; KAPER, 1998; CHANDRA et al.,
2012). Em relagcédo aos animais selvagens, E. coli com capacidade de “aftaching and
effacing” tem sido caracterizada como agente etiolégico de doenca em primatas ndo
humanos (MANSFIELD et al., 2001; CARVALHO et al., 2003) tendo sido também
isolada de animais de vida livre sadios, como aves, cervideos e ledes marinhos (OH
et al., 2011; CARRASCO et al., 2011; OBWEGESER et al., 2012).
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As EHEC sdo um subgrupo das STEC (E. coli produtora da toxina de Shiga) e
uma das categorias mais estudadas, pois podem resultar em doencas graves como
colite hemorragica e/ou sindrome hemolitica urémica (SHU), doenca com elevado
indice de fatalidade para o homem, especialmente criancas, idosos e
imunodeficientes (MORA et al., 2004). Apresentam alguns marcadores de viruléncia,
entre eles os genes eae (ligado a capacidade de produzir a lesdo de “attaching and
effacing”, ocasionando alteracdo no citoesqueleto da célula epitelial) e stx1l/stx2

(genes que codificam a producao de toxinas de Shiga).

Na literatura, encontram-se estudos demonstrando que 0s ruminantes,
principalmente o gado bovino, sdo considerados hospedeiros naturais, pois cepas de
EHEC sao encontradas em fezes de animais sadios (NATARO ; KAPER, 1998;
RAMACHANDRAN et al.,, 2003). Autores tém demonstrado a presenca desse
patdgeno em animais selvagens, alguns deles vivendo em proximidade com o gado
bovino. Doenca humana ja foi relacionada a ingestdo de carne de caca, sugerindo
que animais selvagens possam ser hospedeiros desses patdgenos (SANCHEZ et
al., 2010).

As cepas de E. coli envolvidas em processos fora do sitio intestinal recebem a
designacao genérica de ExPEC (“Extraintestinal pathogenic E. coli”’) (RUSSO;
JOHNSON, 2000). Dentre as doencas extraintestinais destacam-se as infeccéo
urinarias, pneumonias, meningites e septicemias (SMITH et al., 2007; CARVALLO et
al., 2010; CARVALHO et al., 2012).

Para que essas bactérias se disseminem para outros sitios no hospedeiro,
séo necessarios FV, entre eles adesinas, sideroforos, fatores de evasédo do sistema
imune, toxinas, entre outros, codificados em ilhas de patogenicidade cromossomal
e/ou em plasmideos (POLLARD et al.,, 1990; LE BOUGUENEC et al.,, 1992;
JOHNSON; STELL, 2000).

Estudos demonstram o isolamento de E. coli capaz ocasionando infecgao
extraintestinal, em animais de producéo, de companhia, selvagens e humanos, onde

algumas cepas séo comuns entre 0os hospedeiros, o que evidencia a transmisséo do
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homem para animais e vice-versa, tendo o ambiente como possivel via para essa
transmisséo (BELANGER et al., 2011).

S&o0 escassos os relatos de EXPEC causando doengas em animais selvagens
(CARVALLO et al., 2010; CARVALHO et al., 2012), embora doencgas extraintestinais,
com o isolamento de E. coli, tenham sido publicados (SCIMECA et al., 1990;
NDUNG'U et al., 2003; OROS et al., 2004). Em relacdo aos animais de vida livre,
estudos do grupo publicados monstram que aves selvagens de ambientes insulares
albergam cepas de EXPEC com alto potencial patogénico para animais e homem,
além de apresentarem niveis elevados de resisténcia a antimicrobianos

(CARVALHO, comunicacéo pessoal).

A diversidade genética dentro da espécie E. coli e a observacdo de que os
diferentes pat6tipos apresentam perfis de viruléncia distintos, proporcionou a busca
de técnicas que possibilitassem a classificacdo de grupos filogenéticos e a
diferenciacdo entre as cepas comensais e patogénicas (CLERMONT et al., 2000).
Andlises filogenéticas realizadas tém demonstrado que as E. coli podem ser
classificadas em quatro grupos filogenéticos principais: A, B1, B2 e D, em que as
cepas patogénicas, especialmente as que causam doenca extraintestinal, pertencem
ao grupo B2 e, em menor grau, ao D, enquanto cepas comensais ou menos
virulentas aos grupos A e B1 (SCHIERACH et al., 2008).

Os antibacterianos sdo as drogas mais indicadas para o tratamento de
doencas bacterianas, porém a sua utilizacdo indiscriminada nas ultimas décadas
resultou na disseminacéo de resisténcia, tanto em bactérias presentes nos hospitais

como em isolados da comunidade e do ambiente (NEGREANU et al., 2012).

A eliminacdo de lixo, esgoto e dejetos humanos e de animais domesticos,
especialmente animais de criagao, cuja utilizacado de antimicrobianos como profilaxia
de doengcas e promotores de crescimento € pratica comum, pode levar a
contaminacdo de ambientes naturais por cepas patogénicas ou nao, resistentes a
antimicrobianos (SAYAH et al., 2005; DELSOL et al., 2010). A utilizacao de excretas

de animais de criagdo como fertilizantes favorecem a contaminagcdo ambiental, além
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das fontes de agua, possibilitando maior transmissdo de bactérias resistentes
(BLANCO et al., 2009).

A resisténcia a antimicrobianos em bactérias isoladas da agua e do solo pode
aumentar com o0 impacto antropogénico, uma vez que a pressao seletiva exercida
pelas préaticas acima descritas pode auxiliar na selecdo de cepas que ja
apresentavam resisténcia natural, ou ainda, favorecer a ocorréncia de transferéncia
da resisténcia entre as bactérias (SAYAH et al.,, 2005; DELSOL et al., 2010). Por
iSso, 0s ambientes aquaticos e terrestres podem servir como meio de disseminagao
dessas cepas resistentes e 0s animais selvagens podem fazer parte desse ciclo
(NEGREANU et al., 2012).

E. coli, sendo a principal enterobactéria presente no conteddo intestinal, tem
sido frequentemente utilizada como indicador de resisténcia a antibidticos em uma
dada populacdo animal e/ou espaco geografico (GUENTHER et al.,, 2010).
Ambientes onde o adensamento humano permite a proximidade de areas urbanas e
naturais, ou locais onde animais selvagens convivem com animais domeésticos sao
importantes sitios de investigacdo sobre a presenca de patégenos com potencial

zoonotico e/ou resistentes a antibioticos (GUENTHER et al., 2011).

Poucas sdo as pesquisas que tém como foco o estudo da interface entre
animais selvagens, domésticos e humanos, no tocante a patdégenos com potencial
zoonotico e/ou resisténcia a antibioticos. A pesquisa de patdégenos especificos em
animais selvagens capturados nessas areas naturais, pelas caracteristicas acima

referidas, pode se prestar a este objetivo.
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2. INTRODUCAO

A diminuicdo do habitat natural dos animais selvagens, observada nas ultimas
décadas, como consequéncia do desmatamento, queimadas e crescimento
populacional, resultou no aumento da interagdo entre esses e 0s homens,
acarretando na possivel transmissdo de patdgenos entre estes. Além do contato
direto, a contaminacdo do solo e agua, principalmente pela acdo antrépica, pode
disseminar pelo meio ambiente agentes infecciosos (RABINOWITZ et al.,, 2009;
SIEMBIEDA, et al., 2011; TOMPIKINS et al., 2011).

Dentre as bactérias com potencial zoonético esta a Escherichia coli, espécie
que pode ser dividida em cepas comensais e patogénicas, e a Salmonella spp.,
considerada patdgeno priméario (CARVALHO, 2007).

O género Salmonella apresenta duas espécies, a S. enterica e S. bongori,
ambas capazes de invadir as células hospedeiras, porém s6 a S. enterica tem a
capacidade de se disseminar sistemicamente (LAN et al., 2009). A disseminacgéo de
sorotipos de Salmonella oriundos de animais selvagens para os animais domésticos
e homem, e vice-versa, pode advir da contaminacdo do solo e da agua, contribuindo
para a disseminacdo deste patdgeno no ambiente (LEJEUNE et al., 2004; JIJON et
al., 2007).

A aquisicdo de genes de viruléncia por amostras originalmente comensais de
E. coli resultou em cepas patogénicas, e levou ao surgimento de sindromes
intestinais e extra-intestinais. Portanto, a pesquisa desses genes € uma ferramenta
importante para a caracterizagao dos isolados (KAPER et al., 2004; SMITH et al.,
2007; BELANGER et al., 2011). Além disso, as E. coli podem ser classificadas em
quatro principais grupos filogenéticos, A, B1, D e B2, sendo que a maioria das cepas
com potencial patogénicos se enquadra principalmente nos grupos B2 e D
(CLERMONT et al., 2000; SCHIERACH et al., 2009).

Outra medida indireta da acao antropica no meio ambiente € a resisténcia a
antibacterianos observada em cepas isoladas de animais selvagens. Esta pode ser
resultado da utilizacdo dessas drogas como profilaxia de doencas e promotor de
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crescimento em criagdo de animais, além do seu uso indiscriminado em Saude
Publica, onde o principio ativo pode contaminar o meio ambiente através de dejetos
(SAYAH et al., 2005; DELSOL et al., 2010; NEGREANU et al., 2012).

Foi objetivo do presente trabalho, a pesquisa de E. coli patogénica e
Salmonella spp., e sua resisténcia a antibacterianos, em mamiferos selvagens

capturados em diferentes areas naturais brasileiras.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Regides de colheita de material e espécies de animais amostradas

Para a realizacé&o da pesquisa foram colhidas amostras de animais selvagens,
em quatro diferentes regides (figura 1 e quadro 1).

Foram coletados dois swabs retais de 66 animais. Todos os animais foram
contidos quimicamente para a colheita dos materiais, de acordo com o0s protocolos
utilizados pelos responsaveis das parcerias recomendados para cada espécie, e

autorizado pelas licencas ICMBIO/SISBIO, minimizando o estresse para 0S mesmos.
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Quadro 1. Espécies de animais amostradas em suas respectivas areas de colheita e biomas, as licengas ambientais e a agdo antropica exercida nessas

areas
LOCAL Municipios/ Bioma Sitio de Colheita Acao antropica | No. de amostras/ Espécie Licengas
Estado no local animal
Parque Estadual da | S&o Paulo, Mata Nucleo Pedra Alta 10 quatis (Nasua nasua), 3 ICMBIO, SISBIO n°
Cantareira (PEC) | Caieiras, Atlantica | Branca e Niicleo gambas (Didelphis 15097-1
Mairiporé e Cabucu marsup/al/s)31 cuica
Guarulhos/ SP (Monodelphis domestica)
Nhecolandia Aquidauana/ Pantanal Sub-regido Mediana 12 tatus-canastra (Priodontes | ICMBIO, SISBIO n°
(NHE) Mato grosso do Nhecolandia maximus), 1  tatu-rabo-mole | 27587-3
Sul (Cabassous unicinatus), 4 tatu-
peba (Euphractus sexcintus)
Santa Isabel do Rio | Santa Isabel do | Floresta Nao informado Baixa 18 morcegos de diferentes ICMBIO, SISBIO n°
Negro (SIRN) | Rio Negro/ Amazénica espécies’, 3 roedores (2 27923-4
Amazonas Dermacrina gnoma, Oecomys
sp.), 1 marsupial (Metachirus
sp.)
Parque Estadual da | Niterdi, Maricae | Mata N&o informado Mediana 13 micos ledo da cara dourada ICMBIO, SISBIO n°
Serra da Tiririca e a | Sdo Gongalo/ | Atlantica (Leontophitecus chrysomelas) | 30939

Reserva Ecoldgica
Darcy Ribeiro
(PEST/REDR)

Rio de Janeiro

"Lophostoma sp., Molossus molossus, Glossophaga sorina, Desmodontinae sp., Mesophylla macconnelli, Tonatia saurophilla, Dermacrina gnom

Fonte: Autora, 2013
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Figura 1. Mapa do Brasil, em destaque vistas aéreas das regies de A- Santa Isabel do Rio Negro
(SIRN) - Amazobnia; B- Parque Estadual da Serra da Tiririca e a Reserva Ecoldgica Darcy Ribeiro
PEST/REDR) — Rio de Janeiro; C- Nhecolandia (NHE) — Mato grosso do Sul; D- Parque Estadual da
Cantareira (PEC) — S&o Paulo

Fonte: Autora, 2013

3.2.Processamento das amostras

3.2.1. Isolamento e identificacdo de E. coli

Para a pesquisa de E. coli o swab retal foi semeado em agar MacConkey

(Difco™), sendo a caracterizacdo das cepas realizada de acordo com as técnicas
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rotineiras de identificacdo bioquimica (KONEMAN, 1997), incluindo os kits EPM,
MILi, Citrato (Probac™). Apés isolamento e identificagdo, as cepas foram
congeladas a -70°C, em caldo BHI (Difco™) acrescido de partes iguais de glicerol a
80% para posterior caracterizacdo genotipica e teste de susceptibilidade a

antimicrobianos.

3.2.2. Isolamento e identificacdo de Salmonella spp.

O swab para pesquisa de Salmonella spp. foi inoculado em agua peptonada
tamponada, incubada por 24h a 37°C. Uma aliquota de 1,0 mL foi transposta para
9,0 mL de caldo Tetrationato (Difco™) e incubada por 24h a 42°C. Apds essa agao,
semeou-se em meio agar XLT4 (Oxoid™) e incubou-se por 24h a 37°C (MICHAEL et
al., 2003). O processo foi finalizado com a identificacdo das colénias sugestivas de
Salmonella spp. através das galerias de identificacdo API (BioMerieux™) e posterior
sorotipagem em centro de referéncia (Instituto Adolfo Lutz). Apds isolamento e
identificacdo das cepas, as mesmas foram congeladas a -70°C, utilizando o0 mesmo
procedimento descrito para E. coli, para posterior teste de susceptibilidade a

antimicrobianos.

3.3.Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Foram testados 86 isolados de E. coli e quatro isolados de Salmonella spp. A
susceptibilidade aos antimicrobianos seguiu a técnica de difusdo em placa, segundo
o0 preconizado por Kirby & Bauer, tendo como pardametros a padronizagédo
internacional (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b). Foram consideradas multirresistentes,
cepas resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos (SCHWARTZ et al.,
2010). Os antimicrobianos testados foram: B-lactamicos - Amoxicilina 30 ug (AMO),
Ampicilina 10 ug (AMP), Cefalexina 30 pg (CFE), Cefoxitina 30 pg (CFO), Ceftiofur
30 pg (CTF); Quinolona - Ciprofloxacina 5 ug (CIP), Enrofloxacina 5 ug (ENO);
Anfenicol - Cloranfenicol 30 ug (CLO); Sulfonamida - Sulfametaxazol - trimetropim 25
Mg (STX); Aminoglicosideo - Estreptomicina 10 ug (EST), Gentamicina 10 ug (GEN);
Tetraciclina 30 pg (TET) (Cefar™).
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3.4.Pesquisa de fatores de viruléncia (FV) em isolados de E. coli

Para a investigagdo de marcadores de viruléncia nas cepas de E. coli,
utilizou-se a técnica de “Polimerase Chain Reaction” (PCR). Foram pesquisados os
genes eae, stxl e stx2, relacionados as cepas diarreiogénicas (GANNON et al.,
1993; OLSVIK et al., 1991) e os genes sfa, papC, papEF, iucD, malX, cvaC, hly,
fyuA, traT e cnfl relacionados as cepas patogénicas extraintestinais (ExPEC)
(JOHNSON; STELL, 2000; LE BOUGUENEC et al., 1992; POLLARD et al., 1990). A
sequéncia dos iniciadores, a temperatura de anelamento e o tamanho dos

amplificados estdo descritos no quadro 2.

Para a pesquisa dos genes de viruléncia foram utilizadas reacdes de 50uL,
contendo 5pL da amostra, 1,5 mM de MgCL, (exceto para o gene stx1 e stx2, cuja
concentracéo foi de 2,25 mM), 0,02 mM de cada dNTP para os genes papEF, papC,
malX, cnfl, fyuA e eae; para os genes sfa, cvaC, traT, hly, stx 1 e stx 2 foi utilizado
0,04 mM de cada dNTP, 1uM de cada primer (com excec¢do do gene hly, cuja
concentracdo € de 1,5 uM de cada primer), 1,5 unidade de Tag e agua mili-Q gsp.
Para a analise dos resultados do PCR, realizou-se a eletroforese dos amplificados
em gel de agarose a 1%, em tampdo TBE', colocando em ambas as extremidades
do gel o marcador de peso molecular de 100 pb (Novergen™). A corrida foi realizada
a 100V por 1h, e, na sequéncia, o produto foi corado em brometo de etidio (0,5
ug/mL), visualizado em transiluminador UV e registrado em fotodocumentador

(Kodak, Gel Logic 212 Imaging System™).

' 10,89 de Tris Base (Bio Basic Inc™), 5,5g de &cido bérico (Carlo Erba™), 4mL de EDTA (0.5M pH
8,0) (Bio Basic Inc™) e 1mL de agua mili-Q.
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Quadro 2. Sequéncia, tamanhos dos amplificados e temperatura de anelamento dos iniciadores para
a pesquisa de E. coli patogénicas

Iniciador Sequéncia Tamanho | Temperatura
| Gene molecular de
eae 5ACGTTGCAGCATGGGTAACTC3 815 58°C
» 5GATCGGCAACAGTTTCACCTGY
% stx2 5'CTTCGGTATCCTATTCCCGG3 478 55°C
qé; 5’GGATGCATCTCTGGTCATTG3
§ stx1 5GAAGACTCCGTGGGATTACG3 130 55°C
5’AGCGATGCAGCTATTAATAA3
fyuA 5TGATTAACCCCGCGACGGGAA3 787 63,5°C
5CGCAGTAGGCAAGATGTTGTAY
cvaC 5'CACACACAAACGGGAGCTGTT3 679 63,5°C
5CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT3
traT 5GGTGTGGTGCGATGAGCACAG3 290 63,5°C
5'CACGGTTCAGCCATCCCTGAGY
sfa 5CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTACS 410 63,5°C
5'CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCAS
hly 5’AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT3 177 63,5°C
O 5’ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA3
E papC | 5GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTAZ 200 63,5°C
5’ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA3
malX 5GGACATCCTGTTACAGCGGCGAY 930 63,5°C
5TCGCCACCAATCACAGCCGAACY
cnft 5’AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG3’ 498 63,5°C
5 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATTS
iucD | 5TCCCGGATTGTCATATGCAGACCGTY’ 602 63,5°C
5’AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAGY
papEF | 5GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCATS 336 63,5°C
5’AGAGAGAGCCATTCTTATACGGACA3’

Fonte: Autora, 2013
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3.5.Classificacao dos Isolados de acordo com os grupos filogenéticos

A pesquisa dos genes selecionados para a analise filogenética foi realizada
utilizando-se a técnica de PCR (CLERMONT, 2000), em reacfes de 50uL contendo:
5uL de DNA molde, 1,5mM de MgCl,, 0.2mM de dNTP, 20 pmol de cada um dos
iniciadores (primer), 1,5uL de Tag DNA polimerase em 10X PCR Buffer e agua mili-
Q gsp. As reacdes foram submetidas ao ciclo de amplificacdo, cuja temperatura de

anelamento foi de 56°C (quadro 3).

Quadro 3. Sequéncia de cada iniciador para a pesquisa de grupos filogenéticos

Iniciador Sequéncia Tamanho Molecular (pb)

chuA 5-GACGAACCAACGGTCAGGAT-3' 279

5-TGCCGCCAGTACCAAAGACA-3'

yjaA 5TGAAGTGTCAGGAGACGCTG-3’ 211

5-ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC-3’

TSPE4.C2 5-GAGTAATGTCGGGGCATTCA-3' 152

5-CGCGCCAACAAAGTATTTACG-3’

Fonte: Autora, 2013

Para a analise dos resultados da PCR foi realizada a eletroforese em gel de
agarose a 2% em tampdo TBE, colocando em ambas as extremidades do gel o
marcador de peso molecular de 100 pb (Novergen™). A corrida foi a 100V por 1
hora, sendo na sequéncia, o produto corado em brometo de etideo (0,5 ug/mL) e
visualizado em transiluminados UV e registrado em fotodocumentador da marca
Kodak, modelo Gel Logic 212 Imaging System. Os resultados obtidos foram
classificados de acordo com a arvore proposta por Clermont et. al.(2000),

discriminada a seguir (Figura 2):
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Figura 2. Arvore dicotdmica para classificacdo filogenética de E. coli, através da utilizacdo de
resultados de PCR para o0s genes chuA e yjaA e para o fragmento TspE4.C2
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4. RESULTADOS

De 66 animais, foram isoladas 86 cepas de E. coli, distribuidas em diversas
espécies de animais de todos os biomas estudados, e quatro cepas de Salmonella
enterica, sendo duas de tatus canastra (Priodontes maximus) de NHE, e duas de
animais de SIRN (tabela 1).

Das quatro cepas de Salmonella enterica estudadas, apenas um isolado, o
sorotipo Carrau, proveniente de um tatu-canastra de NHE, apresentou
multirresisténcia. Essa cepa foi resistente aos p-lactamicos (penicilinas e
cefalosporinas), cloranfenicol, quinolonas e aminoglicosideo. Os outros sorotipos
foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados (tabela 1).

Tabela 1. Origem, espécie animal, sorotipo e resisténcia a antimicrobianos de cepas de Salmonella
enterica obtidas de animais selvagens

Numero Origem Espécie Animal Sorotipo Resisténcia*
Cepa
14 NHE Tatu canastra (Priodontes Carrau Amp, Amo, Cfe, Cfo,
maximus) Cip, Clo, Eno, Est
17/3 NHE Tatu canastra (Priodontes Newport Sensivel
maximus)
30 SIRN Roedor 60:r.e,n,z15 Sensivel
(Mesomys hispidus)
36/2 SIRN Morcego Belem Sensivel
(Molossus molossus)

*Amp — ampicilina, Amo — amoxicilina, Cfe — cefalexicina, Cfo — cefoxitina, Cip — ciprofloxacina, Clo —
cloranfenicol, Eno — enrofloxacina, Est — estreptomicina

Fonte: Autora, 2013

Em relagdo a pesquisa de FV em isolados de E. coli, constatou-se que o0s
genes eae, e stx2 (marcadores de cepas diarreiogénicas) estiveram presentes,
respectivamente, em 14/86 (16,0%) e 2/86 (2,5%) das cepas estudas, entretanto,
nao houve concomitancia desses. Das 14 cepas positivas para 0 gene eae, seis
(7%) delas foram isoladas de mico-ledo-da-cara-dourada, o que perfaz 35% (6/17)

de positividade para essa espécie animal.
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Para os FV relacionados as ExPEC, o gene que as cepas apresentaram
maior frequéncia foi o fyuA com 33/86 (38,5%), seguido de traT 23/86 (26,0%) e
malX 18/86 (21,0%). Os outros marcadores de ExXPEC testados apresentaram um
percentual mais baixo de positividade (cnfl — 7/86, 8,0%; cvaC — 5/86, 6,0%; papEF
— 5/86, 6,0%; papC — 4/86, 4,5%; hly — 4/86, 4,5%; sfa — 3/86, 3,5%), em que 0 gene
iucD apresentou baixa frequéncia entre as cepas, apenas 1,0% (1/86) (tabela 2 e
figura 3).

Na pesquisa dos grupos filogenéticos, foi observada maior prevaléncia de
cepas pertencentes ao grupo B1, com 42,0% (36/86), seguido do grupo A, com
25,5% (22/86) e percentuais préoximos dos grupos B2 e D (18,5% - 16/86; 14,0% -
12/86, respectivamente). Analisando-se separadamente os grupos filogenéticos em
relacdo ao local estudado, obteve-se no PEC o maior percentual de cepas do grupo
B2 (33,5%) e, em NHE, maior percentual de cepas no grupo B1 (74,0%). Resultados
semelhantes foram observados nas cepas obtidas dos animais de SIRN e
PEST/REDR, em que o grupo A (35,0% e 41,0%, respectivamente) foi o mais
prevalente (tabela 2 e figura 4).

Figura 3. Niomero absoluto de cepas positivas para o0s respectivos genes de viruléncia, isoladas dos
animais selvagens, capturados em diferentes sitios geograficos (SIRN; NHE; PEST/REDR; PEC)
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Fonte: Autora, 2013
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Tabela 2. Presenca de genes de viruléncia, grupo filogenético e sensibilidade aos antimicrobianos em
cepas de E. coli isoladas de animais selvagens

Origem | Cepa | Espécie | Genes de Viruléncia Resisténcia aos Grupo
animal Antimicrobianos* Filogenético
11 fyuA, papEF, hly, cvaC D
112 cvaC, malX Amp D
211 papEF Amp B1
2/2 eae Amp e Amo A
3 eae, iucD, cnf1, traT Amp, Amo, Cip, Sxt, Est, Tet | A
4 eae, cvaC, traT Amp B1
5 eae, traT B2
= papC, papEF, sfa, fyuA, hly, | Amp B2
6/1 e}
cnf1, cvaC, traT
O
L 6/2 fyuA, malX; traT Amp, Amo, Cfo, Sxt, Tet D
7 traT Amp B1
712 fyuA, malX Amp B2
8 fyuA, traT Amp, Cfo B1
9 traT Amp, Amo, Cfe, Sxt, Est D
92 eae, traT B2
10 fyuA, malX; traT Amp, Stx B2
11 Zg fyuA, traT Amp, Sxt, Tet A
3
12 fyuA, traT Amp, Amo B2

(Continua)
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(Continuagéo)
Origem | Cepa | Espécie | Genes de Viruléncia Resisténcia aos Grupo
animal Antimicrobianos* Filogenético

PEC |13 Cuica papEF Amp, Amo A
15 Amo, Cft B1

16/1 cvaC Amp, Amo, Clo B1

16/2 Amp, Est B1

17/1 eae Amp, Amo B1

1712 fyuA Amp, Amo, Cfe, Gen D

17/4 Amp, Amo B1

18/1 Amp, Amo B1

18/2 fyuA, traT Amp, Amo, Cfe, Cfo D

19/1 © fyuA Amp, Amo B1

'; 19/2 g fyuA, cnft Amp, Amo B1
20/ g traT Amp B1

2072 Amp A

20/3 B1

20/4 traT, malX Amp, Amo, Cfe, Tet A

23 traT Amp B1

24 traT B1

22/1 Amp, Amo, Cfe, Cfo B1

2212 fyuA Amp B1

22/3 Amp, Amo B1

(Continua)
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(Continuacéo)
Origem | Cepa | Espécie | Genes de Viruléncia Resisténcia aos Grupo
animal Antimicrobianos* Filogenético
271 Amp B1
2712 © Amp, Amo, Cfe, Gen A
2713 é traT Amp, Amo, Cfe, Cfo B
(&]
2714 E Amp, Amo, Cfe, Cfo B1
2715 traT B1
25 Tatu-de- Amp B1
rabo-mole
Ll
I
= 21/1 Amp B1
2112 Amp, Amo B1
261 © fyuA Amp B1
o)
&
26/2 § Amp, Amo B2
26/3 fyuA, malX B2
28 Amp, Amo, Cfe, Cfo A
31 Roedor fyuA,traT Amp A
32 Rato-do- | fyuA Amp, Amo A
campo
13 Cuica Tet B1
& 29 eae, fyuA, malX B2
n
34 ° Amp, Amo A
g
35/1 g malX Amp, Amo A
36 fyuA, cnf1 Amp, Amo B2

(Continua)
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(Continuacao)
Origem | Cepa | Espécie | Genes de Viruléncia Resisténcia aos Grupo
animal Antimicrobianos* Filogenético
37/1 fyuA, malX Amp B1
3712 Amp D
37/3 fyuA, malX Amp B2
37/4 fyuA, malX B1
37/5 fyuA B1
38/1 eae, traT, fyuA, malX A
S traT B

E 38/2 g ra

@ =
38/3 traT A
39 Amp, Amo A
40 fyuA, malX Amp, Amo D
41/1 fyuA, cnf1 Amp D
41/2 fyuA Amp, Amo D
42 fyuA B2
43 fyuA, malX B1
44 eae, papC Amp D
45 3 eae Amp, Amo D

o o

] ©

o 3 eae Am B1

= 46 S p

[7p] ©

L lg

& 4T | 3 A

3

47/2 = eae Amp, Amo B1
48 eae, fyuA, malX Amp B2

(Continua)
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(Continuacao)
Origem | Cepa | Espécie | Genes de Viruléncia Resisténcia aos Grupo
animal Antimicrobianos* Filogenético
49/1 stx2 Amp, Amo A
49/2 eae Amp, Amo B2
50 Amp, Amo B1
51 Amp, Amo A
3
52 © A
o 3
] 53/1 S Amp, Amo A
o o
& 3
Ll 53/2 § fyuA, malX B2
g fyuA, hly, sfa, papC, malX, A
54
cnft
stx2, papEF, fyuA, hly, sfa, B2
591 papC, malX; cnf1
55/2 A

*Amp — ampicilina, Amo — amoxicilina, Cip — ciprofloxacina, Est — estreptomicina, Cfe — cefalexicina,
Cfo — cefoxitina, Cft - ceftiofur Tet — tetraciclina, Clo — cloranfenicol, Eno — enrofloxacina, Stx -
Sulfametaxazol — trimetropim

Auséncia de genes pesquisados e/ou resisténcia a antimicrobianos testados

Fonte: Autora, 2013

Comparando-se a presenca de genes de viruléncia nas cepas obtidas nos
quatro locais estudados, verifica-se que os isolados dos animais do PEC
apresentaram com maior numero de genes de viruléncia, sendo que todas as cepas
apresentaram pelo menos um marcador, 72,0% (13/18) delas demonstraram dois ou
mais genes testados e 33,0% (6/18) trés ou mais genes. Nenhuma das cepas
isoladas dos tatus de NHE apresentou mais que dois genes de viruléncia (13,0% -

4/31), o mesmo ocorrendo em relacdo aos animais da SIRN (35% - 7/20) com
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excecdo de duas amostras que apresentaram trés ou mais genes de viruléncia
(10%). J& nos isolados de animais do PEST/REDR observaram-se 29% (5/17) com

dois genes ou mais e 18% (3/17) com trés ou mais genes.

Figura 4. Percentual de cepas pertencentes aos respectivos grupos filogenéticos, isoladas dos
animais selvagens, capturados em diferentes sitios geograficos (SIRN; NHE; PEST/REDR; PEC)
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Fonte: Autora, 2013

Amostras oriundas de animais do PEC foram as cepas com maior percentual

de genes de viruléncia e alta porcentagem de resisténcia (tabela 3).

Tabela 3. Comparacdo entre os biomas estudados em relacdo a resisténcia e marcadores de
viruléncia das cepas de E. coli obtidas dos animais selvagens

Local Percentual de resisténcia’ Percentual de FV2
NHE 31%3 (87%") 17%3 (48%*)
PEC 17%?3 (83%*) 21%3 (100%4)
SIRN 15%3 (65%*) 18%3 (80%*)
PEST/REDR 11%3 (60%*) 13%3 (65%*)

! Resisténcia a pelo menos um antibiético testado ° Presenca de pelo menos um marcador de
viruléncia ® Percentual em relacédo ao total das cepas estudadas * Percentual das cepas do local

Fonte: Autora, 2013
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Os maiores percentuais de resisténcia foram verificados em relacdo aos f-
lactamicos (64/86 — 75,0%), onde 87,0% das cepas provenientes de animais de NHE
mostraram-se resistentes a essa classe de antimicrobianos, 83% dos isolados
relacionados ao PEC, 59,0% e 60,0% das cepas, respectivamente, do PEST/REDR
e de SIRN. Ocorreu percentual igual de resisténcia a sulfonamida, aminoglicosideos,
e tetraciclina (5/86 — 6,0%). Os menores indices de resisténcia apresentados pelas
cepas de E. coli foram referentes a cloranfenicol e quinolonas com 1,0% (1/86) cada

(figura 5).

Analisando separadamente as cepas de E. coli, segundo suas origens,
observa-se que as cepas obtidas de animais do PEC, assim como os isolados de
NHE apresentaram resisténcia a um maior nimero de principios ativos, tendo
demonstrado percentuais semelhantes de resisténcia aos p-lactamicos (83,0% e
87,0%, respectivamente) (figura 5).

Figura 5. Percentual de cepas de E. coli resistentes aos antimicrobianos, isoladas de animais
selvagens dos quatro biomas estudados

PEC B-lactamicos NHE B-lactamicos
m Sulfonamida u Sulfonamida
B Aminoglicosideo ® Aminoglicosideo
83 EQuinolona HQuinolona
u Cloranfenicol 87 u Cloranfenicol
u Tetraciclina u Tetraciclina
m Sensivel u Sensivel
SIRN B-lactamicos PEST/REDR B-lactamicos
m Sulfonamida B Sulfonamida
u Aminoglicosideo # Aminoglicosideo
EQuinolona mQuinolona
60 m Cloranfenicol 59 u Cloranfenicol
u Tetraciclina H Tetraciclina
uSensivel m Sensivel

Fonte: Autora, 2013
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Multirresisténcia foi observada em 4,5% (4/86) dos isolados de E. coli, todos

provenientes de animais da PEC. Todas as cepas multirresistentes também

apresentaram marcadores de viruléncia (tabela 4).

Tabela 4. Multirresisténcia em cepas de E. coli isoladas de animais selvagens do PEC e sua relacéo
com genes de viruléncia e grupo filogenético

N° da Cepa *Resisténcia Genes de Viruléncia | Grupo Filogenético
3 Amp, Amo, Cip, Stx, Est, Tet eae, cnf1, traT A
6/2 Amp, Amo, Cfo, Stx, Tet fyuA, malX; traT D
an Amp, Amo, Cfe, Stx, Est traT D
12 Amp, Stx, Tet fyuA, traT A

*Amp — ampicilina, Amo — amoxicilina, Cip — ciprofloxacina, Est — estreptomicina, Cfe — cefalexicina,
Cfo — cefoxitina, Tet — tetraciclina, Clo — cloranfenicol, Eno — enrofloxacina, Stx - Sulfametaxazol —

trimetropim

Fonte: Autora, 2013
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5. DISCUSSAO

A pesquisa de patdgenos comuns ao homem e animais, e o papel exercido
pelo meio ambiente neste contexto € uma nova e relevante area de estudo
denominada Medicina da Conservacdo, em que oS animais selvagens podem
representar importantes sentinelas dessa intersec¢gdao (WEINHOLD, 2003;
RABINOWITZ et al., 2009).

A Salmonella € uma bactéria considerada importante agente de doenca
zoonobtica, onde alguns sorotipos descritos como agentes de infeccdo humana
também foram isolados de animais selvagens. Esse fato sugere que esses animais
podem ser considerados sentinelas da contaminacdo ambiental ou ainda
reservatérios para outras espécies (SCHROTER et al., 2004; SHENDER et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2010; UHART et al., 2011; POTTER et al., 2011).

Neste estudo, Salmonella enterica foi isolada de quatro animais (6,5%) dos 60
pesquisados, sendo dois (2/17) deles provenientes de NHE (Pantanal) e dois (2/22)
de SIRN (Amazoénia). As cepas isoladas de tatus de NHE foram sorotipadas como

Newport e Carrau.

O sorotipo Newport tem o bovino como um dos reservatérios (TOTH et al.,
2011), tendo sido isolada também de ostras (BRANDS et al.,, 2005), baleia
(COLEGROVE et al., 2010), ledo-marinho (FENWICK et al., 2004) e guaxinim
(JARDINE et al., 2011). No Brasil, ha relato de isolamento desse sorotipo na agua
fornecida para animais de fazenda (SOUZA et al., 1992), em criancas e adultos com
problemas entéricos em Pernambuco (LEAL et al., 1987), e em carcagcas de
equideos abatidos (HOFER et al., 2000). Essa cepa foi sensivel a todos os
antimicrobianos testados; dados semelhantes foram descritos por Colegrove (2010)
e Jardine (2011), porém esse resultado foi diferente do observado por Toth (2011),
cujos isolados apresentaram multirresisténcia. Tatus e gado bovino interagem em
NHE, por compartilharem o mesmo ambiente, o que da suporte a hipbtese de

contaminagcdo ambiental e, por consequéncia, a infeccéo do tatu.
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Salmonella Carrau foi primeiramente isolada de suino, e recuperada também
de criancas e adultos com diarreia (HORMAECHE et al., 1944). No Brasil, esse
sorotipo ja foi isolado de equideos (HOFER et al., 2000) e correspondeu a 20% dos
isolados de teils nascidos em cativeiro (MACIEL et al., 2010). Diferentemente do
outro isolado de tatu desta pesquisa, esse apresentou multirresisténcia, o que
também foi observado em outro estudo em que 100% das cepas de Salmonella
Carrau foram resistentes a pelo menos um antibacteriano (MACIEL et al., 2010).
Informacdes ndo publicadas ddo conta que teils sdo frequentemente vistos
ocupando as tocas utilizadas pelos animais capturados na presente investigacao
(KLUYBER, comunicacao pessoal). O fato de Salmonella spp. perdurar no ambiente
por longos periodos (OROZCO et al., 2008), poderia explicar o isolamento de
sorotipo relacionado a esses répteis em tatu, embora o papel do patégeno para

esses animais ainda necessite ser esclarecido.

As outras duas cepas de Salmonella foram obtidas de animais selvagens de
SIRN. Uma das cepas, isolada de roedor, foi caracterizada como subespécie
diarizonae sorotipo 60:r:e,n,z15. Nao existem dados na literatura sobre esse
sorotipo, entretanto, a subespécie diarizonae é relacionada na literatura aos répteis,
que sdo considerados reservatérios naturais (SCHROTER et al., 2004; BAUWENS
et al., 2006; FRANCO et al., 2011), além de ter sido isolada de rebanhos de ovinos
(ALVSEIKE et al.,, 2004). Essa subespécie foi ainda relacionada a salmonelose
humana (HERVAS et al., 2012), sendo os répteis as principais fontes de infeccéo
nesses casos. Esse isolado apresentou sensibilidade a todos os antibacterianos
testados, o que também foi observado em outros estudos (SCHROTER et al., 2004;
FRANCO et al., 2011).

A outra cepa foi sorotipada como Belem e foi isolada de morcego. Nao ha
relatos na literatura de isolamento desse sorotipo em animais, porém ja foi obtido de
ambientes aquaticos na Amazénia (LOUREIRO, 2007). Segundo Loureiro (2007),
nessa regido, a agua € importante veiculo de disseminacdo de Salmonella,
principalmente pelas precéarias condigcbes de saneamento basico local, o que
possibilita a disseminacdo de diferentes sorotipos para o ambiente, populacao

humana e animais. Essa cepa de Salmonella ndo apresentou resisténcia aos
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antimicrobianos testados, a semelhancga do descrito por Loureiro (2007) que refere
baixa resisténcia nas cepas desse sorotipo, isoladas de ecossistemas aquéticos de

diferentes localidades na Amazo6nia.

Estudos tém demonstrado que animais podem servir como fonte de infeccéo
de E. coli para o homem (SANCHEZ et al.,, 2010; BELANGER et al., 2011:
OBWEGESER et al.,, 2012). As EHEC, cujo prototipo € o sorotipo O157:H7,
merecem especial destaque, pois ocasionam doenca grave no homem (KAPER et
al.,, 2004). Embora os bovinos sejam considerados 0s principais reservatorios
naturais deste patdégeno, animais selvagens tém sido referidos como potenciais
reservatorios (SANCHEZ et al., 2010; FREIDL et a., 2011).

No presente estudo, apenas duas cepas isoladas de primatas sadios
apresentaram positividade ao gene stx2 (2,5%), sendo negativas para 0 gene eae,
dessa maneira, descarta-se a possibilidade dessas cepas poderem ocasionar SHU.
N&o ha relatos na literatura sobre a pesquisa de STEC em primatas ndo humanos,

nem a descricdo de doencga nesses animais.

As EPEC tém sido isoladas de animais de companhia, ruminantes e aves
(ISHII et al., 2007), tendo os primatas ndo humanos como reservatorios de sorotipos
capazes de causar doenca no homem e em outros primatas (CARVALHO et al.,
2007). Na pesquisa em discussao, foi observada positividade para o gene eae em
16% das 86 cepas estudadas. Ainda que nado tenha sido feita a caracterizacao
completa dessas cepas, o0 fato relevante € que esse marcador esteve presente
majoritariamente nos isolados dos primatas do PEST/REDR (6/17- 35%) e nos
animais do PEC (5/18- 28%). No primeiro caso, os resultados estdo de acordo com
estudos que demonstraram que primatas ndo humanos, podem ser reservatérios de
cepas com esse marcador (MANSFIELD et al., 2001; CARVALHO et al., 2003). Em
contrapartida, para os quatis ndo existem dados na literatura, possibilitando a
especulacdo de que a presenca de cepas que albergam o0 gene eae nesses animais

possa relacionar-se a forte acdo antropica local.

Com relagdo as infeccdes extraintestinais, EXPEC tem sido associada a

infec¢des urinérias (ITU), meningites, pneumonias e septicemias, além disso, cepas
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isoladas de animais com septicemia apresentaram FV semelhantes as EXPEC
isoladas de infec¢cbes humanas (SMITH et al., 2007) o que da suporte a hipétese de
transferéncia de patégenos entre animais e humanos, inclusive tendo o ambiente
participacédo na veiculagio dessas cepas (MASTERS et al., 2011; BELANGER et al.,
2011).

Os genes de viruléncia com maior percentual de positividade foram o fyuA
(38,5%), marcador de sideréforo; traT (26,0%), gene que esta relacionado a
sobrevivéncia no soro e malX (21,0%), marcador da ilha de patogenicidade
(PAlcero73) da cepa prototipo de urosepse. Genes codificadores de adesinas
estiveram presentes em baixo niamero de isolados (sfa, 3,5%; papEF, 6,0% e papC,

4,5%), assim como os ligados a toxinas (cnfl, 8,0% e hly, 4,5%).

A presenca de fyuA tem sido relacionada a ITU em cdes e humanos (SMITH
et al., 2007). Esse marcador foi observado em maior percentual em isolados de
animais de SIRN (65,0%), seguido de PEC e PEST/REDR (44,5%, 29,5%,
respectivamente) e, em menor frequéncia, em isolados obtidos de animais de NHE
(22,5%). O gene malX esta relacionado a cepas com maior potencial de viruléncia
(SMITH et al.,, 2007) e esteve presente em porcentagens proximas nas cepas
provenientes dos animais do PEC e PEST/REDR (22,0% e 29,5%), em porcentagem
superior nas cepas de SIRN (35,0%) e em apenas 6,5% dos isolados de NHE. O
gene traT € vinculado as cepas que ocasionam doenc¢a grave ho homem e animais
(ANANIAS; YANO, 2008; CARVALHO et al., 2012), além disso, € também
correlacionado com plasmideos de resisténcia a antibioticos (KANUKOLLU et al.,
1985) dado que da suporte aos resultados obtidos neste estudo, em que todas as

cepas multirresistentes apresentaram também o gene traT.

Tanto genes relacionados as adesinas, como ao plasmideo ColV (marcador
cvaC) estiveram presentes em baixos percentuais nas cepas estudadas. As fimbrias
ou adesinas sao essenciais no processo de infec¢do, pois possibilitam a colonizacao
das células do hospedeiro (LE BOUGUENEC et al., 1992), a auséncia de genes que
codificam as adesinas S (sfa) ou fimbrias do tipo P (papC e papEF), entretanto, n&o

desqualifica o potencial dessas cepas de ocasionarem infeccdo, uma vez que
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poderia ocorrer a presenca de outras adesinas ndo estudadas (VERDIER et al.,
2012).

Plasmideos podem transferir genes de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos, possibilitando a adaptacdo da bactéria em diferentes ambientes
(CALL et al., 2006; SMILLIE et al., 2010). O plasmideo ColV contribui na viruléncia
da cepa, além de dispersar resisténcia a antibacterianos (WATERS; CROSA, 1991).
A porcentagem de positividade ao marcador cvaC nao foi alta (6,0%), porém a
maioria das cepas que possuia esse gene apresentou também outros FV, além de

resisténcia a algum antibacteriano.

A ilha de patogenicidade €& caracterizada como um bloco de genes
relacionados a viruléncia no cromossomo da bactéria (DIARD et al., 2010). A
PAlicrro73 possui maior frequéncia em isolados de amostras clinicas de UTI do que
em cepas de bacteridria ou fecais. Trabalhos sugerem que isolados com maior
potencial de viruléncia possuem maior prevaléncia de marcadores de ilha de
patogenicidade (SMITH et al., 2007), dado observado neste estudo, pois as cepas
que possuiam a PAlcero7z €ram positivas também a pelo menos mais um FV,

tornando o isolado potencialmente mais patogénico.

Comparando-se os diferentes biomas amostrados verifica-se que 51,5% das
cepas isoladas de individuos de NHE e 35,0% do PEST/REDR, ndo apresentaram
nenhum dos genes pesquisados, sendo 20,0% a proporcdo verificada em SIRN.
Uma possivel explicacdo para esses resultados, nas duas primeiras areas naturais,
pode relacionar-se a meédia acdo antropica local. Entretanto, a auséncia de
marcadores de viruléncia em apenas 20% das cepas de SIRN, local com baixa
atividade humana, pode relacionar-se aos aspectos acima discutidos que imputam a
agua e ao baixo indice de saneamento na Amazodnia, a veiculacdo de patdégenos
potenciais (LOUREIRO, 2007; MASTERS et al., 2011; NEGREANU et al., 2012).

Diferentemente, todas as cepas de animais do PEC apresentaram pelo
menos um dos genes estudados. Como a acgdo antropica esta relacionada a

disseminacdo de cepas de E. coli (GUENTHER et al.,2010), os resultados
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observados no PEC sdo plausiveis, uma vez que esse € o local com a maior

interacdo entre a vida selvagem e o homem dos locais estudados.

Considerando-se o0s grupos filogenéticos, os isolados deste estudo
pertenciam em maior nidmero ao grupo Bl (42,0%), porém 53,0% desses
apresentaram pelo menos um FV relacionado a EXPEC. Esses resultados merecem
maiores estudos, pois apesar das cepas patogénicas serem evolutivamente ligadas
principalmente aos grupos B2 e D, poucos sédo os estudos que envolvam grande
namero de cepas de animais selvagens (JOHNSON ; STELL, 200; ISHII et al.,
2007).

Um dado importante, relacionado aos grupos filogenéticos, € que 55% (10/18)
dos isolados dos animais do PEC foram classificados nos grupos B2 (33%) e D
(22%). As cepas que apresentaram multirresisténcia, todas do PEC, pertenciam aos
grupos A e D, grupos que, normalmente, albergam cepas comensais e patogénicas
intestinais, respectivamente. Além disso, esses isolados apresentaram alguns
marcadores de viruléncia de EXPEC. Esses dados em conjunto reforcam a ideia de
que a acdo antrépica no local favorece a disseminacdo de cepas com potencial
patogénico e/ou resistentes para o ambiente (JOHNSON; STELL, 2000).

Além da genotipagem da E. coli se prestar como ferramenta de avaliacdo da
contaminacdo ambiental, a pesquisa de resisténcia aos antibacterianos também
pode ser utilizada para esse fim (WANG et al., 2010; GUENTHER et al., 2010).

A resisténcia a antimicrobianos ocorre de maneira espontanea nos nichos
ambientais, pois é importante na competicdo e sele¢cdo natural de bactérias
(BHULLAR et al., 2012), porém houve aumento de resisténcia pela introducdo de

antibacterianos para o tratamento de infec¢gGes bacterianas (ALLEN et al., 2010).

Nas cepas obtidas dos animais selvagens estudados, o maior percentual de
resisténcia foi referente aos B-lactamicos, classe que é amplamente utilizada no
tratamento de doencgas tanto de humanos como de animais de companhia e
producdo (GUENTHER et al., 2010). A resisténcia a essa classe também ja foi

observada em cepas de E. coli isoladas de animais selvagens como lobo
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(GONCALVES et al., 2012), lontras (BROWNTEIN et al., 2011), primatas (OGAWA
et al., 2011) e aves (BLANCO et al., 2009).

Discute-se que a disseminacao de resisténcia a essas drogas se deve ao seu
uso indiscriminado como promotores de crescimento e prevencdo de doencas em
animais de criacdo (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002), além da sua utilizacdo no
tratamento de infeccBes comunitarias e hospitalares humanas (GUENTHER et al.,
2011). A eliminagcdo do principio ativo, praticamente intacto no ambiente
(NEGREANU et al., 2012), e o tratamento ndo efetivo do esgoto (SAYAH et al.,
2005) pode levar a contaminacdo ambiental e disseminacdo da resisténcia as cepas

do ambiente.

Os isolados, oriundos dos animais do PEC apresentaram alto percentual de
resisténcia, inclusive multirresisténcia. Os animais estudados nesse local (Gamba,
Quati e Cuica) possuem habitos terrestres (MALTA, 2007; TEIXEIRA, 2007) e
costumam remexer no lixo deixado no parque, fato observado frequentemente por

visitantes.

Cepas isoladas de tatus de NHE, no entanto, foram as que apresentaram
maiores percentuais de resisténcia (87%). Esses resultados podem advir dos habitos
desses animais que apresentam intima relacdo com a terra e, por sua vez, sofre o
impacto da criacdo extensiva de gado bovino (MCEWEN; FEDORKA-CRAY, 2002).

Percentuais mais baixos, porém significativos de resisténcia, foram verificados
nos isolados do PEST/REDR e SIRN, o primeiro considerado de médio e o segundo
de baixo impacto antrépico. Na PEST/REDR, pode ter contribuido para tal resultado
o fato dos micos-lebes-da-cara-dourada apresentarem habitos arboricolas
(VERONA; PISSINATTI, 2007), o que restringe a sua interacdo com os humanos
guando comparado ao PEC. Entretanto em SIRN, o encontro de 60% das cepas
resistentes aos beta-lactamicos, local onde a interacdo de animais selvagens e
homens é baixa, poderia ser imputado aos animais amostrados, a maioria morcegos
e, portanto, capazes de interagir com diferentes ambientes. Ainda, as caracteristicas

geograficas e de saneamento da regido poderiam contribuir com esses resultados,
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como ja discutido anteriormente (LOUREIRO, 2007; MASTERS et al., 2011;
NEGREANU et al., 2012).

Analisando os resultados obtidos dos diferentes animais e biomas, constata-
se gue a acao humana parece intensificar a contamina¢cdo ambiental por cepas com
potencial patogénico e/ou resistentes a antimicrobianos. Essa constatacdo pode ser
sustentada pelos resultados obtidos com as cepas de animais do PEC, que
apresentaram maior potencial patogénico e alto percentual de resisténcia. Embora
as cepas obtidas de animais de NHE apresentem um percentual maior de
resisténcia, os isolados de PEC possuiam percentual elevado de resisténcia,
inclusive multirresisténcia, e maior prevaléncia relacionada aos FV comparado aos

outros locais estudados.

Os hébitos diferenciados das espécies de animais selvagens podem contribuir
para um maior contato com cepas potencialmente patogénicas e/ou resistentes,
possibilitando a condicdo de portadores para esses individuos que, por sua vez,
auxiliam na perpetuacao e disseminacao das cepas no ambiente. A caracterizacao
de patdgenos potenciais para a fauna selvagem €é de grande importancia,
principalmente quando se considera que animais como tatus-canastra e mico-le&o-

da-cara-dourada estdo ameacados de extincao.
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