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RESUMO 

 

Uma importante ferramenta utilizada para conservação das espécies ameaçadas de 
extinção é a translocação dos animais selvagens de volta ao seu habitat natural. 
Para isso, faz-se necessária uma completa avaliação da saúde dos indivíduos, com 
especial enfoque para patógenos zoonóticos. A presença de resistência a 
antimicrobianos em Escherichia coli, com potencial patogênico e/ou zoonótico, pode 
ser utilizada como indicador de contaminação ambiental e/ou atividade 
antropogênica. Foi estudada a presença de E. coli patogênicas em micos-leões-da-
cara-dourada - MLCD (Leontopithecus chrysomelas) de vida livre, durante programa 
de translocação desses animais para o sul da Bahia, seu habitat original, uma vez 
que essa espécie é exótica e invasora do Parque Estadual da Serra da Tiririca 
(Niterói, Rio de Janeiro). Foram coletados swabs retais de 330 MLCD de 63 
diferentes agrupamentos familiares, pesquisando-se marcadores de virulência para 
cepas diarreiogênicas (genes eae, bfpA, stx1 e stx2) e extraintestinais (genes sfa, 
papC, papEF, hly, cnf1, iucD, fyuA, traT, cvaC e malX). Determinou-se, ainda, o 
grupo filogenético (A, B1, B2 e D) e a resistência a antimicrobianos (beta-lactâmicos, 
quinolonas, cloranfenicol, clotrimazol [sulfametoxazol+trimetoprim], aminoglicosídeos 
e tetraciclina). Os 63 agrupamentos familiares foram classificados de acordo com a 
proximidade à população humana: Sítio – 121 indivíduos que viviam em áreas sem 
interação com o homem, Urbano – 110 indivíduos que ocupavam áreas urbanas, 
mantendo pouco contato com pessoas e/ou animais domésticos e Outros – 99 
indivíduos que interagiam com as pessoas e/ou animais domésticos. De um total de 
311 cepas de E. coli isoladas, 82 foram provenientes de 67 MLCD do grupo Outros 
(67,7%, 67/99), 115 de 95 indivíduos do grupo Urbano (86,4%, 95/110) e 114 de 98 
indivíduos do grupo Sítio (81,0%, 98/121). Em relação aos fatores de virulência 
pesquisados, 40,8% (127/311) das cepas apresentaram o gene eae e, analisando-se 
os resultados referentes às ExPEC, constatou-se que um total de 50,8% (158/311) 
das cepas apresentaram pelo menos um gene preditor de fator de virulência, 23,2% 
(72/311) dois genes, sendo os genes fyuA e traT verificados em maior percentual, 
30,5% (95/311) e 25,7% (80/311), respectivamente. As cepas do grupo Outros se 
distribuíram igualmente entre os quatro grupos filogenéticos. No Urbano as cepas 
pertenceram em maior percentual ao grupo filogenético A (50,4% - 58/115) e no Sítio 
aos grupos A (32,5% - 37/114) e B2 (31,6% - 36/114). Comparando-se a resistência 
apresentada pelas cepas de E. coli nos três grupos, constataram-se, de forma geral, 
níveis similares de resistência aos antimicrobianos, verificando-se elevada 
porcentagem de cepas resistentes aos beta-lactâmicos, 43,9%, 33,0% e 39,0%, 
respectivamente nos grupos Sítio, Urbano e Outros. Multirresistência ocorreu em 
4,5% (14/311) das cepas analisadas. Os resultados obtidos demonstram a 
necessidade de estudos sanitários durante programas de translocação/realocação 
de animais selvagens, reforçam que a ação humana parece intensificar a 
contaminação ambiental com cepas com potencial patogênico e/ou resistentes a 
antimicrobianos e alertam que o encontro dessas cepas não se limita apenas às 
áreas com maior impacto antropogênico, estando disseminadas mesmo em locais 
sem ação direta do homem.  
 
 
Palavras-chave: Escherichia coli. Leontopithecus chrysomelas. EPEC típica e 
atípica. ExPEC. Resistência antimicrobiana.  



ABSTRACT 

 

The translocation of wild animals back to their natural habitat is a very important tool 
in the conservation of endangered species. In this regard, a through health 
evaluation of the translocated specimens, with special emphasis in zoonotic 
pathogens, is imperative. The presence of antibiotic resistant Escherichia coli with 
pathogenic and/or zoonotic potential may be used as an indicator of environmental 
contamination and/or anthropogenic activity. We evaluated the presence of 
pathogenic E. coli in wild Golden-headed Lion Tamarins – GHLT (Leontopithecus 
chrysomelas), an invasive exotic species in the Serra da Tiririca State Park in Niterói, 
Rio de Janeiro state, Brazil, during a translocation program to return these individuals 
to their original habitat, in southern Bahia state. We collected rectal swabs of 330 
GHLT from 63 distinct family groups to evaluate the presence of virulence markers of 
diarrheogenic (genes eae, bfpA, stx1 and stx2) and extraintestinal strains (genes sfa, 
papC, papEF, hly, cnf1, iucD, fyuA, traT, cvaC and malX), filogenetic groups (A, B1, 
B2 e D) and antimicrobial resistance (beta-lactams, quinolones, chloramphenicol, 
clotrimazol (thrimetoprim + sulfametoxazol), aminoglycosides and tetracycline). 
Family groups were classified according with their proximity to human populations: 
“Sítio” – 121 individuals living in areas free of human interaction; “Urbano” – 110 
individuals living in urban areas, with little contact with humans and/or domestic 
animals; and “Outros” – 99 individuals that interacted with people and/or domestic 
animals. From a total of 311 isolated E. coli strains, 82 belonged to 67 GHLT from 
group "Outros" (67,7%, 67/99), 115 from 95 individuals from group "Urbano" (86,4%, 
95/110) and 114 from 98 individuals from group "Sítio" (81,0%, 98/121). The eae 
gene, a virulence factor, was detected in 40,8% (127/311) of the strains. At least one 
virulence factor gene was detected in 50,8% (158/311) of the ExPEC strains, and 
23,2% (72/311) presented at least two genes - fyuA and traT had the highest 
detection levels; 30,5% (95/311) and 25,7% (80/311), respectively. Strains from 
group "Outros" were equally distributed among all phylogenetic groups. Strains from 
group "Urbano" were mainly from the phylogenetic group A (50,4% - 58/115), and 
those from group "Sítio" belonged to groups A (32,5% - 37/114) and B2 (31,6% - 
36/114). All three groups of E. coli strains presented similar antimicrobial resistance 
levels and elevated percentage of beta-lactam-resistant strains, respectively, 43,9%, 
33,0% and 39,0%, in groups "Sítio", "Urbano" and "Outros". Multidrug resistance was 
detected in 4,5% (14/311) of the evaluated samples. Our results indicate the need to 
perform sanitary studies during wildlife translocation/relocation programs. 
Anthropogenic activities may intensify environmental contamination by potentially 
pathogenic and/or antimicrobial resistant strains, not only limited to areas with 
increased anthropogenic activity, but also in places free of direct human contact.  
 
 
Keywords: Escherichia coli, Leontopithecus chrysomelas. Typical and atypical 
EPEC. ExPEC. Antimicrobial resistance. 
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1 INTRODUÇÃO – REVISÃO DE LITERATURA 

 

A Mata Atlântica é uma das florestas mais ameaçadas de extinção no mundo, 

devido ao intenso desmatamento que vem sofrendo. Apesar disso, abriga grande 

diversidade de primatas endêmicos, os quais sobrevivem em fragmentos dessa 

floresta (RYLANDS; MITTERMEIER, 2009). 

O gênero Leontopithecus pertence à infra-ordem Platyrrhini (primatas do Novo 

Mundo) e à família Callitrichidae (VERONA; PISSINATTI, 2007). Seus espécimes 

são genericamente denominados micos-leões e estão dentre os primatas em maior 

risco de extinção, sendo classificados em quatro espécies, as quais sobrevivem em 

áreas restritas no Brasil (Figura 1): o mico-leão-da-cara-dourada (MLCD) 

(Leontopithecus chrysomelas) vive no sul da Bahia e norte de Minas Gerais (1); o 

mico-leão-dourado (MLD) (Leontopithecus rosalia) na região costeira do Rio de 

Janeiro (2); o mico-leão-da-cara-preta (Leontopithecus caissara) em pequena área 

entre São Paulo e Paraná (3); e o mico-leão-preto (Leontopithecus chrysopygus) no 

leste do Estado de São Paulo (4) (RYLANDS et al., 2002). Essas espécies são 

classificadas como EN (Endangered) na Red List of Threatened Species-World 

Conservation Union (IUCN, 2016) e na Lista Nacional das Espécies da Fauna 

Brasileira Ameaçadas de Extinção (MMA, 2003). 

Os animais desse gênero possuem como habitat natural diferentes regiões da 

Mata Atlântica, o que evita a competição por alimentos, moradia, além do 

surgimento de indivíduos híbridos (RYLANDS et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Callitrichidae
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Figura 1 – Distribuição de micos-leões no território brasileiro 

 
Fonte: reprodução autorizada pelo autor 

 

Estima-se que a população de MLCD na natureza seja formada de 6 a 15 mil 

indivíduos e de MLD por cerca de 1.600 (RYLANDS et al., 2002). O MLCD é uma 

espécie exótica invasora no Estado do Rio de Janeiro, foi solta há cerca de 20 anos 

em uma área de floresta em Niterói, onde se estabeleceu e se expandiu 

rapidamente. Essa invasão pode comprometer a sobrevivência dos MLD, endêmicos 

na região. Além disso, o rápido crescimento populacional humano e ações 

antropogênicas, como agricultura em larga escala, criação de animais domésticos e 

desmatamento, também acarretam a redução do habitat dos animais e, por 

consequência, do número de indivíduos (STUMPF et al., 2016). 

Em 2011, instituições governamentais e não governamentais uniram esforços 

para se evitar uma redução ainda maior no número de animais das espécies em 

questão e decidiram translocar os MLCD, que estavam vivendo no Rio de Janeiro, 
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para uma floresta preservada e protegida no sul da Bahia, dentro da área de 

distribuição original da espécie e onde não existia uma população nativa.  

Programas de translocação têm importante função na conservação e 

manutenção das espécies de animais selvagens, principalmente quando há 

espécies ameaçadas de extinção, como no caso dos micos-leões; entretanto, o 

sucesso desses programas pode ser baixo, devido à competitividade com animais 

que já habitam o local, predação e ocorrência de doenças (STUMPF et al., 2016).  

Comunidades microbianas de primatas variam de indivíduo a indivíduo, 

dependendo do habitat, alimentação, idade e ambiente. Essa relação entre o 

hospedeiro e os microrganismos é importante para a saúde, principalmente se 

ocorrer interação entre cepas comensais e patogênicas (STUMPF et al., 2016).    

Alguns patógenos possuem a capacidade de habitar múltiplos hospedeiros e 

o ambiente, podendo acarretar a disseminação de doenças zoonóticas 

(GRIEKSPOOR et al., 2013). Além disso, o aumento da virulência do agente pode 

acontecer quando há transmissão a um novo hospedeiro (DIARD et al., 2010). 

Portanto, é essencial o estudo sobre a sanidade dos animais a serem translocados, 

pesquisando patógenos que possam ser transmitidos a outros indivíduos e ao 

ambiente, minimizando o impacto causado pela translocação e preservando, dessa 

forma, o novo ambiente e o bem-estar animal (MILLER et al., 2014). 

Alguns dos microrganismos pesquisados que impactam a saúde dos animais 

são parasitas (ex. Leishmania spp., Trypanossoma spp.), fungos (ex. dermatófitos), 

vírus (ex. raiva) e bactérias (ex. Mycobacterium spp., enterobactérias) (STUMPF et 

al., 2016). Na família Enterobacteriaceae encontra-se a Escherichia coli, patógeno 

disseminado em humanos, animais e ambiente (RUBTSOVA et al., 2010) e 

empregado, também, como medida de contaminação ambiental e/ou ação antrópica 

(CARVALHO, 2007).  

Escherichia coli são consideradas comensais intestinais do homem e de 

outros animais de sangue quente; porém, cepas com potencial patogênico, que 

surgiram durante o processo evolutivo da espécie, apresentam diversos fatores de 

virulência, tornando-as capazes de causar tanto doenças entéricas, como 

extraintestinais (KAPER et al., 2004; SMITH et al., 2007; BÉLANGER et al., 2011). 

Escherichia coli diarreiogênica, capaz de causar afecções entéricas no 

hospedeiro, é subdividida em seis categorias: enteropatogênicas (EPEC), 

enterohemorrágicas (EHEC), enterotoxigênicas (ETEC), enteroagregativas (EAEC), 
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enteroinvasivas (EIEC) e difusamente aderentes (DAEC) (NATARO; KAPER, 1998). 

Enfatiza-se que as EPEC e as EHEC já foram relacionadas ao homem e aos 

animais selvagens (CARVALHO et al., 2003; MOURA et al., 2009). 

As EPEC são importante causa de diarreia e mortalidade em crianças (SHAM 

et al., 2011). Essas têm, como ponto central de sua patogênese, a capacidade de 

provocar a lesão attaching and effacing (A/E), ocasionando alteração no 

citoesqueleto da célula epitelial, relacionada ao gene eae (NATARO; KAPER, 1998). 

Em relação aos animais selvagens, a EPEC já foi relatada como agente etiológico 

de doença em primatas não humanos (MANSFIELD et al., 2001; CARVALHO et al., 

2003), sendo isolada também de animais de vida livre sadios, como aves, cervídeos 

e leões marinhos (OH et al., 2011; CARRASCO et al., 2011; OBWEGESER et al., 

2012), além de animais de companhia, ruminantes e aves (ISHII et al., 2007).  

As EPECs podem ser classificadas em EPEC típica, causadora de diarreia 

infantil, sendo o homem o único reservatório dessas cepas; e atípica, que também 

causa diarreia, porém animais e humanos podem ser reservatórios (TRABULSI et 

al., 2002). O que difere os dois tipos é a presença do gene bfpA, responsável pelo 

fenótipo de aderência específica, encontrada na EPEC típica, o que permite a 

formação de microcolônias bacterianas na superfície do intestino (OCHOA et al., 

2008).   

As EHEC são um subgrupo das STEC (E. coli produtora da toxina de Shiga) e 

uma das categorias mais estudadas, pois podem resultar em doenças graves como 

colite hemorrágica e/ou síndrome hemolítica urêmica (SHU), doença de elevada 

letalidade no homem, especialmente crianças, idosos e imunodeficientes (MORA et 

al., 2004). Bovinos são considerados reservatórios dessas cepas 

(RAMACHANDRAN et al., 2003), embora outros animais domésticos e selvagens 

possam ser portadores assintomáticos (BARDIAU et al., 2010). As cepas desse 

grupo apresentam alguns marcadores de virulência, entre eles os genes eae e 

stx1/stx2, que codificam a produção de toxinas de Shiga (ISHII et al., 2007). 

As cepas de E. coli envolvidas em processos externos ao sítio intestinal 

recebem a designação genérica de ExPEC (Extraintestinal pathogenic E. coli), 

sendo o potencial de virulência determinado pela presença de fatores como fimbrias, 

toxinas, sideróforos, hemolisinas e invasinas (RUSSO; JOHNSON, 2000). Muitos 

dos fatores de virulência estão presentes em elementos genéticos móveis, como 

plasmídeos e ilhas de patogenicidade (DIARD et al., 2010). Estudos demonstraram o 
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isolamento de E. coli ocasionando infecção extraintestinal em animais de produção, 

de companhia, selvagens e humanos, sendo algumas cepas comuns entre os 

hospedeiros, o que evidencia a transmissão do homem para animais e vice-versa, 

com participação também do ambiente na transmissão dessas doenças 

(BÉLANGER et al., 2011).  

Embora se disponha na literatura de isolamento de E. coli causando doenças 

extraintestinais (ExPEC) em animais selvagens, são poucos os relatos (CARVALLO 

et al., 2010; CARVALHO et al., 2012; SCIMECA; BRADY, 1990; NDUNG’U et al., 

2003; ORÓS et al., 2004). Em relação aos animais de vida livre, estudos 

demonstraram que aves selvagens de ambientes insulares e mamíferos selvagens 

de diferentes biomas brasileiros albergam cepas de ExPEC, com alto potencial 

patogênico para animais e homem (SAVIOLI et al., 2010). 

A diversidade genética das E. coli e a observação de que os diferentes 

patótipos apresentam perfis de virulência distintos, proporcionou a busca de técnicas 

que possibilitassem a classificação de grupos filogenéticos e a diferenciação entre 

as cepas comensais e patogênicas (CLERMONT et al., 2000). Análises filogenéticas 

demonstraram que as E. coli podem ser classificadas em quatro grupos principais: A, 

B1, B2 e D, pertencendo as cepas patogênicas, especialmente as que causam 

doença extraintestinal, ao grupo B2 e, em menor grau, ao D; enquanto as cepas 

comensais e menos virulentas, aos grupos A e B1 (SCHIERACH et al., 2008). 

A resistência a antimicrobianos ocorre naturalmente nos nichos ambientais, 

pois é importante na competição e seleção natural de bactérias (BHULLAR et al., 

2012); porém a introdução de antimicrobianos para o tratamento e prevenção de 

infecções bacterianas, além da sua utilização como promotores de crescimento em 

animais de criação, acarretou o aumento e a disseminação de resistência no mundo 

todo (ALLEN et al., 2010; SILVA; MENDONÇA, 2012; COSTA et al., 2013), 

constituindo preocupação na saúde pública (SILVA; MENDONÇA, 2012).  

Animais podem ser considerados reservatórios de cepas resistentes com 

potencial transmissão aos humanos, e vice-versa, por contato direto ou indireto 

(SILVA; MENDONÇA, 2012). Este fato foi observado em bactérias isoladas de 

animais selvagens, como aves e mamíferos, que aparentemente não foram expostos 

a antibióticos, porém apresentaram multirresistência (COSTA et al., 2013). 

Preocupação crescente nos dias atuais é também a resistência aos beta-

lactâmicos, por ser a classe de antimicrobianos mais utilizada para o tratamento de 
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infecções bacterianas. Algumas cepas são capazes de produzir enzimas beta-

lactamases, que hidrolisam o anel beta-lactâmico, o que resulta na perda da 

atividade antimicrobiana desse grupo de drogas (RUBTSOVA et al., 2010; 

LIVERMORE et al., 2012; STEIN et al., 2013). Normalmente os genes que conferem 

esse tipo de resistência às bactérias estão localizados em plasmídeos, possibilitando 

rápida e ampla dispersão (RUBTSOVA et al., 2010; HABEEB et al., 2013).  

A resistência aos beta-lactâmicos já foi verificada em todos os membros da 

família Enterobacteriaceae (RUBTSOVA et al., 2010) e tanto animais domésticos 

como selvagens podem ser reservatórios dessas bactérias e potenciais fontes de 

genes de resistência (DIERIKX et al., 2010). A disseminação desses genes, 

principalmente aqueles que conferem resistência às cefalosporinas de terceira 

geração, mediada pela produção de beta-lactamases de amplo espectro (ESBLs), 

são de grande preocupação na atualidade (BLAAK et al., 2014). Estudos 

demonstram que cepas que apresentam ESBLs também são resistentes a outros 

antimicrobianos, o que reforça a hipótese da transmissão de resistência por um 

mesmo plasmídeo, inclusive para diferentes gêneros de bactérias (TRANG et al., 

2013). 

A multirresistência, fenômeno no qual a bactéria apresenta resistência a pelo 

menos três classes de antimicrobianos, pode ser observada em ambiente hospitalar, 

na comunidade e em animais (SCHULTSZ; GEERLINGS, 2012; IOVINE et al., 

2015).  

Em vista do exposto, justifica-se o interesse em pesquisar a presença de E. 

coli patogênica em amostras de micos-leões-da-cara-dourada de vida livre, durante 

programa de translocação da espécie para a Bahia, investigando a presença de 

fatores de virulência, além da caracterização fenotípica de resistência aos 

antimicrobianos. 
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2 ARTIGO 

 

2.1 Introdução  

 

O mico-leão-da-cara-dourada (Leontopithecus chrysomelas, MLCD), 

pertencente à família Callitrichidae, é uma espécie classificada como EN 

(Endangered) pela Red List of Threatened Species-World Conservation Union 

(IUCN, 2016) e pela Lista Nacional das Espécies da Fauna Brasileira Ameaçadas de 

Extinção (MMA, 2003). Possui como habitat a região de Mata Atlântica no sul do 

estado da Bahia e norte do estado de Minas Gerais, porém foi introduzido, se 

reproduziu e invadiu fragmento de Mata Atlântica no estado do Rio de Janeiro, 

habitat natural do mico-leão-dourado (Leontopithecus rosalia) (RYLANDS et al., 

2002), espécie também ameaçada de extinção (IUCN, 2016). 

Para minimizar a possível diminuição dos indivíduos de ambas as espécies, 

causada pela competição por território, alimentos, abrigos para dormir e ocorrência 

de indivíduos híbridos, foi realizada a translocação dos MLCD de volta ao seu 

habitat natural no sul da Bahia.  

Translocar animais selvagens, principalmente os ameaçados de extinção, é 

uma ação muito importante para a manutenção das espécies; entretanto, devem ser 

realizados estudos sanitários desses animais, visando à pesquisa de possíveis 

patógenos que esses indivíduos possam carrear (MILLER et al., 2014). 

Dentre os possíveis patógenos, encontra-se a Escherichia coli, bactéria gram 

negativa, pertencente à família Enterobacteriaceae, considerada comensal intestinal 

de humanos e animais de sangue quente (RUBTSOVA et al., 2010). Porém, há 

cepas patogênicas que podem causar infecções em diferentes hospedeiros, tanto no 

sítio intestinal, como em sítios extraintestinais (KAPER et al., 2004; SMITH et al., 

2007; BÉLANGER et al., 2011). 

Dentre as cepas que podem causar afecções intestinais estão as E. coli 

enteropatogênicas - EPEC, importante causadora de diarreia e letalidade em 

crianças (SHAM et al., 2011) e já relatada como agente etiológico de doença em 

primatas não humanos (MANSFIELD et al., 2001; CARVALHO et al., 2003). Essas 

bactérias também podem ser isoladas de animais de vida livre sadios, como aves, 

cervídeos e leões marinhos (OH et al., 2011; CARRASCO et al., 2011; 

OBWEGESER et al., 2012). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Callitrichidae
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Em relação às afecções causadas por cepas de E. coli extraintestinais 

(ExPEC), destacam-se as infecções urinárias, pneumonias, meningites e 

septicemias (SMITH et al., 2007; CARVALLO et al., 2010; CARVALHO et al., 2012). 

Poucos são os relatos em animais selvagens (SCIMECA; BRADY, 1990; NDUNG’U 

et al., 2003; ORÓS et al., 2004). Entretanto, verificou-se a presença de cepas com 

potencial patogênico de ExPEC em diferentes espécies de mamíferos selvagens de 

vida livre em um parque público na cidade de São Paulo (IOVINE et al., 2015) e a 

presença dessas cepas em aves migratórias (SAVIOLI et al., 2010). 

Além da pesquisa de genes de virulência para a classificação das E. coli, 

outra metodologia também utilizada é a análise de grupo filogenético, tendo como 

objetivo a investigação da origem evolucionária das cepas patogênicas, sendo 

classificadas nos grupos A, B1, B2 e D (ISHII et al., 2007).  

Resistência a antimicrobianos é um evento natural (BHULLAR et al., 2012), 

porém a utilização indiscriminada dessas drogas no tratamento de doenças 

bacterianas e como promotores de crescimento em criações de animais domésticos, 

propiciou aumento e disseminação de resistência por todo o mundo (ALLEN et al., 

2010; SILVA; MENDONÇA, 2012; COSTA et al., 2013). Há descrições de bactérias 

resistentes, inclusive apresentando multirresistência, em animais selvagens, embora 

os mesmos não tenham sido diretamente expostos a antimicrobianos (COSTA et al., 

2013).  

Em vista do exposto, é objetivo deste trabalho pesquisar a ocorrência de E. 

coli patogênica em amostras de micos-leões-da-cara-dourada (L. chrysomelas) de 

vida livre, capturados no Parque Estadual da Serra da Tiririca, no Rio de Janeiro, 

durante programa de translocação da espécie para a Bahia, investigando a presença 

de fatores de virulência em amostras de E. coli e a caracterização fenotípica de 

resistência aos antimicrobianos. 

 

2.2 Materiais e métodos  

 

2.2.1 Local e população de estudo 

 

Todos os procedimentos de captura e colheita de material foram aprovados 

pelas instâncias cabíveis, estando amparados nas licenças ambientais requeridas no 

Brasil (SISBIO nº: 30939-4, emitido em 18/05/2012) (Anexo) e em parecer de Comitê 
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de Ética para Utilização de Animais em Pesquisa (Protocolo nº: 140/12 

CEP/ICS/UNIP) (Anexo). 

Foram capturados 330 micos-leões-da-cara-dourada (Leontopithecus 

chrysomelas) de vida livre, no Parque Estadual da Serra Tiririca, localizado nos 

municípios de Niterói, Maricá e São Gonçalo, no estado do Rio de Janeiro, Brasil 

(22°56` S, 43°00` W). Devido à ocorrência de interface do parque com moradias, os 

animais capturados foram divididos em três grupos: Sítio, 121 animais que 

ocupavam áreas rurais, com matas e, aparentemente, nenhuma interação com as 

habitações humanas; Urbano, 110 animais que ocupavam áreas urbanas, mas não 

foram observadas interações com pessoas e/ou animais domésticos; e Outros, 99 

micos, com observadas interações com pessoas e/ou animais domésticos. 

Os animais foram capturados em pequenos grupos com armadilhas 

Tomahawk e contidos quimicamente (cloridrato de cetamina1 - 10mg/kg + 

midazolam2 - 0,3mg/kg), totalizando 63 famílias. Realizou-se rigoroso exame clínico 

dos MLCD, os quais permaneceram em quarentena no Centro de Primatologia do 

Rio de Janeiro durante o período de realização dos testes laboratoriais e 

previamente à sua translocação e soltura em uma área de reserva no estado da 

Bahia (15°59`S, 39°23`W), dentro dos limites territoriais da espécie, mas livre de 

uma população nativa.  

 

2.2.2 Isolamento e identificação 

 

Para a pesquisa de E. coli, foram colhidos 330 swabs retais, os quais foram 

semeados em ágar MacConkey (Difco™), incubados por 24h a 37ºC, sendo a 

caracterização das cepas realizada de acordo com as técnicas rotineiras de 

identificação bioquímica (KONEMAN et al., 1997), incluindo os kits EPM, MILi, 

Citrato (Probac™).  

 

 

 

 

                                                           
1
  Cloridrato de cetamina: Dopalen Ceva Saúde Animal Ltda, Paulínia, São Paulo Brasil;  

2
  Midazolam: midazolam, Medley, Campinas, São Paulo, Brasil. 
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2.2.3 Pesquisa de fatores de virulência (FV) em isolados de E. coli e 

classificação nos grupos filogenéticos 

  

Investigaram-se marcadores de virulência nas cepas de E. coli, pela técnica 

de Polimerase Chain Reaction (PCR), sendo os genes eae, stx1 e stx2, relacionados 

às cepas diarreiogênicas (POLLARD et al., 1990; OLSVIK et al., 1991; GANNON et 

al., 1993) e os genes sfa, papC, papEF, iucD, malX, cvaC, hly, fyuA, traT e cnf1 

relacionados às cepas patogênicas extraintestinais (ExPEC) (LE BOUGUENEC et 

al., 1992; JOHNSON; STELL, 2000). Além disso, as cepas foram classificadas 

segundo o grupo filogenético como descrito por Clermont et al. (2000) utilizando-se 

os iniciadores chuA, yjaA e TSPE4.C2. 

Para o gene bfpA (bundle-forming pilus) foi realizada a técnica de hibridação, 

utilizando-se fragmentos amplificados específicos de DNA sendo marcados com [a-

d-32P]-dATP e, posteriormente, hibridados com as cepas pesquisadas (VIEIRA et 

al., 2001). 

 

2.2.4 Teste de sensibilidade a antimicrobianos 

   

Os isolados foram testados para susceptibilidade aos antimicrobianos, 

segundo a técnica de difusão em placa, preconizada por Kirby & Bauer, tendo como 

parâmetros a padronização internacional (CLSI, 2013a; CLSI, 2013b). 

Multirresistência foi considerada em cepas que apresentaram resistência a três ou 

mais classes de antimicrobianos (SCHWARTZ et al., 2010). Os antimicrobianos 

testados foram: beta-lactâmicos - amoxicilina 30 μg (AMO), ampicilina 10 μg (AMP), 

cefalexina 30 μg (CFE), cefoxitina 30 μg (CFO) e ceftiofur 30 μg (CTF); quinolonas - 

ciprofloxacina 5 μg (CIP) e enrofloxacina 5 μg (ENO); anfenicol - cloranfenicol 30 μg 

(CLO); clotrimazol 25 μg (Sut) (sulafametoxazol+trimetoprim); aminoglicosídeos - 

estreptomicina 10 μg (EST) e gentamicina 10 μg (GEN); tetraciclina 30 μg (TET) 

(Cefar™). 
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2.3 Resultados  

  

Foram coletados swabs retais de 63 agrupamentos familiares, perfazendo um 

total de 330 MLCD, sendo 162 (49,0%) fêmeas e 168 (51,0%) machos. Isolaram-se 

311 cepas de E. coli, com a seguinte distribuição: 82 cepas provenientes de 67 

MLCD do grupo Outros (67,7%, 67/99), 115 de 95 indivíduos do grupo Urbano 

(86,4%, 95/110) e 114 de 98 indivíduos do grupo Sítio (81,0%, 98/121).  

Em relação aos FV pesquisados para E. coli diarreiogênicas, 40,8% (127/311) 

das cepas apresentaram o gene eae, porém baixo percentual foi verificado para o 

gene stx2 (4/311 - 1,3%) e nenhum isolado possuía o gene stx1. Não houve 

concomitância na mesma cepa dos genes eae e stx2. Entretanto, observou-se a 

presença do gene eae concomitante com o gene bpfA em - 3,2% (10/311) dos 

isolados (Tabela 1). De forma geral não se verificaram diferenças entre os três 

grupos. 

Analisando-se os resultados referentes aos FV de ExPEC, constatou-se que 

um total de 50,8% (158/311) das cepas apresentaram pelo menos um gene preditor 

de FV, 23,2% (72/311) dois genes, 10,0% (31/311) três genes, 5,5% (17/311) quatro 

genes, 4,5% (14/311) cinco genes, 3,2% (10/311) seis genes e 0,6% (2/311) sete 

genes (dados não apresentados).  

Comparando-se os grupos, 8,5% (7/82) de cepas do grupo Outros, 6,1% 

(7/115) do Urbano e 2,6% (3/114) do Sítio apresentaram três ou mais genes de FV 

(dados não apresentados). Além disso, constatou-se que o gene verificado em maior 

percentual foi o fyuA com 30,5% (95/311), seguido pelo traT com 25,7% (80/311) e 

malX com 16,7% (52/311) (Tabela 1).  

As cepas do grupo Outros se distribuíram igualmente entre os quatro grupos 

filogenéticos. No Urbano, pertenceram em maior percentual ao grupo filogenético A 

(50,4% - 58/115) e, no Sítio, aos grupos A (32,5% - 37/114) e B2 (31,6% - 36/114) 

(Tabela 1). 
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Tabela 1 – Genes de virulência, grupo filogenético e resistência antimicrobiana em cepas de E. coli 
isoladas de MLCD  

Fonte: Autor   

Classificação Sítio Urbano Outros Total 

Número total de cepas 114 115 82 311 

G
e

n
e

s
 d

e
 v

ir
u
lê

n
c
ia

 [
%

/(
N

º)
] 

Intimina 

eae 35,1/(40) 43,5/(50) 45,1/(37) 40,8/(127) 

Bundle-forming pili    

bfpA 3,5/(4) 3,5/(4) 2,4/(2) 3,2%/(10) 

Toxina de Shiga     

stx1 
stx2 

0 
0,9/(1) 

0 
0,9/(1) 

0 
2,4/(2) 

0 
1,3/(4) 

Adesinas 

papC 
papEF 
sfa 

1,8/(2) 
1,8/(2) 
3,5/(4) 

4,3/(5) 
0,9/(1) 
8,7/(10) 

8,5/(7) 
4,9/(4) 
6,1/(5) 

4,5/(14) 
2,3/(7) 
6,1/(19) 

Sideróforos 

fyuA 
iucD 

35,1/(40) 
0,9/(1) 

27,8/(32) 
0 

28,0/(23) 
1,2/(1) 

30,5/(95) 
0,6/(2) 

Toxinas 

hly 
cnf1 

3,5/(4) 
4,4/(5) 

2,6/(3) 
7,8/(9) 

3,7/(3) 
8,5/(7) 

3,2/(10) 
6,8/(21) 

Plasmídeo 

cvaC 0,9/(1) 0 0 0,3/(1) 

Evasina 

traT 19,3/(22) 39,1/(45) 15,9/(13) 25,7/(80) 

Ilha de patogenicidade 

malX 16,7/(19) 20,9/(24) 11,0/(9) 16,7/(52) 

G
ru

p
o
 

fi
lo

g
e

n
é

ti
c
o
 

[%
/(

 N
º 

)]
 A 

B1 

B2 

D 

32,5/(37) 

15,8/(18) 

31,6/(36) 

20,2/(23) 

50,4/(58) 

18,3/(21) 

18,3/(21) 

12,2/(14) 

29,3/(24) 

26,8/(22) 

23,2/(19) 

20,7/(17) 

38,3/(119) 

19,6/(61) 

24,4/(76) 

17,4/(54) 

R
e
s
is

tê
n

c
ia

 

a
n

ti
m

ic
ro

b
ia

n
a

 [
%

/(
 N

º 
)]

 Beta-lactâmicos 43,9/(50) 

40,4/(46) 

11,4/(13) 

1,8/(2) 

0,9/(1) 

3,5/(4) 

3,5/(4) 

0 

33,0/(38) 

32,2/(37) 

10,4/(12) 

7,0/(8) 

0,9(1) 

9,6/(11) 

10,4/(12) 

0 

39,0/(32) 

37,8/(31) 

8,5/(7) 

6,1/(5) 

2,4/(2) 

6,1/(5) 

6,1/(5) 

2,4/(2) 

38,6(120) 

36,7(114) 

10,3(32) 

4,8(15) 

1,3(4) 

6,4(20) 

6,8(21) 

0,6(2) 

Aminopenicillina 

Cefalosporina 

Clotrimazol 

Quinolonas 

Tetraciclina 

Aminoglicosídeos 

Cloranfenicol 
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Observou-se que 38,6% (120/311) das cepas de E. coli apresentaram 

resistência aos antibacterianos beta-lactâmicos, seguido de aminoglicosídeos 

(21/311 - 6,8%), tetracilcina (20/311 – 6,4%) e clotrimazol (15/311 – 4,8%). O menor 

percentual de resistência ocorreu frente às quinolonas e cloranfenicol 1,3% e 0,6% 

(4/311 e 2/311), respectivamente (Tabela 1). 

Comparando-se a resistência apresentada pelas cepas de E. coli dos três 

grupos (Outros, Urbano e Sítio), constataram-se, de forma geral, níveis similares de 

resistência aos antibacterianos. Em relação aos beta-lactâmicos, observou-se um 

percentual ligeiramente superior de resistência no grupo Sítio (43,9%) e maiores 

índices de resistência aos aminoglicosídeos (10,4%) e tetraciclina (9,6%) no grupo 

Urbano (Tabela 1).  

Ao se analisar os isolados de E. coli dos três diferentes grupos, observou-se 

que 4,5% das cepas (14/311) apresentaram multirresistência, a qual ocorreu em 

maior percentual no grupo Urbano, particularmente no agrupamento familiar 38 (5/14 

– 35,7%) (Tabela 2). 

 

Tabela 2 – Cepas de E. coli isoladas de MLCD em diferentes agrupamentos familiares que 
apresentaram multirresistência 

Agrupamento 
Familiar 

Grupo Identificação da Cepa Resistência* 

23 Sítio 117/1 Amp, Amo, Est, Tet, Sut 
23 Sítio 120/1 Amp, Amo, Est, Tet, Sut 
28 Urbano 141/4 Amp, Amo, Cfe, Cfo, Ctf, 

Tet, Sut 
35 Sítio 189/4 Amp, Amo, Est, Eno 
38 Urbano 218/1 Amp, Amo, Cfe, Cft, Tet 
38 Urbano 219/1 Amp, Amo, Cfe, Cft, Tet 
38 Urbano 220/1 Amp, Amo, Cfe, Cft, Tet 
38 Urbano 221/2 Amp, Amo, Cfe, Cft, Tet 
38 Urbano 222/3 Amp, Amo, Cfe, Cft, Tet 
40 Outros 244/1 Amp, Amo, Cfe, Est, Sut 
40 Outros 248/3 Amp, Amo, Cfe, Cfo, Cft, 

Clo 
41 Urbano 257/1 Amp, Cft, Tet 
49 Outros 304/3 Amp, Amo, Cfe, Cfo, Tet 
62 Sítio 386 Amp, Amo, Cfe, Cfo, Tet 

* Amp - ampicilina; Amo - amoxicilina; Cfe - cefalexina; Cfo - cefoxitina; Cft - ceftiofur; Clo - 
cloranfenicol; Eno - enrofloxacina; Est - estreptomicina; Tet - tetraciclina; Sut - clotrimazol 

Fonte: Autor 
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2.4 Discussão 

 

A pesquisa de patógenos comuns ao homem e animais e o papel exercido 

pelo meio ambiente vão ao encontro do conceito One world – One health, em que os 

animais selvagens podem representar importante elo nessa interação (WEINHOLD, 

2003; RABINOWITZ et al., 2009).  

Segundo Gordon e Cowling (2003), a probabilidade de um hospedeiro 

albergar E. coli dependeria da frequência com que um indivíduo é exposto à 

bactéria, da probabilidade desse evento de exposição resultar no estabelecimento 

de uma população e, finalmente, do tempo médio que a população de E. coli pode 

persistir no hospedeiro. Essas informações são relevantes na avaliação do papel de 

animais selvagens como sentinelas da interação com o homem, uma vez que as E. 

coli têm uma baixa taxa de sobrevivência no ambiente, fora dos seus hospedeiros 

(WINFILED; GROISMAN, 2003). 

Neste projeto, de forma geral, não houve diferença na presença de genes de 

virulência nos três grupos analisados (Sítio, Urbano e Outros), não sendo 

detectadas, neste aspecto, alterações da microbiota dos animais quanto à 

proximidade ou não com o homem. Essa observação não significa que o contato 

com o homem não interfere na microbiota dos animais selvagens, e sim que deve 

haver outros mecanismos de disseminação das cepas provenientes do homem que 

não apenas o contato direto. Estudos têm apontado que o contato com o homem 

pode determinar a alteração da população de E. coli na microbiota intestinal de 

animais selvagens (GORDON; COWLING, 2003; RWEGO et al., 2008), e que esses 

podem ser reservatórios de E. coli patogênica ao homem (SÁNCHEZ et al., 2010; 

BÈLANGER et al., 2011: OBWEGESER et al., 2012).  

O gene eae, marcador de grupo attaching and effacing E. coli (AEEC), está 

relacionado principalmente ao homem, como importante causa de diarreia em 

crianças, mas já foi detectado em primatas não humanos (MANSFIELD et al., 2001; 

CARVALHO et al., 2003). Isolamento em pássaros, cervídeos e leões-marinhos 

(BARDIAU et al., 2010; OH et al., 2011; CARRASCO et al., 2011) foram relatados, 

aventando-se a hipótese de que os animais selvagens, quando carreando estes 

patógenos, possam participar da disseminação interespécies desses genes. EPEC 

típica é isolada de humanos e atípica de animais (ISHII et al., 2007); entretanto, 

neste trabalho, observou-se a presença do gene bfpA em dez isolados (3,2%), 
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concomitante com o gene eae, caracterizando potencial perfil de EPEC típicas 

nessas cepas. Ressalta-se a importância desse achado em saúde pública e os 

riscos de infecção do homem pelas cepas oriundas desses micos-leões.  

Carvalho et al. (2003) também relataram a presença desses genes em 

primatas neotropicais de cativeiro; porém, não pertenciam aos sorotipos clássicos de 

EPEC típica. Sugere-se que, talvez devido uma proximidade filogenética maior entre 

o homem e os primatas, estes últimos possam se constituir em reservatórios naturais 

dessas cepas consideradas humanas; cabe ampliar as pesquisas nessa área. Além 

disso, o aumento na frequência de isolados de EPEC atípica (HERNANDES et al., 

2009; MOURA et al., 2009; XU et al., 2016), especialmente em animais domésticos 

e selvagens, tem grande impacto na saúde pública pela possível transmissão que 

pode ocorrer entre animais e humanos (MOURA et al., 2009), corroborando os 

resultados obtidos neste trabalho, com percentual elevado de EPEC atípica nos 

isolados dos micos. 

A hipótese de contaminação ambiental, advinda da ação humana, é sugerida 

pela presença de, pelo menos, um dos genes marcadores de ExPEC. Esse 

heterogêneo grupo de E. coli patogênica pode colonizar de maneira assintomática o 

intestino de vários hospedeiros, existindo evidências de que diferentes combinações 

de genes de virulência possam trazer vantagens competitivas para o 

estabelecimento dessas bactérias na microbiota intestinal, assim como no 

desenvolvimento de infecções extra-intestinais (JOHNSON et al., 2003; DIARD et al., 

2010; OSUGUI et al., 2014). 

Pode-se inferir que haja ampla exposição dos animais a bactérias com esses 

marcadores, uma vez que alto número das cepas isoladas apresentou algum ou 

alguns dos genes: papC, sfa, cnf1, fyuA, traT e malX.  

Verificou-se elevado percentual dos genes fyuA, sideróforo importante para a 

captação de ferro em ambientes com baixa concentração e traT, proteína que 

confere evasão do sistema imune através da via complemento (JOHNSON, 1991). 

Usualmente esses genes estão presentes em isolados causadores de meningite 

neonatal, em infecções nosocomiais em UTIs e, ainda, em doença aviária 

(BÉLANGER et al., 2011). O significado desses achados para a vida selvagens deve 

ser melhor avaliado, uma vez que relatos de doenças ocasionadas por ExPEC em 

animais selvagens são restritas a indivíduos mantidos em cativeiro (CARVALLO et 

al., 2010; CARVALHO et al., 2012).  
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O gene malX, marcador da ilha de patogenicidade da cepa arquetípica 

CTF073 (O6:K2:H1), é associado, tanto no homem quanto em animais de 

companhia, a infecções do trato urinário, pielonefrites, bacteremia e meningites 

neonatais (JOHNSON et al., 2001; JOHNSON et al., 2003). O maior número de 

cepas contendo o gene malX foi observado no grupo Outro, o que sugere a possível 

transmissão dessas cepas de humanos e animais domésticos para os micos.  

As fímbrias ou adesinas são essenciais no processo de infecção, pois 

possibilitam a adesão e colonização das células do hospedeiro (LE BOUGUENEC et 

al., 1992). Os genes que codificam as adesinas S (sfa) ou fímbrias do tipo P (papC e 

papEF) são importantes indicadores de patogenicidade e têm sido associados com 

isolados capazes de ocasionar urosepse em animais de companhia e humanos 

(MAYNARD et al., 2004).  

As cepas de E. coli podem ser classificadas segundo grupos filogenéticos, em 

cepas comensais, que pertencem em sua maioria, aos grupos filogenéticos A e B1, 

enquanto as patogênicas concentram-se principalmente em B2 e D (SMITH et al., 

2007). Neste trabalho, observou-se predomínio de cepas pertencentes ao grupo A 

(38,3%), principalmente em isolados de animais do grupo Urbano (50,4%), seguido 

pelo grupo filogenético B2 (24,4%). 

Cepas de ExPEC humana normalmente se concentram, majoritariamente, nos 

grupos B2 e D, entretanto isso não foi observado em cepas de APEC (E. coli 

patogênica de aves). Além disso, constatou-se que ExPEC que se encontram nos 

grupos A e B1 possuem menor número de genes de virulência (LEMAÎTRE et al., 

2013). Entretanto, foi observado neste trabalho que algumas cepas de E. coli 

pertencentes aos grupos A e B1 possuíam três ou mais genes de virulência de 

ExPEC, sendo um deles o gene malX. Sabe-se que os genes de ExPEC podem ser 

transferidos horizontalmente por ilhas de patogenicidade ou plasmídeos (LEMAÎTRE 

et al., 2013), aventando-se a possibilidade de que o gene malX possa transferir 

outros genes de ExPEC para as cepas comensais, como aquelas que compunham a 

microbiota dos micos.  

A presença de bactérias resistentes em animais que não foram diretamente 

expostos a antimicrobianos pode refletir o grau de contaminação ambiental (COSTA 

et al., 2013). O maior percentual de cepas resistentes ocorreu frente aos beta-

lactâmicos, em especial às aminopenicilinas. Essas drogas são amplamente 

utilizadas no tratamento de doenças, tanto humanas quanto de animais de 
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companhia e produção (GUENTHER et al., 2010), sendo os princípios ativos 

eliminados praticamente intactos no ambiente, o que pode levar à contaminação 

ambiental e disseminação da resistência (SAYAH et al., 2005; NEGREANU et al., 

2012; COSTA et al., 2013). É interessante ressaltar que o encontro de elevado 

índice de resistência aos beta-lactâmicos em cepas isoladas de animais do grupo 

Sítio (sem contato direto com homens e animais domésticos), é indicativo de que o 

fenômeno de resistência, uma vez surgido, não se limita aos nichos aos quais teve 

origem (COSTA et al., 2013).  

Tetraciclina, sulfonamida e estreptomicina são antimicrobianos utilizados em 

criações animais, principalmente de suínos (COLELLO et al., 2015). Conquanto 

tenha sido baixa a resistência a essas drogas das cepas isoladas neste projeto, 

esses princípios ativos podem ser eliminados no ambiente e também se disseminam 

através da cadeia alimentar (COLELLO et al., 2015).  A presença de 

multirresistência encontrada nas cepas desta pesquisa, principalmente nas que 

foram isoladas do grupo Urbano, no qual os animais tinham relativo contato com 

humanos/outros animais, pode ser advinda de plasmídeos que carreiam tanto 

resistência aos beta-lactâmicos, como à tetraciclina, aminoglicosídeos e sulfonamida 

(GULLBERG et al., 2014), associada à disseminação da contaminação ambiental 

por ação antropogênica (GUENTHER et al., 2011).  

Vale salientar que cinco dos animais (35,7%) que albergavam cepas 

multirresistentes pertenciam ao mesmo agrupamento familiar (agrupamento 38), 

demonstrando claramente a troca de microbiota entre os membros de uma mesma 

família e a possível dispersão dessas bactérias no meio ambiente no qual eles 

vivem. 

 

2.5 Conclusões 

  

Analisando-se os resultados obtidos, constata-se que a ação humana parece 

intensificar a contaminação ambiental com cepas com potencial patogênico e/ou 

resistentes aos antimicrobianos. Alerta-se que o encontro dessas cepas não se 

limita apenas às áreas com maior impacto antropogênico, estando disseminadas 

mesmo em locais sem ação direta do homem.  

Reforça-se a necessidade de estudos sanitários durante programas de 

translocação/realocação de animais selvagens, previamente à sua soltura, para a 
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manutenção de sanidade individual e do próprio ambiente no qual ocorrerá a 

liberação. 

A avaliação de genes de virulência, classificação filogenética dos isolados de 

E. coli e resistência aos antimicrobianos podem ser indicativos da ação humana em 

um determinado ambiente. O estudo da microbiota dos animais selvagens de vida 

livre pode servir como bioindicador da Saúde Ambiental como um todo. 
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