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SOBREIRA, E.A. AVALIACAO DA MICROBIOTA BUCAL E TESTE DE
ANTIBIOGRAMA EM MACACOS-PREGO DE VIDA LIVRE DA ESPECIE Sapajus
libidinosus Groves, 2001. Botucatu, 2018. 60p. Tese (Doutorado em Animais
Selvagens) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O Estado de Goias possui varias areas de fragmentos florestais urbanos. Este fato, somado a
expansao de areas urbanas ndo consolidadas, muitas vezes para dentro dos limites de
Unidades de Conservagéo Florestal, permitem um contato permanente e crescente entre 0s
seres humanos e a fauna selvagem, como 0s macacos-prego. O comportamento imperativo
destes animais e a escassez de alimentos em seu habitat peculiar fazem com que estes
sejam induzidos pela busca de alimentos, que pode resultar em agresséo direta aos visitantes
de Parques, tais como mordeduras e arranhdes em humanos, tornando-0s potenciais
disseminadores de micro-organismos patogénicos. O objetivo deste estudo foi caracterizar
fenotipicamente micro-organismos isolados da cavidade bucal de 10 primatas Sapajus
libidinosus capturados no Parque Ambiental Onofre Quinan, An4polis-GO. Foram isoladas
111 amostras bacterianas e 12 flngicas, sendo duas bactérias anaerdbias estritas do género
Peptostreptococcus, 109 bactérias anaerdbias facultativas e 12 leveduras. Dentre as
facultativas, destacaram-se as enterobactérias e os Staphylococcus. Quanto ao teste de
antibiograma, foi detectada resisténcia de enterobactérias aos antimicrobianos tetraciclina e
ampicilina, e de Staphylococcus a tetraciclina, eritromicina e clindamicina. As demais cepas
apresentaram-se sensiveis aos antimicrobianos testados. A cefoxitina apresentou 100% de
eficacia para todas as bactérias.Em casos de mordeduras por macacos-pregos recomenda-se
realizar completa higienizacdo nas lesdes, as quais devem permanecer abertas, para que
possam cicatrizar por segunda intencdo. A antibioticoterapia deve ser realizada de acordo

com recomendacgfes médicas.

Palavras-chave: Macaco; mordedura; antibiético.
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SOBREIRA, E.A. EVALUATION OF ANIMAL MICROBIOTE AND ANTIBIOGRAM TEST
IN FREE-LIVING BLACK-STRIPED CAPUCHIN MONKEYS Sapajus libidinosus
Groves, 2001. Botucatu, 2018. 60p. Tese (Doutorado em Animais Selvagens) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade

Estadual Paulista.

ABSTRACT

The State of Goids has several areas of urban forest fragments. This fact, coupled with the
expansion of unconstrained urban areas, often within the limits of Forest Conservation Units,
allows for a permanent and growing contact between humans and wildlife, such as the
monkey-prey. The imperative behavior of these animals and the scarcity of food in their
peculiar habitat cause them to be induced by the search for food, which can result in direct
aggression to Park visitors, such as bites and scratches on humans, making them potential
disseminators of pathogenic micro-organisms. The objective of this study was to
phenotypically characterize microorganisms isolated from the oral cavity of 10 Sapajus
libidinosus primates captured at the Onofre Quinan Environmental Park, Anapolis-GO. A total
of 111 bacterial and 12 fungal samples were isolated, two strict anaerobic bacteria of the
genus Peptostreptococcus, 109 facultative anaerobic bacteria and 12 yeasts. Among the
facultative ones, enterobacteria and Staphylococcus were highlighted. As for the antibiogram
test, resistance of enterobacteria to tetracycline and ampicillin antibiotics was detected, and
from Staphylococcus to tetracycline, erythromycin and clindamycin. The other strains were
sensitive to the antimicrobials tested. Cefoxitin showed 100% efficacy for all bacteria. In cases
of bites by monkey-nails it is recommended to perform complete hygiene on the lesions, which
must remain open, so they can heal by second intention. Antibiotic therapy should be

performed according to medical recommendations.

Key words: Monkey, bite, antibiotic.
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1 INTRODUCAO

Dentre os primatas mais comuns do continente americano estdo 0s
macacos-prego, caiararas ou cairaras, atualmente classificados no género
Sapajus (LYNCH ALFARO et al., 2012). Sdo animais selvagens sociaveis, de
pelagem curta e espessa, robustos, com presenca de topete na cabeca, de cor
marrom médio ao escuro e que atingem no maximo 60 cm de comprimento e
3,5 kg. Podem se deslocar até 3 km por dia e vivem em grupos de
aproximadamente 20 individuos. O macaco-prego € também chamado de
"capuchinho” pela semelhanca de sua pelagem com o capuz dos monges. E
um animal muito habil, que consegue abrir frutas de casca dura e para isso usa
pedras e pedacos de pau, ferramentas rasticas de rara utilizacdo entre animais
(DINIZ, 1997; PRIMACK & RODRIGUES, 2001; SILVA, 2001; LYNCH ALFARO
et al., 2012).

Os macacos do género Sapajus sao conhecidos por sua elevada
capacidade adaptativa a diferentes ambientes, o que Ihes permitem uma ampla
distribuicdo geografica pelo continente americano, desde a América Central até
o sul da América do Sul (SUSSMAN, 2000). No Brasil, estes animais também
estdo amplamente distribuidos, ocupando uma grande diversidade de
ambientes como Cerrado, Floresta Amazonica e Mata Atlantica (DINIZ, 1997;
AURICCHIO, 2003). No bioma Cerrado predomina a espécie Sapajus
libidinosus (FRAGASZY et al., 2004). Ja na Mata Atlantica, observa-se o
predominio da espécie Sapajus nigritus (ROCHA, 2000).

A destruicdo dos habitats, fragmentacdo florestal, caca, poluicdo e
introducdo de espécies invasoras estdo entre as maiores ameacgas a
sobrevivéncia desses animais (PRIMACK, 2001; CEBALLOS et al., 2005). Os
estados de Goias e Sao Paulo possuem varias areas de fragmentos florestais
urbanos. Este fato, somado a expansao de areas urbanas nao consolidadas,
muitas vezes para dentro dos limites de Unidades de Conservagao Florestal,
permitem um contato permanente e crescente entre 0s seres humanos e a
fauna selvagem (CULLEN-JR, 2000; HADDAD JUNIOR et al., 2013).
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O comportamento imperativo do animal e a escassez de alimentos em
seu habitat peculiar fazem com que os primatas, induzidos pela busca de
alimentos, agridam diretamente o homem. Tais condi¢cbes tém levado a
ocorréncia de mordeduras e arranh6es em humanos, tornando os macacos-
prego potenciais disseminadores de micro-organismos patogénicos como
bactérias aerdbias e anaerdbias, fungos e, até mesmo, virus da raiva e do
herpes (CUBAS et al., 2006).

O Centro de Controle de Zoonoses de Anapolis/GO-Brasil registrou, em
2014, 31 incidentes com macacos nos parques da cidade. Em 17 (54,8%)
casos, as vitimas tiveram ferimentos profundos e precisaram receber
atendimento médico. Os ataques foram associados a busca de alimentos
levados pelos visitantes dos parques (SOBREIRA, 2014).

Em saude publica, a preocupacdo com o manejo de primatas nhao
humanos nédo esta ligada somente ao risco de transmissdo de zoonoses, mas,
sobretudo, com o tipo de lesdes cutdneas traumaticas ou infecciosas que a
mordedura destes animais pode causar (HADDAD JUNIOR et al., 2013). Os
casos de mordedura ocorrem com relativa frequéncia em todo o pais
envolvendo desde os profissionais que lidam com o manejo dos animais, até os
visitantes dos parques e mesmo moradores de centros urbanos que
apresentam limites com areas de mata. A situacao de cativeiro dos animais em
ambiente domeéstico também contribui para o aumento dos casos de
mordeduras (BAXTER, 1984; GOLDSTEIN, 1989; JORGE et al., 1998).

As mordeduras de animais provocam, simultaneamente, dois tipos de
lesBes, a de compressao e perfuracdo. A primeira resulta em esmagamento de
tecidos da zona atingida, enquanto a segunda pode ocasionar necroses
teciduais puntiformes, correspondentes a penetracdo profunda dos dentes
caninos do animal (ASPIS et al., 2003). E importante ressaltar ainda que os
aspectos clinicos das lesdes variam de acordo com o agente causal (HADDAD
JUNIOR et al., 2013).

A cavidade bucal, a lingua e os dentes dos macacos constituem um
ambiente colonizado por uma grande variedade de micro-organismos saprofitos
e patogénicos, sendo estes anaerobios facultativos e obrigatorios. A
diversidade microbiana € conseqiiéncia dos habitos alimentares dos animais,

gue incluem desde frutas variadas até pequenos roedores e insetos; do habito
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de levar constantemente as maos contaminadas a boca, as quais podem
conter material fecal; e do costume de lamberem uns aos outros. Também é
possivel observar o acumulo de produtos téxicos resultantes do metabolismo
microbiano e da degradac¢édo bioldgica dos alimentos (ASPIS et al., 2003).

Dentre as bactérias que compdem a microbiota bucal estdo Actinomyces
spp., Pasteurella spp., Campylobacter spp., Eikenella corrodens, Tannerella
forsythia, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e bactérias da familia
Enterobacteriaceae, como Escherichia coli (GAETTI-JARDIM JR et al., 2012).
No sulco gengival, observa-se ainda o predominio de anaerébios obrigatérios
como o0s géneros Bacteroides, Fusobacterium, Peptoestreptococcus,
Porphyromonas e Prevotella (HIRSH & ZEE, 2003).

Os fungos constituem outro grupo de micro-organismos que também
colonizam a cavidade bucal dos macacos (GROVES, 2001). A gqueda do
equilibrio biolégico entre Lactobacillus, responsaveis pela acidez vaginal das
fémeas de mamiferos, bem como o acumulo de glicogénio na mucosa vaginal
devido a producédo de gonadotrofina coribnica no ultimo periodo de prenhez
dos mamiferos favorecem a aspiracédo de secrecéo vaginal contendo leveduras
do género Candida no momento do nascimento. Soma-se a isto, o0
comportamento biolégico dos animais (GROVES, 2001; EBERSOLE et al.,
2014).

Cruz (2010) salienta ainda que os primatas, como 0S macacos-prego,
sdo suscetiveis a ocorréncia de outros fungos patogénicos na microbiota bucal
em decorréncia do comprometimento do seu sistema imunoldgico e do maior
contato com humanos. Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum
compreendem fungos dimorficos, potencialmente patogénicos, capazes de
desencadear processos infecciosos na cavidade bucal dos animais e de,
portanto, serem veiculados aos humanos (FERREIRA et al.,1995; CORTE et
al., 2007).

Embora a microbiota bucal dos primatas se assemelhe, muitas vezes, a
humana, a identificacdo do agente etiologico responsavel pelas lesdes é dificil,
devido ao carater polimicrobiano das infecgcbes. Soma-se a isto o fato do
atendimento médico ao paciente vitima de mordedura ndo ser o recomendado

pelos protocolos convencionais devido as condicbes ambientais em que
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ocorrem 0s agravos e o despreparo da equipe de saude (HADDAD JUNIOR et
al., 2013).

Além das complicagbes agudas, como sangramento e grandes
laceracoes, as mordeduras de macacos podem levar a quadros de infeccbes
graves. O tratamento das lesdes envolvem medidas de primeiros socorros e o
uso de antimicrobianos para evitar complicagdes. E neste contexto, conhecer o
perfil bioldégico dos agentes infecciosos é essencial para o sucesso da
terapéutica (HADDAD JUNIOR et al., 2013). Soma-se a isso a falta de
investigacdes cientificas envolvendo macacos-prego de vida livre, visto que as
publicacdes existentes incluem apenas 0s animais que vivem em cativeiro
(ASPIS et al.,2003).

Desta forma, este estudo visou verificar a prevaléncia das espécies
bacterianas e fangicas presentes na microbiota bucal de macacos-prego. Os
resultados obtidos permitem conhecer 0s possiveis agentes de infeccdes
associadas a mordedura por estes animais, subsidiar o desenvolvimento de um
protocolo de atendimento para os agravos decorrentes da mordedura animal e
o treinamento das equipes de saude para atuacao em problemas emergenciais.

Trata-se de um estudo pioneiro, que tem como intuito contribuir para a
saude publica humana e animal em todo o territério nacional, além de estimular

a realizacdo de novas investigacfes acerca do tema.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ODONTOESTOMATOLOGIA EM PRIMATAS
2.1.1 Arcada dentéaria

Praticamente todos os mamiferos possuem dentes com composicao,
forma e distribuicdo variaveis, possuindo funcdes relacionadas ao
processamento de alimentos, como 6rgdo de ataque e defesa, bem como
sendo utilizados no cuidado com a pelagem (RYLANDS et al., 2000; CUBAS et
al., 2006; KINDLOVITS et al., 2009).

E regra geral para os mamiferos a existéncia de duas denticbes, sendo a
primeira decidua, que antes da idade adulta é substituida por uma segunda, a
permanente.

Nos primatas, a denticdo € classificada como anelodonte, sendo que os
dentes definitivos ndo continuam a crescer apos ter atingido a extenséo
méaxima codificada geneticamente, e observa-se claramente uma linha de
divisdo entre a coroa e a raiz. Em funcéo de terem diferencas pequenas entre a
extensdo das coroas clinica e anatbmica, o0s primatas sdo também
classificados como braquiodontes. Uma terceira denominacédo, heterodontes, é
utilizada, pois se observa nitida distingdo anatémica entre grupos de dentes de
uma mesma denticdo (incisivos, caninos, molares e pré-molares), assim como
nos carnivoros (CUBAS et al., 2006; KINDLOVITS et al., 2009).

A denticdo dos primatas € adaptada ao consumo de grande variedade
de itens alimentares, como por exemplo, as frutas, insetos, ovos de aves e
restos alimentares depositados nas lixeiras pelos visitantes do parque (pipocas,
salgadinhos, refrigerantes, dentre outros). Os diversos grupos taxondémicos
apresentam certas particularidades dentais. A infraordem dos platirrinos, que
inclui os primatas neotropicais americanos, das familias Calitrichidae (sagtis e
micos) e Cebidae (macaco-prego, macaco-aranha, bugio, etc), se caracteriza
por narinas distantes entre si e voltadas para os lados, sendo a formula dental
dos cebideos adultos [lo2, Cia, PMgz, Mgz x 2 = 36] (CUBAS et al., 2006;
KINDLOVITS et al., 2009).

Os incisivos inferiores tém contato com 0s caninos, enquanto que 0s

superiores sdo separados dos caninos por pequenos diastemas (Figura 1). Os
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caninos superiores sao longos e pontiagudos, e os inferiores sdo levemente
curvados em direcdo lingual e caudal. Os pré-molares sédo tuberculados e
menores que 0os molares. J& 0s molares superiores tém quatro cuspides, e 0s
inferiores apresentam quatro ou cinco cuspides O palato € bastante céncavo e

se estende além do ultimo molar.

Figura 1. Incisivos superiores separados dos
caninos por pequenos diastemas (seta) em
Sapajus libidinosus.

2.1.2 Dente

O dente € composto pela raiz e coroa. A primeira € implantada no
interior da cavidade Ossea alveolar, abaixo da linha da gengiva, e tem sua
extremidade denominada apice radicular. Ja a segunda parte esta acima da
linha da gengiva, sendo visualiza no interior da cavidade oral e denominada
“coroa clinica”. A coroa clinica e parte da coroa que fica abaixo da linha da
gengiva sao denominadas coroa anatbmica (CUBAS et al., 2006; KINDLOVITS
et al., 2009).

O dente é composto por esmalte (97%), dentina (75% a 80%) e cemento
(50%), elementos inorganicos. O esmalte, que faz o revestimento externo da
coroa dental, € uma substancia durissima e extremamente lisa, produzida pelos

ameloblastos, células especializadas que morrem imediatamente apds cessar



19

sua fungcédo. O cemento, oriundo dos cementoblastos, reveste externamente a
raiz dental, e a dentina é produzida pelos odontoblastos e responde pela maior
parte do volume dos dentes. Esta Ultima é permeada por microcanais,
responsaveis por sua nutricdo e inervacdo a partir da polpa dental (CUBAS et
al., 2006; KINDLOVITS et al., 2009).

A polpa dental, 6rgédo nutriz e sensorial, se localiza no centro do dente,
tanto na area de coroa quanto da raiz. E composta por tecido conjuntivo com
vasos sanguineos e linfaticos, nervos, células do sistema imune e uma camada
de células especiais, os odontoblastos, 0s quais estdo justapostos a parede
dentinaria. A funcdo destas células € produzir dentina ao longo de toda a vida
do animal (CUBAS et al., 2006; KINDLOVITS et al., 2009; BURCHFIELD et al.,
2016).

O dente é fixado as estruturas 6sseas de mandibula e maxila por meio
do periodonto, composto por quatro estruturas — gengiva, ligamento
periodontal, cemento e 0sso alveolar. A gengiva recobre as outras estruturas
de suporte, e o ligamento periodontal fixa o dente ao alvéolo, por meio de fibras
gue se estendem a partir do cemento, através do 0sso. A gengiva se liga tanto
ao 0Sso quanto ao dente, existindo um espaco virtual entre a mesma e o colo
dental, denominado sulco gengival (CUBAS et al., 2006; KINDLOVITS et al.,
2009).

Na gengiva existe um complexo de células e substancias imunes em
constante confronto com 0s micro-organismos da placa dental. Ocorre assim
uma secrecdo constante de fluido gengival, a partir do tecido da gengiva,
irrigando o sulco. O espaco ocupado pelo ligamento periodontal e pelo sulco
gengival tem espessura variavel nos diversos grupos taxonémicos. Cada dente
com seu tecido de suporte, chamado de periodonto, formam o 6rgdo dental
(CUBAS et al., 2006; KINDLOVITS et al., 2009)

2.1.3 Microbiota bucal de primatas

A cavidade bucal, a lingua e os dentes dos macacos constituem um
ambiente colonizado por uma grande variedade de micro-organismos saprofitos
e patogénicos, sendo estes anaerobios facultativos e obrigatorios. A
diversidade microbiana € consequéncia dos habitos alimentares dos animais,

gue incluem desde frutas variadas até pequenos roedores e insetos; do habito
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de levar constantemente as maos contaminadas a boca, as quais podem
conter material fecal; e do costume de lamberem uns aos outros. Também é
possivel observar o acumulo de produtos téxicos resultantes do metabolismo
microbiano e da degradac¢édo bioldgica dos alimentos (ASPIS et al., 2003).

Dentre as bactérias que compdem a microbiota bucal estdo Actinomyces
spp., Pasteurella spp., Campylobacter spp., Eikenella corrodens, Tannerella
forsythia, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e bactérias da familia
Enterobacteriaceae, como Escherichia coli (GAETTI-JARDIM JR et al., 2012).
No sulco gengival, observa-se ainda o predominio de anaerébios obrigatérios
como o0s géneros Bacteroides, Fusobacterium, Peptoestreptococcus,
Porphyromonas e Prevotella (HIRSH & ZEE, 2003).

Os fungos constituem outro grupo de micro-organismos que também
colonizam a cavidade bucal dos macacos (GROVES, 2001). Esta colonizacéo
se d4, pois a queda do equilibrio biolégico entre Lactobacillus, responsaveis
pela acidez vaginal das fémeas de mamiferos, bem como o acumulo de
glicogénio na mucosa vaginal devido a producdo de gonadotrofina coriénica no
altimo periodo de prenhez dos mamiferos, favorecem a aspiracdo de secrecao
vaginal contendo leveduras do género Candida no momento do nascimento.
Soma-se a isto, o comportamento biolégico dos animais (GROVES, 2001;
EBERSOLE et al., 2014).

Cruz (2010) salienta ainda que os primatas, como 0S macacos-prego,
sdo suscetiveis a ocorréncia de outros fungos patogénicos na microbiota bucal
em decorréncia do comprometimento do seu sistema imunoldgico e do maior
contato com humanos. Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma capsulatum
compreendem fungos dimorficos, potencialmente patogénicos, capazes de
desencadear processos infecciosos na cavidade bucal dos animais e de,
portanto, serem veiculados aos humanos (FERREIRA et al., 1995; CORTE et
al., 2007).

2.2 COMPLICACOES INFECCIOSAS DE MORDEDURAS

A pele é um componente essencial do sistema imune inespecifico, que
protege o hospedeiro de potenciais patdgenos do ambiente. Brechas nesta
barreira protetora representam, assim, uma forma de imunodeficiéncia que

predispde o paciente as infec¢cbes. Mordeduras e arranhdes produzidos por
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animais e seres humanos permitem a inoculacdo de micro-organismos atraves
da barreira protetora da pele na intimidade dos tecidos mais profundos e
suscetiveis do hospedeiro (BROOK, 2005; HADDAD JUNIOR et al., 2013).

A cada ano ocorrem milhdes de mordeduras por animais. A vasta
maioria € produzida por caes e gatos domésticos, cujo numero ultrapassa 100
milhdes no Brasil. A incidéncia anual de mordeduras por cdes e gatos ja foi
descrita como de 300 para 100 mil habitantes em Goias. Outras mordeduras
originam-se do contato com animais no ambiente selvagem ou em situacdes
ocupacionais. Embora muitas destas mordeduras requeiram tratamento minimo
ou nenhum, um significativo nimero resulta em infeccbes, que podem ser
potencialmente fatais. A microbiologia das infec¢cdes por mordeduras reflete
geralmente a microbiota orofaringea do animal que morde, embora possam
também estar envolvidos micro-organismos do solo, da pele do animal ou da
vitima ou, ainda, das fezes do animal (WEBER et al., 1991; BRAGA, 2001,
BROOK, 2005; WEINBERG & BRANDA, 2010).

2.2.1 Mordeduras por primatas

Os parques ambientais tém como objetivo a preservacdao de
ecossistemas naturais de grande relevancia ecoldgica. A recreacdo em contato
com a natureza e o turismo ecolégico devem ser permitidos com o intuito de
desenvolver atividades de educacédo e interpretacdo ambiental. No entanto, as
interacbes entre o0s visitantes do Parque e 0S macacos-prego Vém,
gradualmente, tornando-se conflituosas, o que tem comprometido o bem-estar
dos primeiros em relacdo ao usufruto de suas atividades de recreacao e lazer
junto a natureza (SANTOS et al., 2007). Prejuizos diversos como a perda de
objetos pessoais, alimentos furtados pelos macacos-prego e lesdes corporais
provocadas por mordidas dos animais tém sido relatados (Figura 2).
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Figura 2. Macaco-prego segurando banana do visitante com a méo direita no
Parque Areido, Goiania-Goias. (Foto: Morian Malburg).

As mordeduras ocorrem frequentemente como resultado de exposicao
ocupacional em fazendeiros, laboratoristas e veterinarios ou, ainda, atividades
recreacionais em cacadores, individuos que capturam animais com armadilhas,
campistas e proprietarios de animais de estimacdo exoéticos. Geralmente, a
microbiota das mordeduras reflete a microbiota bucal do animal que morde,
sendo os patdgenos envolvidos em infecgcBes causadas por mordeduras
produzidas por primatas ndo humanos semelhantes aos isolados de
mordeduras humanas (ROCHA, 2000; BROOK, 2005; CUBAS et al., 2006).

As mordeduras provocam simultaneamente lesfes por compressao dos
tecidos, determinando esmagamento dos tecidos na zona atingida; e por
perfuracdo, dando origem as necroses puntiformes, correspondentes a

penetracdo profunda dos dentes caninos do animal (Figura 3).
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E

Figura 3. Mordedura por macaco em braco direito de profissional em atividade

funcional, Goiania, Goias. (Foto: Adriana Prego).

A cavidade bucal e os dentes dos macacos, de um modo geral,
constituem meio hiperséptico, com associacdo de microbiota saprofita e
patogénica extremamente polimorfa, além de enzimas e produtos de
degradacdo bioldgica, muitas vezes toxicos.

Os micro-organismos sdo consequéncia dos habitos alimentares dos
animais, que incluem desde frutas variadas até pequenos roedores e insetos,
ou ao costume de levar constantemente as maos contaminadas a boca,
mesmo com matéria fecal. Por outro lado, os micro-organismos podem,
também, fazer parte da propria microbiota dos animais que foram isolados a
partir da superficie cutanea de primatas ndo humanos (KRYGIER et al., 1973;
CUBAS et al., 2006).

2.2.2 Mordeduras por Primatas Humanos

As mordeduras humanas podem ser auto-infligidas; podem vitimar
profissionais da area da saude que cuidam de pacientes ou podem ter lugar
durante lutas, violéncia doméstica e atividade sexual. As infec¢cdes por
mordeduras humanas ocorrem cerca de 10 a 15% mais que as mordidas

causadas por outros animais. As infec¢des refletem a diversidade da microbiota
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bucal dos seres humanos, que inclui multiplas espécies de bactérias aerobias e
anaerobias (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

Os isolados aerdbios comuns incluem Streptococcus viridans,
Staphylococcus aureus, Eikenella corrodens, particularmente comum nas
lesbes de punho fechado, e Haemophilus influenzae. Espécies anaerdbias,
como Fusubacterium nucleatum, Prevotella, Porphyromonas e
Peptostreptococcus sao isoladas em 50% das infeccbes de mordeduras
humanas. A microbiota bucal de pacientes hospitalizados e debilitados
frequentemente apresenta bactérias da familia Enterobacteriaceae, além dos
micro-organismos habituais (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

2.2.3 Tratamento a vitima por mordeduras humanas ou por animais

Uma cuidadosa anamnese deve ser realizada, incluindo tipo do animal
envolvido; tipo de ataque, se provocado ou ndo; e quanto tempo se passou
desde a ocorréncia da lesdo. Os profissionais da rede de saude publica locais e
regionais devem ser consultados para estabelecer se uma determinada
espécie pode transmitir raiva e/ou para localizar e observar o animal mordedor
quando a profilaxia da raiva estd indicada. Mordeduras humanas suspeitas
pedem cuidadoso questionamento a respeito de maus-tratos domésticos ou
infantis. Detalhnes sobre alergias a antibidticos, imunosupressao,
esplenectomia, doenca hepatica, mastectomia e imunizacdes devem ser
obtidos (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

A lesado deve ser cuidadosamente inspecionada em busca de evidéncias
de infeccdo, como eritema, secrecfes purulentas e mau odor. Deve ser
avaliado o tipo de ferida, se puntiforme, lacerada ou arranhadura; a
profundidade da penetracdo; e o possivel envolvimento de articulacdes,
tendBes, nervos e ossos (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

E atil incluir um diagrama ou uma fotografia da lesdo no prontuério
médico. Além disso, um exame fisico geral deve ser conduzido, incluindo uma
avaliacdo dos sinais vitais e de possiveis evidéncias de linfangites,
linfadenopatias, lesdes dermatoldgicas e limitagdes funcionais.

As lesdes da méo obrigam a uma consulta com um cirurgido especialista

para avaliacdo de lesbes de tenddo, nervos e musculos. Deve-se obter
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radiografias quando os ossos forem penetrados ou quando um fragmento de
dente possa estar presente.

A cultura e coloracdo de Gram de todas as mordeduras infectadas sé&o
essenciais. Culturas para anaerébios devem ser realizadas quando ha
abscessos, tecido desvitalizado e secre¢cdes com mau odor. Um swab de ponta
fina pode ser utilizado para colher amostra biolégica em feridas penetrantes
profundas ou pequenas laceracgoes.

E também recomendavel cultivar amostras da microbiota de leses nio
infectadas por mordidas de animais que ndo cées e gatos, jA que 0S micro-
organismos que causam doenga S80 menos previsiveis nestes casos. A
contagem de leucécitos deve ser determinada e o sangue cultivado quando ha
suspeita de infecgéo sistémica (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

O fechamento da ferida € controverso em lesées por mordeduras. Muitos
profissionais preferem n&o realizar um fechamento primario das lesbes
infectadas ou que podem infectar-se, preferindo irriga-las copiosamente,
desbridar o tecido desvitalizado, remover 0s corpos estranhos e aproximar as
suas bordas. O fechamento primario tardio pode ser realizado apés cessado o
risco de infec¢cdo. Pode-se permitir que as feridas pequenas e nao infectadas
fechem por segunda intencao.

As lesdes faciais sdo habitualmente suturadas ap6s completa limpeza e
irrigacdo, dada a importancia de um bom resultado estético nesta area, pois
devido aos fatores anatébmicos, como um excelente suprimento sanguineo, sao
menores os riscos de infeccdo (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

Nas mordeduras com infeccbes ja estabelecidas, devem-se administrar
antibioticos escolhidos levando-se em consideracdo os patdgenos potenciais
mais provaveis, tal como indicado pelo animal que morde, pela coloracao de
Gram e resultados da cultura (HADDAD JUNIOR et al., 2013).

Para mordeduras de caes e gatos, os antibioticos devem ser eficazes
contra S. aureus, especies de Pasteurella, Capnocytophaga canimorsus,
estreptococos e anaerobios orais. Para mordidas humanas, devem ser usados
agentes com atividade contra S.aureus, H. influenzae e anaerdbios orais
produtores de g -lactamases. A combinacdo de uma penicilina de espectro
estendido com um inibidor de g-lactamase (amoxilina/acido clavulanico,

ticarcilina/acido clavulanico, ampicilina/sulbactam) parece ser a cobertura mais
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confiavel para estes patdégenos. As cefalosporinas de segunda geracéo,
cefuroxima e cefoxitina, também constituem boa cobertura (CUMMINGS, 1994;
BRAGA, 2001).

E importante tomar cuidado na escolha de antibioticos para pacientes
alérgicos a penicilina, particularmente para aqueles em que a
hipersensibilidade do tipo imediato torna perigoso o uso de cefalosporinas.
Pode-se combinar um antibidtico ativo contra cocos gram positivos e
anaerobios, como clindamicina e sulfametoxazol-trimetoprim ou uma
fluorquinolona, que séo ativos contra muitos dos outros possiveis patdogenos.
Dados obtidos in vitro sugerem que a azitromicina isolada fornece cobertura
para os patdgenos mais comumente isolados em mordeduras (TRABULSI et
al., 2002; ANVISA, 2013; VASCONCELQOS, 2013).

Os antibioticos sdo administrados durante 10 a 14 dias, mas a resposta
ao tratamento deve ser cuidadosamente monitorada. A auséncia de resposta
indica a imediata consideracdo de outros diagnésticos e a avaliacdo cirargica,
para uma possivel drenagem ou desbridamento. Complicagbes como
osteomielite ou artrite séptica obrigam a um tratamento de maior duracao
(HADDAD JUNIOR et al., 2013).

A utilizacdo de antibibticos para pacientes que se apresentam dentro de
8h ap6s a mordedura € controverso. Embora neste momento a infeccéo
sintomatica frequentemente néo tenha se manifestado, muitas lesfes iniciais
albergam patdgenos e podem infectar-se. Os estudos de profilaxia antibiética
para as infec¢cdes de mordeduras sao limitados e geralmente incluem apenas
um pequeno numero de casos, nos quais varios tipos de mordedura foram
tratados de acordo com varios protocolos. Uma meta-andlise de oito ensaios
randomizados de antibi6ticos profilaticos em pacientes com mordedura de cdo
mostrou uma reducdo de 50% nas taxas de infeccdo com a profilaxia.
Entretanto, na auséncia de ensaios clinicos consistentes, muitos profissionais
tratam empiricamente a mordedura com antibiéticos escolhidos conforme a
espécie do animal que morde, localizacdo, gravidade e extensdo da
mordedura; e a existéncia de condigcbes comorbidas no hospedeiro. Todas as
mordeduras humanas e produzidas por macacos devem ser tratadas

presuntivamente, devido as altas taxas de infec¢cdo. Quando antibidticos
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profilaticos sdo prescritos, devem ser administrados por trés a cinco dias
(DASZAKP et al., 2000; HADDAD JUNIOR et al., 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar fenotipicamente a microbiota bucal de primatas Sapajus

libidinosus encontrados no Parque Ambiental Onofre Quinan.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a prevaléncia de bactérias aerdbias, anaerdbias e fungos presentes
na cavidade bucal destes animais;

e Caracterizar fenotipicamente os micro-organismos isolados;

e Subsidiar o desenvolvimento de um protocolo de atendimento para 0s

agravos decorrentes da mordedura animal.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO E LOCAL DO ESTUDO

Esta pesquisa foi realizada no periodo de agosto de 2016 a marco de 2018,
como resultado de uma parceria entre a Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — Campus
Botucatu/SP (FMVZ-UNESP/SP) e o Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica da Universidade Federal de Goias (IPTSP/UFG/GO). Trata-se de um
estudo transversal descritivo que tem como campo de estudo o Parque
Ambiental Onofre Quinan, localizado em Anapolis/lGO (drea de 9,6 ha
16°20°23” latitude S / 48°57°53” longitude W) (Figura 4).

4.2 ASPECTOS ETICOS-LEGAIS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu/SP
(CEUA/FMVZ/UNESP/SP), Protocolo n°170/2015 (Anexol). O mesmo também
foi autorizado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade
(ICMBIo), Protocolo SISBIO n°52117-1, vinculado ao Ministério do Meio
Ambiente/Brasil (Anexo 2).

Seguindo recomendacfes da Comissdo de Etica no uso de Animais da
Universidade Federal de Goias (CEUA/UFG), o projeto também foi submetido a

este comité, sendo também aprovado.
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Figura 4 Imagem de satélite da cidade de Anapolis, ressaltando os limites do

Paque Ambiental Onofre Quinan.

4.3 POPULACAO DE ESTUDO

Foi constituida por 10 animais de vida livre pertencentes a bandos de
macacos-pregos (Sapajus libidinosus) encontrados no Parque Ambiental
Onofre Quinan de Anapolis/GO.

O quantitativo de animais foi obtido por meio de informacgdes coletadas
durante monitoramentos realizados pelo Centro de Controle de Zoonoses de
Anapolis/GO. Foram incluidos animais, machos e fémeas adultos, clinicamente
saudaveis. Foram excluidos aqueles que apresentaram lesdes aparentes na
cavidade bucal, caquexia, alopecia, apatia ou sinais clinicos de infeccao
(temperatura acima de 37,5°C) (CUBAS et al., 2006).
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4.4 ETAPAS DO ESTUDO

A pesquisa compreendeu as seguintes etapas: primeira- monitoramento e
captura dos animais; segunda — selecdo dos animais e coleta dos dados
bioldgicos; terceira — coleta e processamento do material clinico. Um teste
piloto foi realizado com o objetivo de conhecer a populacéo e o local de estudo.
Para o teste piloto foram coletadas e analisadas amostras de cinco animais do
Parque Ambiental Onofre Quinan (MIOT, 2011).

4.5 CAPTURA DOS ANIMAIS

Os animais foram capturados em armadilhas de ferro e arame galvanizado,
medindo 1,60 x 0,80 x 0,80 m, por pesquisadores e auxiliares de pesquisa com
formacdo em animais selvagens e devidamente aparamentados com
equipamentos de protecao individual, como macacao, bota de cano longo ou
perneiras, luvas raspa de couro, chapéu, puca e cambdo. Os grupos de
macacos-pregos foram monitorados para a escolha do melhor local de captura
e implantacdo das armadilhas, tendo como referéncia a sua resposta a ceva

com frutas e milho (Figura 4)

Figura 4. Armadilha para captura de primatas no Parque Ambiental Onofre

Quinan em Anapolis, Goias.
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A ceva foi colocada no interior das armadilhas e quando os animais
estavam habituados e consumindo os alimentos, as mesmas foram acionadas.
Foram programadas cinco campanhas de captura, com duragdo minima de
cinco dias no local de estudo (CULLEN JR et al., 2006; REIS et al, 2010).

Para facilitar a coleta do material clinico, os animais foram anestesiados
com 4,4 mg/kg da associacdo tiletamina e zolazepam (Zoletil® 50, Virbac do
Brasil Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo, Brasil), via intramuscular (ASPIS et al.,
2003). A coleta dos dados biologicos e do material clinico foi realizada no local
da captura e os animais devolvidos ao seu habitat logo em seguida. Todos os
procedimentos de captura do animal e coleta do material biolégico foram
realizados de acordo com as recomendacfes do Comité de Etica no uso de
Animais da Universidade Estadual Paulista Jalio de Mesquita Filho (FMVZ-
UNESP) e da Universidade Federal de Goias (UFG) (BRASIL, 2008; BRASIL,
2009; CROFOOQT et al., 2009).

4.6. COLETA DOS DADOS BIOLOGICOS

Apos a captura e selecdo dos animais, os mesmos foram identificados e
codificados clinica e laboratorialmente. A coleta dos dados biolégicos
referentes a populacgéao foi realizada por pesquisadores e auxiliares de pesquisa
com formacdo em animais selvagens e por meio de uma ficha de identificacéo
contendo informacdes relativas ao dia e horario de coleta; sexo do animal,
presenca ou auséncia de lesdes bucais, alopecia e apatia; escore corporal e
temperatura (Apéndice 1).

Nos dentes foram observadas a presenca de desgaste, fraturas e
auséncias dentarias. No exame clinico periodontal foram avaliadas as
superficies vestibular e lingual dos dentes da maxila e mandibula, medindo-se
a profundidade do sulco gengival e verificando-se o nivel de sangramento a
sondagem, retragdo gengival, mobilidade dentaria e presenca de tartaro.

A avaliacdo da profundidade do sulco gengival e o grau de sangramento a
sondagem foram realizados com auxilio de sonda periodontal milimetrada. A
presenca de retracao gengival foi avaliada pela inspecédo direta e a mobilidade
dentaria foi verificada pela pressdo exercida com o cabo da sonda sobre o

dente no momento da sondagem do periodonto.
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Para avaliacdo da presenca de apatia, foi analisado o comportamento dos
animais antes e durante as contencdes fisica e quimica. O escore corporal foi
avaliado de 0 a 3, sendo (0) quando o animal apresentava-se caquético, (1)
para animal com presenca de musculatura inadequada para a idade, (2) para
animal com musculatura e tecido adiposo adequados e (3) para animal obeso.

A afericdo da temperatura corporal do animal foi realizada por meio de

termOmetro via anal (Figura 5).

|
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Figura 5. Afericdo de temperatura via anal em Sapajus libidinosus.

4.7 COLETA E TRANSPORTE DO MATERIAL CLINICO
O material clinico proveniente da cavidade bucal dos animais foi coletado e
transportado de duas maneiras, tendo em vista as exigéncias fisiologicas de

cada micro-organismo pesquisado.

4.7.1 Para Bactérias Anaerobias Estritas

Antes da coleta, foi realizada uma limpeza prévia na superficie dentéria,
com gaze esterilizada, para retirada de excesso de matéria organica. Apos,
procedeu-se a sondagem do sulco gengival dos dentes para detectar uma area
mais profunda e com maior chance de isolamento de bactérias anaerdbias
(Figura 6). Apos a escolha do local mais adequado, cones de papel absorvente
esterilizados foram introduzidos no sulco gengival com auxilio de pinga também
esterilizada, permanecendo por dois minutos (Figura 7). Em seguida, os cones

foram retirados e imersos em 2 mL de Ringer “Pre-reduced Anaerobically
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Sterilized” (PRAS) (SUTTER et al., 1980), sob fluxo de gas nitrogénio. Os
cones coletados do mesmo animal foram introduzidos em um Unico tubo e
transportados em caixas de isopor a temperatura ambiente (20° a 25°C) para

os procedimentos microbiolégicos.

Figura 6: Sondagem do sulco gengival no dente canino superior esquerdo de

Sapajus libidinosus.

b

Figura 7. Cone de papel absorvente introduzido em sulco gengival de Sapajus

libidinosus.
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4.7.2 Para Bactérias Aerdbias e Fungos

Para o isolamento de bactérias aerdbias e fungos, swabs esterilizados e
previamente umedecidos em solugcdo salina 0,9% foram friccionados
diretamente nos dentes, regido gengival e palato duro do animal. Foram
coletados dois swabs de cada animal, sendo um para processamento e outro
por seguranga, caso houvesse algum acidente no transporte dos mesmos
(Figura 8)

Figura 8. Coleta de amostra biolégica com swab na superficie dentaria de

Sapajus libidinosus.

Apds a coleta, os swabs foram inseridos em meio para transporte e
identificados com os dados do animal, local, data e hora da coleta. Em seguida,
os mesmos foram acondicionados em caixas térmicas devidamente
identificadas e transportados a temperatura ambiente (20° a 25°C) para o
laboratorio do IPTSP/UFG, sendo imediatamente processados (OPLUSTIL et
al., 2010).

4.8 ANALISE MICROBIOLOGICA
4.8.1 Isolamento e Caracterizagdo Fenotipica das Bactérias Anaerdbias

As amostras foram introduzidas e processadas em camara anaerébica,

sob atmosfera de 5% de gas carbbnico, 10% de hidrogénio e 85% de nitrogénio
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(Figura 9). Ap6s homogeneizacdo de cada amostra, diluicdes seriadas de 10™

a 10" foram realizadas em tubos contendo &gua peptonada. Em seguida,

100uL de cada diluicdo foi semeado na superficie de cada &gar. Os meios de

cultura utilizados foram:

e Agar Brucella enriquecido com sangue desfibrinado de cavalo (5%), hemina
(0,05 mg/mL), vitamina K (0,01 mg/mL) (ASBHK);

e Agar Bacteroides Bile Esculina (BBE): meio seletivo para bactérias do grupo
Bacteroides fragilis (LIVINGSTON, 1978).

ApOs semeadura, os meios foram incubados a 37°C, em camara

anaerobica, realizando-se a leitura a partir de 48 a 72h.

Figura 9. Placa de Petri contendo &gar Brucella enriqguecido com sangue
desfibrinado de cavalo (5%), hemina (0,05 mg/mL) e vitamina K (0,01 mg/mL)

contendo amostra da diluicdo 10™ no interior da cAmara de anaerobiose.

Apbs o periodo de incubacéo, foram obtidas culturas puras e realizado
teste respiratorio. Para tanto, as culturas puras foram semeadas em placas de
ASBHK e incubadas, respectivamente, em anaerobiose (camara anaerdbica),
microaerofilia (método da vela em dessecador de vidro) e aerobiose (estufa
bacteriol6gica), a 37°C, por 24 h. Foram consideradas anaerObias estritas
somente as bactérias que cresceram em condi¢do de anaerobiose.
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As amostras bacterianas foram inoculadas em caldo Tryptic Soy Broth
(TSB), suplementado com 20% de glicerol e congeladas em freezer a - 86°C,
para posterior identificacdo. Cada grupo bacteriano foi identificado por
caracteristicas bioquimico-fisiologicas de acordo com chaves de classificacédo
propostas por Sneath et al. (1986), Sumannen et al. (1993) e Winn Jr et al.
(2012).

As espécies bacterianas encontradas com maior frequéncia foram
submetidas ao teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, pelo método de
diluicho em agar, recomendado pelo Clinical Laboratory Standarts Institute
(CLSI), para a obtencdo da Concentracéao Inibitéria Minima. Os antimicrobianos
testados foram ampicilina, penicilina, amoxilina + acido clavulanico, imipenem,
neropemen cefoxitina, ceftriaxona, tetraciclina, clindamicina, metronidazol, os
quais foram escolhidos segundo CLSI (2016).

Foram testadas cinco concentracbes das drogas, incluindo os
respectivos pontos criticos e duas concentragfes imediatamente acima e duas
imediatamente abaixo dos pontos criticos. As solucdes estoque foram
preparadas previamente, sendo incorporadas ao meio ASBHK fundido e
vertidos em placas de Petri esterilizadas, em duplicata. Amostra de referéncia
Bacteroides fragilis ATCC® 25285 para os anaerdbios estritos foram incluidas
como controle.

As amostras a serem testadas foram repicadas em ASBHK e,
posteriormente, diluidas em caldo Brucella suplementado com sangue lisado
de cavalo (5%), hemina (0,05 mg/mL) e vitamina K (0,01 mg/mL),
correspondendo a 0,5 da escala MacFarland, e inoculadas em placas com os
meios contendo as drogas, com o auxilio de um replicador (STEERS et al,
1959), em ordem crescente de diluigdo. Para o controle de viabilidade, as
amostras teste foram replicadas em meios sem antimicrobianos.

A leitura foi realizada apds 48h, considerando-se como referéncia o
ponto critico de cada antimicrobiano, recomendado pelo CLSI (2016). Amostras
crescidas em meios contendo antimicrobiano, com concentracdo acima do
ponto critico, foram consideradas resistentes; amostras crescidas em
concentracbes abaixo do mesmo foram consideradas sensiveis, e amostras
crescidas nas concentracbes dos pontos criticos foram consideradas de

resisténcia intermediaria.
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4.8.2 Isolamento e Caracterizacdo Fenotipica das Bactérias Aerdbias
A amostra contida no swab foi depositada na superficie do agar e
posteriormente foi realizada semeadura por esgotamento, com auxilio de alca

de platina, para obtencao de colbnias isoladas (Figura 10).

Figura 10. Semeadura por esgotamento em agar sangue da amostra bucal de

Sapajus libidinosus.

Foram utilizados meios seletivos (agar MacConkey e agar manitol
salgado) e meio de cultura enriquecido (agar sangue suplementado com 5% de
sangue de cavalo) (Figura 11). Todos os meios de cultura foram incubados a
37°C por 24 a 48h. As colbnias formadas foram analisadas conforme suas

caracteristicas morfocoloniais.
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Figura 11. Bactérias da cavidade bucal de Sapajus libidinosus crescidas em
agar manitol salgado.

Uma vez caracterizadas, as bactérias foram isoladas em agar nutriente,
incubadas a 37°C por 24 h . Apés, foi realizada a caracterizagdo morfotintorial e
testes bioquimicos para a identificacdo bacteriana.

ApGs identificagdo, as bactérias foram armazenadas em microtubos de
polipropileno contendo 1 mL de caldo Soja Tripticaseina (TSB) com 20,0% de
glicerol. Estas foram mantidas em freezer a temperatura de - 20°C.

As bactérias encontradas com maior frequéncia foram submetidas a
testes de antibiograma pela técnica de disco difusdo conforme CLSI (2016). Os
antimicrobianos testados para enterobactérias foram ampicilina amoxilina +
clavulonato, piperacicilina + tazobactam, cefepime, ceftriaxona, cefoxitina,
ceftazidima, aztreonam, imipenem, gentamicina, amicacina, tetraciclina,,
ciprofloxacina e sulfametoxazol + trimetoprim. Para Staphylococcus foram
utilizados penicilina, cefoxitina, gentamicina, eritromicina, tetraciclina,
ciprofloxacina, clindamicina, sulfametoxazol + trimetoprim, linezolida e
rifampicina foram escolhidos conforme CLSI (2016). Cepas padrdo foram
empregadas como controle de qualidade: Staphylococcus aureus ATCC®
25923 e Escherichia coli ATCC® 25922,
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4.8.3 Isolamento e Caracterizacao Fenotipica dos Fungos

Os procedimentos foram realizados segundo Kregen-Van (1984), Lacaz
et al. (1998) e Sidrim e Rocha (2004). Para o isolamento de fungos, a amostra
contida no swab foi semeada na superficie inclinada de &gar Sabouraud
dextrose (ASD) suplementado com antibidtico (0,1 mg.mL de cloranfenicol).
Foram cultivados quatro tubos por amostra, sendo dois mantidos em estufa a
37°C por 30 dias, para eventual proliferacédo de quaisquer fungos presentes na
microbiota bucal dos primatas em estudo. Os outros dois tubos foram mantidos

em temperatura ambiente por 14 dias (Figura 12).

Figura 12. Fungo da amostra bucal de Sapajus libidinosus crescido em agar

Sabouraud dextrose (ASD) suplementado com cloranfenicol (0,1 mg.mL).

Os fungos que apresentaram caracteristicas filamentosas e
leveduriformes foram identificados por microcultivos em lamina e testes
bioquimicos (RIBEIRO et al., 2011).

4.9 ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica dos dados foi realizada segundo o teste exato de
Fisher (CONOVER, 1980; JOHNSON & BHATTACHARYYA, 1986), o qual &
utilizado para comparar grupos independentes quanto a proporcao de

ocorréncia de um determinado evento.
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Os micro-organismos foram categorizados segundo a presenca ou
auséncia nos dois grupos. Todos os resultados foram considerados
significativos para uma probabilidade de significancia inferior a 5% (p<0,05)

com pelo menos 95% de confianca.
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5 RESULTADOS

A escolha dos locais para colocagcao das duas armadilhas de captura de
ferro e arame galvanizado, medindo 1,60 x 0,80 x 0,80 m, dentro do Parque
Onofre Quinan, seguiram critérios baseados no comportamento apresentado
por Sapajus libidinosus nas areas de avistamento e também de acordo com as
caracteristicas particulares ambientais como seguranca, proximidade de area
de trilha, afastamento das areas de lazer, e declividade do local. A escolha dos
locais no interior do Parque priorizou 0s pontos onde 0s animais
apresentassem uma menor antropizagdo. As armadilhas foram cevadas com
milhos e frutas como mangas, bananas, macas, laranjas, dentre outras, de
acordo com a sazonalidade e oferta das mesmas. Observou-se maior facilidade
na captura quando a manga estava presente na ceva.

A dificuldade da captura de macacos-prego foi influenciada pelo
comportamento dos mesmos a presenca do ser humano, pois quando um
animal era capturado os demais individuos do bando ficavam mais arredios e
se afastavam das armadilhas, levando semanas para que o préximo entrasse
novamente. Outro fator influenciador foi a estacdo do ano. Na época de chuva,
primavera e verao, a captura era mais demorada, em torno de cinco a sete
dias. J& nos meses secos do ano, outono e inverno, a captura era realizada em
menor tempo, em torno de dois dias (Figura 13). A entrada de gambas da
espécie Didelphis albiventris na armadilha foi um problema que atrapalhou a
captura dos Sapajus libidinosus (Figura 14).

Os animais capturados foram retirados das armadilhas utilizando-se de
pucas e luvas raspa de couro para a realizacdo da anestesia por via

intramuscular, com 4,4 mg/kg da associacéo tiletamina e zolazepam.
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Figura 14. Didelphis albiventris capturados na armadilha no Parque Ambiental

Onofre Quinan.

Foram capturados 10 macacos-pregos adultos, sendo nove machos e
uma fémea. Eles foram codificados de M1 a M10, sendo M significando
macaco e o numero de acordo com a ordem de captura.

As frequiéncias respiratoria e cardiaca foram avaliadas com estetoscépio
e cronbmetro. J4 a temperatura foi aferida com termémetro inserido no reto do

animal. Apenas o animal M9 apresentou elevada temperatura, em torno de
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39°C, provavelmente devido ao estresse durante o0 manejo. Os demais animais
apresentaram temperatura normal de aproximadamente 37,7°C.

Na avaliacdo da pele, todos os 10 animais apresentaram coloragao,
elasticidade, espessamento e hidratacdo normais. Em nenhum dos animais
havia lesdo por ferimentos ou cicatrizes na pele. Os animais M5 e M7
apresentaram uma pequena alopecia no dorso. Nao foi detectada a presenca
de hematomas e ectoparasitos nos macacos-pregos estudados.

Quanto a presenca de apatia, ndo foi observada nenhuma alteracao
digna de nota e todos 0s animais apresentaram escore corporal 2.

Varias alteracBes na cavidade bucal foram observadas, sendo a mais

comum a presenca de tartaro, conforme dados contidos na figura 15.
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Figura 15. Alteracdes bucais observadas em Sapajus libidinosus.

Na sondagem do sulco gengival foi observada uma profundidade que
variou de 0,2 a 0,5mm, sendo a maior medida encontrada na face vestibular do
canino inferior esquerdo do animal M5.

Foram isoladas 111 amostras bacterianas e 12 flngicas, sendo duas
bactérias anaerdbias estritas do género Peptostreptococcus, 109 bactérias
anaerobias facultativas e 12 leveduras. Dentre 0s micro-organismos isolados,
foram detectados seis grupos diferentes e a quantidade de animais positivos

para cada grupo esta descrita na figura 16.
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Figura 16. Quantidade de animais positivos para 0s seis grupos de micro-
organismos identificados da microbiota bucal de Sapajus libidinosus.

Das 109 bactérias anaerdbias facultativas, 38 foram enterobactérias,

sendo as espécies mais isoladas E. coli e Proteus conforme figura 17.
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Figura 17.Enterobactérias isoladas da microbiota bucal de Sapajus libidinosus.

Das 38 bactérias do género Staphylococcus, a espécie S. cohnii foi a

mais encontrada, de acordo com dados apresentados na figura 18.
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Figura 18. Estafilococos isolados da microbiota bucal de Sapajus libidinosus.

Quanto ao teste de antibiograma, foi possivel observar que os
antibioticos foram eficazes para a maioria das enterobactérias, tendo sido
detectada resisténcia para os antibiéticos tetraciclina e ampicilina (Figura 19).
Para os estafilococos houve maior resisténcia aos antibidticos tetraciclina,
eritromicina e clindamicina (Figura 20). As demais cepas apresentaram-se
sensiveis aos antimicrobianos. O antibidtico cefoxitina apresentou eficacia de

100% para todas as bactérias estudadas (Figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19. Perfil de suscetibilidade de enterobactérias isoladas da
microbiota bucal de Sapajus libidinosus a 14 antimicrobianos (AMC: amoxilina
+ acido clavulanico, PPT: piperacicilina + tazobactam e SUT: sulfametoxazol +

trimetoprim).
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Figura 20 Perfil de suscetibilidade de estafilococos isolados da
microbiota bucal de Sapajus libidinosus a 10 antimicrobianos .

Figura 21 Teste de Antibiograma de Escherichia coli isolada da

microbiota bucal do macaco 1.
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6 DISCUSSAO

A captura dos animais nos meses de outono e inverno foi realizada em
menor tempo provavelmente devido a menor oferta de alimentos na natureza, o
que facilitou a entrada dos animais nas armadilhas. Este comportamento
também foi observado por Verona (2008) em estudo com saguis da espécie
Callithrix jacchus no Parque Nacional da Tijuca. Na época de chuvas
(primavera, verao), a habituacdo dos saguis era mais demorada (trés a quatro
meses em meédia), enquanto que nos meses secos do ano, o processo de
habituacdo e captura era realizado em menor tempo, em torno de 30 a 45 dias.
Apesar da dificuldade encontrada, a captura no presente trabalho ocorreu em
um tempo menor do que o citada pelo supracitado autor, no maximo sete dias.
Provavelmente, esta diferenca foi porque o autor disponibilizou somente
bananas para atrair 0s macacos, enquanto nosso estudo ofereceu uma maior
variedade de frutas, como mangas (que foi a que mais despertou o interesse
dos macacos pregos).

Neste trabalho, houve presenca de tartaro (80%) e gengivite (10%) nos
10 Sapajus libidinosus estudados. Segundo Amand & Tinkelman (1985), devido
a dieta recebida em cativeiro, 0s animais cativos parecem ser mais
predispostos ao acumulo de placa bacteriana em comparacdo com 0s animais
de vida livre. Apesar dos animais deste estudo serem de vida livre no Parque
Ambiental Onofre Quinan, eles sdo submetidos a uma dieta inadequada quanto
a sua composicao nutricional, forma e textura, pois ndo se alimentam apenas
de frutas, insetos e ovos de aves silvestres, mas também de todo tipo de restos
alimentares eventualmente depositados em lixeiras ou tomados das maos dos
visitantes do parque, como pipocas, salgadinhos, péo, refrigerantes e outros.

Os dentes mais acometidos por tartaro foram, respectivamente, os pré-
molares superiores e inferiores, molares superiores e caninos inferiores e
superiores. N&o foi observada presenca de tartaro nos incisivos. O acumulo de
tartaro nestes dentes se deve principalmente a sua proximidade aos ductos
salivares. Segundo Braga (2001), em seu estudo com cdes da raca Pastor

Aleméo, os minerais encontrados na saliva se depositam sobre a placa
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bacteriana, mineralizando-a. A superficie da placa torna-se entdo aspera, o que
facilita maior acumulo de bactérias.

O sinal clinico de gengivite em um macaco-prego deste estudo foi
detectado no canino inferior esquerdo, ndo tendo sido observada sua
mobilidade. Como é dente de raiz profunda, a mobilidade e perda dos dentes
caninos sO ocorre quando ha destruicdo macica do tecido periodontal, como
também observado por Braga (2001) em seu estudo com caes.

Também foram observados desgaste, fratura e auséncia de dentes nos
macacos-prego avaliados. Gaetti-Jardim Jr et al. (2012) evidenciaram o alto
indice de prevaléncia de lesdes orais em macacos-prego mantidos em cativeiro
no parque Zoobotéanico de Teresina no estado do Piaui, onde todos os animais
avaliados apresentavam algum tipo de lesédo, sendo que 100% demonstraram
desgastes dentarios acentuados.

As fraturas encontradas nos quatro animais machos foram mais
frequentes nos dentes caninos. Tal fato pode estar relacionado a diversos
fatores, como brigas na disputa de melhor condicdo hierarquica no bando, além
do fato do comprimento dos dentes caninos nos machos ser maior que nas
fémeas, o que facilita as fraturas dentarias (FECCHIO, 2005). A presenca de
cicatriz no labio inferior em um macho também pode estar relacionada as
brigas.

N&o foi observada carie dentaria nos animais avaliados. De forma
semelhante ao observado no trabalho de Amand & Tinkelman (1985), a céarie
ndo é frequente em primatas ndo-humanos em cativeiro, devido ao tipo de
dieta, que dificulta o acumulo de acUcares na superficie dentaria.

A sonda milimetrada utilizada para a realizacdo do exame clinico
periodontal permitiu avaliar satisfatoriamente a profundidade do sulco gengival
e a presenca de sangramento a sondagem. No entanto, dentre a literatura
consultada, néo foi possivel obter dados acerca da profundidade anatdmica de
macacos da espécie Sapajus libidinosus para serem comparados com 0S
dados obtidos neste estudo.

O isolamento de bactéria anaerdbia ocorreu apenas em um animal que
apresentou quadro de gengivite no canino inferior esquerdo, cuja medida do
sulco gengival também foi maior, de 0,5mm. Ja Stoller et al. (1989),

identificaram bactérias anaerobias em orangotangos, Pongo pygmaeus, a partir
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de placa sub-gengival proveniente tanto de regibes comprometidas, quanto de
locais sem alteracdes. No entanto, o trabalho ndo cita qual a profundidade do
sulco gengival dos locais amostrados. No presente trabalho, a maior parte dos
sulcos sondados estava com 0,2mm de profundidade e com auséncia de sinais
clinicos de doenca periodontal, o que pode ter dificultado o isolamento de
bactérias anaerdbias.

As enterobactérias estiveram presentes em 90% dos animais
avaliados, com destaque para E. coli e Proteus vulgaris. A presenca destas

7

bactérias € consequéncia do hébito dos Sapajus libidinosus levarem
constantemente as maos contaminadas a boca, as quais podem conter
material fecal, e do costume de lamberem uns aos outros. Carvalho et al.(2014)
também isolaram cepas bacterianas de E. coli que sao importantes agentes de
doencas entéricas, especificamente a diarréia, e estdo freqientemente
associadas com morbidade e mortalidade em mico-ledo-preto da espécie
Leontopithecus chrysopygus mantidos em cativeiro.

Além do impacto que as E. coli podem ter sobre a saude de bandos de
Sapajus libidinosus de vida livre, ha também o risco potencial de transmissao
para os seres humanos nos casos de mordeduras.

O isolamento significativo de Staphylococcus spp. no presente estudo
(100% dos animais) pressupfe risco de processo infeccioso em casos de
mordeduras por Sapajus libidinosus. Os dados sobre a ocorréncia de
mordeduras infligidas por estes animais sdo escassos, bem como os
relacionados ao estudo bacteriologico das lesbes e a prevaléncia de acidentes
provocados com primatas ndo humanos.

As resisténcias detectadas mostram que em casos de mordeduras de
primatas ndo humanos € importante a identificacdo de bactérias do sitio
contaminado, bem como a realizacdo de teste de antibiograma, para que se
possa instituir o tratamento mais adequado. Todas as mordeduras produzidas
por macacos devem ser tratadas presuntivamente, devido as altas taxas de
infeccdo. Haddad Janior (2013) sugere antibioticos profildticos como a
amoxilina + &cido clavulanico ou a cefalexina, administrados por trés a cinco
dias em casos de mordeduras por animais.

Os resultados obtidos permitem conhecer os possiveis agentes de

infeccbes associados a mordedura por Sapajus libidinosus, assim como



55

subsidiar o desenvolvimento de um protocolo de atendimento para os agravos
decorrentes da mordedura animal na regido estudada.

Para protocolo de atendimento as pessoas que sofreram mordeduras
por macacos-pregos recomenda-se deixar as lesdes abertas, nao realizar
fechamento primario das les@es infectadas ou que podem infectar-se, irrigando-
as copiosamente. Deve-se realizar a remog¢&o de corpos estranhos e o tecido
desvitalizado deve ser desbridado. O fechamento primério tardio pode ser
realizado apés alguns dias, desde que cessado o risco de infeccdo. Pode-se
permitir que as feridas pequenas e nao infectadas fechem por segunda
intencdo, como foi realizado no estudo de Haddad Junior (2013). Em nossa
amostragem, a cefoxitina foi o antibiético de maior espectro para a microbiota
obtida (100% de efetividade) devendo ser avaliado como a primeira op¢ao para
acidentes por mordidas de macacos-prego na regido do estudo.

Estudos sobre associacdo de parametros de saude de Sapajus
libidinosus de vida livre em ambiente urbano ou em areas de transicao
urbano/natural sdo escassos. Pesquisas desta natureza se fazem importantes
especialmente na cidade de Anapolis-GO por questbes ecoldgicas e de saude
publica, pois devido aos casos registrados de mordeduras na cidade no ano de
2014, os agentes de saude perceberam a importancia de se conhecer mais
sobre as consequéncias desse tipo de acidente, bem como a dificuldade de se
realizar o controle populacional da espécie.

Sapajus libidinosus é uma espécie que coloniza e circula amplamente
tanto em areas de fragmentos de Unidades de Conservacdo, como em areas
urbanas, competindo por alimento e abrigo com outras espécies de primatas
que ja vivem sob a pressdo da perda crescente de habitat provocada pelas
acbes humanas. Além disso, tratar-se de uma espécie de primata que
conhecidamente € hospedeira e reservatorio de zoonoses e vive livremente por
toda a cidade de Anapolis, totalmente adaptada ao convivio com a espécie
humana, com quem, muitas vezes, mantém contato direto para receber
alimentacao.

Assim, importante se faz o monitoramento de Sapajus libidinosus em
areas urbanas e periurbanas, para que se possa ter o controle do crescimento

populacional, sem riscos para a saude humana.
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As enterobactérias e os Staphylococcus foram as bactérias mais
prevalentes na microbiota bucal de Sapajus libidinosus;

Foi detectada resisténcia de enterobactérias aos antimicrobianos tetraciclina
e ampicilina, e de Staphylococcus a tetraciclina, eritromicina e clindamicina,
0 que demostra a importancia da realizacéo de testes de antibiograma para
a prescricdo de um tratamento mais adequado nos casos de mordeduras de
Sapajus libidinosus; O antibidtico cefoxitina apresentou 100% de eficacia
para todas as bactérias, sendo uma opc¢ado valida para esse tipo de
acidente..

Como protocolo de atendimento as pessoas que sofreram mordeduras por
macacos-pregos recomenda-se realizar completa higienizagdo nas lesoes,
as quais devem permanecer abertas, para que possam cicatrizar por
segunda intencdo. A antibioticoterapia deve ser realizada de acordo com

recomendacdes médicas.
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01. Situagdo Geografica
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he min
01.05. Observacao
02. Quadro Clinico
02.01. Animal/(N9) 02.02. Género/Espécie 02.03. Sexo 02.04. Observacdes
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02.05. Alopécie 02.06. Apatia 02.07. Escorre 02.08. Temperatura
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02.09. Observagao

0 — Animal caquético

Legenda: M —Masculino i 1 - Animal com presenga de musculatura inadequada para idade

F - Feminino 2 — Animal musculatura e tecido adiposo adequados

3 — Animal obeso

03 - Quadro Odontolégico
03.01. Lesoes bucais 03.02. Dentigao 03.03. Material(is) bioldgico(s)
()s (IN [()o()21()2()3 ()4 [()o()1()2()3()4
03.04. Observagao

0 —Ausente 0 —Pelos
Legenda: S-—Sim 1 - Presente e completa 1-Sangue

N - Néao 2 — Presente e evidéncia de dentes cariados 2 —Linfa
3 — Presente e evidéncia de dentes quebrados 3 —Urina

4 — Presente e evidéncia de dentes ausentes 4 — Saliva
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Médico Veterinario (CRMV n° )
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Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que 0 Projeto de Pesquisa “Isolamento
da microbiota bucal em macacos-prego de vida livre da
espécie Cebus libidinosus (Groves, 2001) e teste de
sensibilidade aos antibiéticos” Protocolo n® 170/2015 - CEUA, do
Professor Vidal Haddad lanior, a ser conduzido por Elisdngela de
Albuquerque Sobreira, foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) desta Faculdade.
Faculdade de Medigina—Veterindria e Zoptechia, em 11 de dezembro

de 2015.
“.\

Prof3.Ass.Dr2. Ibiara Correia de Li
Presldentp da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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ANEXO 2

Ministerio do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Numero 521171 l Data da Emissao: 04/12/2015 13:51 | Data para Revalidagao*: 02/01/2017

* De acordo com o arl 28 da IN 03/2014, esta autorizagao tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
| mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagdo do relatério de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
ome ELISANGELA DE ALBUOUERQUE SOBREIRA
Tlvuln do Projeto: ISOLAMENTO DA MICROBIOTA BUCAL EM MACACOS-PREGO DE VIDA LIVRE DA ESPECIE Sapajus nigritus e Sapajus

[CPF 628.253.801-72

| libidinosus (Groves, 2001) E TESTE DE SENSIBILIDADEAOS ANTIBIOTICOS

! Nome da Instituicdo : FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA CNPJ: 48.031.918/0020-97
L

identificar o espécime no nivel taxondémico possivel.
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nters g [ Pagina 4/4 =

Codigo de autenticagdo: 44582191 I|"|Mmm




