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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Biodiversidade Animal
Universidade Federal de Santa Maria

OCORRENCIA DE AGENTES PATOGENICOS EM FEZES DE BUGIOS-RUIVOS,
Alouatta guariba clamitans (PRIMATES), EM UMA AREA IMPACTADA PELA
FEBRE AMARELA
AUTORA: LAURETE MURER
ORIENTADORA: VANESSA BARBISAN FORTES
Santa Maria, 26 de fevereiro de 2014.

O bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) ocorre na Mata Atlantica dos estados de Minas
Gerais e Rio de Janeiro ao Rio Grande do Sul e em pequena porcdo do nordeste da Argentina.
E classificado como vulneravel no Rio Grande do Sul devido principalmente & perda e
fragmentacdo de habitat e ao recente surto de febre amarela silvestre (2008/2009). As intensas
atividades antrépicas no meio selvagem, além da perda de habitat, podem favorecer a
disseminacdo de agentes patogénicos como bactérias e parasitos, que ocorrem em animais
domesticos e em humanos e que podem acometer também os animais selvagens. O objetivo
deste estudo foi verificar a ocorréncia de bactérias da familia Enterobacteriaceae e do protista
Cryptosporidium sp. em fezes de bugios-ruivos de vida livre no municipio de Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil, bem como relacionar a riqueza de enterobactérias nas amostras
com fatores ecoldgicos e ambientais como tamanho do grupo, tamanho do fragmento
florestal, densidade de populacbes de bugios, distdncia com nucleos humanos mais préximos,
distancia para cursos d’agua e sazonalidade. As amostras foram analisadas no Nucleo de
Estudos e Pesquisas em Animais Silvestres (NEPAS/LCDPA) da Universidade Federal de
Santa Maria. Foram detectadas vinte espécies de enterobactérias, e com as técnicas
empregadas, as amostras foram negativas para Salmonella spp. e Cryptosporidium sp..
Nenhuma das varidveis ambientais analisadas teve influéncia sobre a riqueza das
enterobactérias. Considerando que as populacGes de bugios do Campo de Instrucdo de Santa
Maria (CISM) sofreram uma dréastica reducdo devida a febre amarela, e que alguns
organismos encontrados nesse estudo podem estar interagindo com outros fatores e assim
afetar a dindmica populacional dos bugios. Acredita-se que a continuidade do monitoramento
da saude destas populacfes seja fundamental para melhorar a compreensdo dos mecanismos
das doencas, assim como para a conservagdo dessa espécie.

Palavras-chave: Primatas neotropicais. Protistas. Enterobactérias. Zoonoses.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
Programa de Pds-Graduagdo em Biodiversidade Animal
Universidade Federal de Santa Maria

PATHOGENIC AGENTS IN FECES OF BROWN HOWLER MONKEYS, Alouatta
guariba clamitans (PRIMATES), IN AN AREA IMPACTED BY YELLOW FEVER
AUTHOR: LAURETE MURER
ADVISER: VANESSA BARBISAN FORTES
Santa Maria, February, 26™, 2014.

Brown howler monkeys (Alouatta guariba clamitans) occur in the Brazilian Atlantic Forest
from the states of Minas Gerais and Rio de Janeiro to Rio Grande do Sul, and in a small area
in northestern Argentina. They are classified as Vulnerable in the state of Rio Grande do Sul
due especially to the loss and fragmentation of their natural habitats, and also due to the
deaths caused by the recent outbreak of sylvatic yellow fever (2008/2009). The intense human
activities on natural habitats, besides the habitat loss, can favor the spread of pathogenic
agents such as bacteria and other parasites which affect men and domestic animals, and which
can also occur in wildlife animals. This study aimed at verifying the occurrence of
Enterobacteriaceae and Cryptosporidium sp. in feces of free-ranging brown howler monkeys
in Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brazil, and understanding the influence of ecological and
environmental factors (group size, howler population density, fragment size, distance to the
nearest human settlement, distance to the nearest river and seasonality) on the richness of such
organisms. The samples were analyzed at the Center for Studies and Research on Wild
Animals (NEPAS / LCDPA) of the Federal University of Santa Maria. Twenty
Enterobacteriaceae species were detected, and with the techniques employed, the samples
were negative for Salmonella spp. and Cryptosporidium sp. None of the environmental
variables had significant influence on the wealth of Enterobacteriaceae. Considering that
howler populations at CISM (Campo de Instrucdo de Santa Maria) fell dramatically due to
yellow fever, and that some organisms found in this study may interact with other factors and
affect the population dynamics of the howler. We believe that it is fundamental to continue
monitoring the health of these populations in order to better understand disease mechanisms,
as well as conserve this species.

Keywords: Neotropical primates. Protist. Enterobacteria. Zoonosis.
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1 INTRODUCAO

O género Alouatta é composto por catorze espécies (IUCN, 2013) com ampla
distribuicdo geografica na regido Neotropical, ocorrendo desde 21°17'N em Yucatan, México
(SERIO-SILVA et al., 2005) até 31°10' Sul, no Rio Grande do Sul, Brasil (PRINTES et al.,
2001). No Rio Grande do Sul, ocorre nas Florestas Ombrofilas Densa e Mista, na Floresta
Estacional Semidecidual e na transicdo entre as matas de galeria e a Floresta Estacional
Decidual na regido do Pampa (BICCA-MARQUES, 2013). Ao longo de sua distribuicéo
geografica ocupam diferentes tipos de florestas, com variados graus de perturbacdo, podendo
sobreviver até mesmo em fragmentos florestais muito pequenos e diretamente afetados por
atividades humanas (BICCA-MARQUES, 2003).

A. guariba clamitans (Cabrera, 1940) aparece na Lista Vermelha de Espécies
Ameacadas da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais
(IUCN) na categoria LC (Preocupacdo Menor), enquanto no estado do Rio Grande do Sul foi
mantido na categoria VU (Vulneravel) na revisdo da Lista Vermelha realizada em 2013 (FZB,
2013). Esta classificacdo no estado se deve principalmente a perda e alteracdo de seu habitat,
da caca, comércio ilegal e surtos de febre amarela silvestre (BICCA-MARQUES, 2013;
VEIGA, 2013).

Entre o final do ano de 2008 e o inicio de 2009 ocorreu um surto de febre amarela
silvestre no Rio Grande do Sul, quando casos confirmados e suspeitos de epizootia em
primatas ndo humanos provocaram a morte de 1.183 bugios-ruivos (A. guariba clamitans) em
153 municipios gauchos, entre eles Santa Maria (ALMEIDA et al., 2012). Esse fato, se
somado a outras ameacas potenciais para as populacbes de bugios-ruivos do estado
(perseguicdo e caca, outras enfermidades, degradacao e perda de habitat, entre outras) podem
comprometer sua persisténcia em muitas areas em médio prazo, como foi sugerido por
VEIGA (2013).

A invasdo dos habitats naturais por diferentes atividades humanas (desmatamento ou
reflorestamento, queimadas, inundagdes, avancos de fronteiras para o desenvolvimento
agricola, e, inclusive, turismo ecoldgico e pesquisa) aumentam a frequéncia de contato do
homem com primatas de vida livre, elevando 0s riscos de transmissdo de doencas
antropozoondticas, em especial as arboviroses, ao homem ou aos primatas silvestres
(DASZAK et al., 2000; ADAMS et al., 2001; GODOY et al., 2004; FLORES & TRAESEL,
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2012). Tais doengas podem provocar a reducdo da abundancia e densidade das populagdes e
reducdo da abrangéncia geografica das espécies de primatas ndo humanos (STONER, 1996;
WALLIS & LEE, 1999). O alto potencial para transmissdo cruzada de patdgenos entre
humanos, animais domésticos e primatas silvestres aumenta as chances de ocorréncia de
doengas novas ou pouco frequentes nestes animais, criando desafios para a conservacao da
biodiversidade e da saude global (RACANIELLO, 2004; ANGONESI et al., 2009;
KOWALEWSKI & GILLESPIE, 2009; KOWALEWSKI et al., 2011). Em bugios, por
exemplo, a proximidade com habitacbes humanas pode estar favorecendo a infecgdo com
parasitos comuns a humanos, cées e gatos, além de bovinos e suinos, bem como a transmisséo
cruzada de parasitos entre humanos e bugios (RACANIELLO, 2004; ANGONESI et al.,
2009).

De acordo com CATAO-DIAS (2003) ha muito se sabe que enfermidades,
especialmente as infecto-parasitarias, quando introduzidas em um novo habitat exercem
impacto consideravel sobre a manutencdo da biodiversidade. Existem muitos relatos que
descrevem os efeitos das doencas introduzidas em populagdes de animais em vida livre, como
por exemplo, a transmissdo do virus da cinomose canina pelos caes utilizados nos trends as
focas caranguejeiras (Leptonychotes weddelli) habitantes das costas da Antartida, e 0 mesmo
virus, disseminado por caes domésticos, que teria provocado a extin¢do do cachorro do mato
africano (Lycaon pictus) na regido do Chobe National Park, Botswana (CATAO-DIAS, op
cit.). Porém, embora os parasitos estejam envolvidos em muitos processos ecoldgicos,
influenciando a coexisténcia de espécies e o funcionamento dos ecossistemas, até
recentemente a Ecologia de Comunidades ignorava os parasitos e a Parasitologia, por sua vez,
ignorava o contexto ecoldgico no qual as doengas infecciosas se propagavam (HATCHER &
DUNN, 2011).

Um aspecto ja relatado é que caracteristicas do habitat podem influenciar fortemente
padrdes de parasitismo em primatas de vida livre, como o aumento da prevaléncia de
infeccOes em primatas que vivem em ambientes Umidos, quando comparado com ambientes
aridos; ou ainda o corte seletivo e fragmentacdo de florestas que podem afetar a dindmica
primatas-parasitos de modo dramatico (GILLESPIE, 2006; GILLESPIE & CHAPMAN,
2006). A degradacéo e fragmentacdo de florestas e o isolamento de populacdes faz com que
0S animais permanecam em areas restritas, aumentando a exposicdo e as possibilidades de
infeccdo e reinfecgdo, resultando em aumento da prevaléncia e intensidade e,
consequentemente, da mortalidade (STONER, 1996).
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Para bugios mantidos em cativeiro, sabe-se que a 4gua consumida pode ser fonte de
infeccdo por protistas gastrintestinais (SILVA et al., 2009). GODOY et al. (2004) consideram
que a maior parte dos parasitos (Trichuris sp., Eimeria sp. e Trichostrongylus sp.)
encontrados em seu estudo pode estar relacionada com contaminagdo de alimentos ou agua.
As condicdes de cativeiro podem favorecer o aumento dos niveis de infec¢do devido ao stress
e queda da imunidade dos animais, ou mesmo ao aumento do contato com outros individuos,
com humanos e animais domésticos no periodo pés-quarentena (MULLER et al., 2000).

Nos ecossistemas naturais os parasitos desempenham um papel central, afetando a
ecologia e evolucdo das interacdes entre espécies, o crescimento e regulacdo da populacéo de
hospedeiros e da biodiversidade da comunidade (HATCHER & DUNN, 2011). Assim,
identificar os principios gerais que regem a ocorréncia e prevaléncia de parasitos €
fundamental para o planejamento de conservacdo animal e protecdo da salde humana
(KOWALEWSKI & GILLESPIE, 2009).

A ocorréncia de infecgbes parasitarias no género Alouatta tem sido relatada por
diferentes autores, mas apenas em poucas espécies e geralmente para animais de cativeiro
(STONER & DI PIERRO, 2005), o que torna de grande relevancia os estudos que objetivam
diagnosticar os agentes potencialmente patogénicos que acometem esses animais e suas taxas
de infecgdo em distintos habitats naturais.

O género Alouatta se alimenta basicamente com folhas, mas também frutos, flores,
sementes e caules tenros de uma grande variedade de espécies (SIGRIST, 2012; FORTES,
2008). Sabe-se que a microbiota gastrointestinal realiza a degradacdo da celulose,
contribuindo significativamente com a salde e nutricdo do animal e que em habitats
degradados, onde ha menor diversidade de fontes de alimentos, a diversidade da microbiota
intestinal também é menor (AMATO et al., 2013).

As enterobactérias sdo microorganismos Gram negativos, aerébicos, em forma de
bastonetes, moveis por flagelos peritriquios, porém algumas sdo imdveis, com ou sem capsula
e fermentadoras de agucar. S&o encontradas no intestino de animais e de humanos, eliminadas
com as fezes que podem contaminar a agua e o solo (SEGABINAZI, 2004). Entre essas estdo
as bactérias do género Salmonella, as quais tém grande importancia dentro da Saude Publica e
Animal por serem reconhecidos agentes de zoonoses no mundo, estando estritamente
relacionadas a processos entéricos e septicemias (CARVALHO, 2007).

O género Salmonella ndo faz parte da microbiota normal de macacos de vida livre,
porém esses animais podem ser carreadores assintomaticos e a doenca, normalmente

esporadica, pode vir a ser epizotdtica (ANDRADE et al., 2010). Os sorotipos que ja foram
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isolados de primatas ndo humanos sdo S. Enteritidis, S. Typhimurim, S. Choleraesuis, S.
Anatum, S. Stanley, S. Derby, S. Oranienburg, S. Sandiego, S. Bareilly, S. Braenderup, S.
Miami, S. Worthington, S. Manhattan, S. Newport, S. Sundsvall, S. Heidelberg e S. Javiana
(PAUL-MURPHY, 1993). Recentemente, a S. Yoruba (sorotipo considerado exotico no
Brasil, mas um patégeno emergente na Europa) foi isolada em primata no Zool6gico de
Guarulhos - SP, sendo a possivel fonte de infeccdo o contato com outros animais ou a
ingestdo de alimentos contaminados (KNOBL et al., 2011).

A ingestdo é a principal via de infeccdo na salmonelose, sendo as fezes a fonte de
contaminacdo ao meio ambiente. Os microrganismos podem estar presentes nos alimentos,
agua e solo, ou outras superficies contaminadas. Em solo Umido, agua, fezes, alimentos e
superficies com matéria organica as salmonelas podem sobreviver por longos periodos.
Animais portadores sdo fontes de infeccdo mais importantes que os doentes clinicos, uma vez
que excretam as bactérias pelas fezes, na maioria das vezes, de forma intermitente, por meses
ou anos. O desenvolvimento e a duracdo do estado de portador dependem da interacdo de
fatores como sorotipo, quantidade de bactérias ingeridas, espécie e idade do animal infectado.
Uma vez estabelecida a condicdo de portador, fatores estressantes como transporte,
superpopulagdo, parto, infeccbes concomitantes ou administracdo de drogas
imunossupressoras podem levar a ativacdo ou reativacdo da doenca, ou a simples excrecdo
bacteriana (QUINN, 2005; CARVALHO, 2007).

Cryptosporidium é um parasito protista cujo ciclo de vida envolve reproducdo sexuada
e assexuada dentro do mesmo hospedeiro (monoxeno). A transmissdo ocorre por meio de
material contaminado com fezes contendo oocistos, que sdo infectivos ja no momento da
excrecdo, e que podem ser ingeridos pelos hospedeiros susceptiveis. Infectam uma grande
variedade de hospedeiros vertebrados, causando diarreia e outras desordens entéricas (WEST
et al., 2013) e os oocistos excretados por estes hospedeiros podem ser encontrados em nosso
meio ambiente (SMITH & NICHOLS, 2010), sendo resistentes a desinfetantes comumente
utilizados no tratamento da &gua de abastecimento e de recreacdo, constituindo um grande
problema de salde publica (MONTEIRO, 2011).

Existem poucos estudos na literatura evidenciando a ocorréncia desse organismo em
primatas de vida livre. Alguns apresentam resultados negativos, como WEST et al. (2013) que
pesquisando 140 amostras de fezes de trés espécies de primatas de vida livre da Amazo6nia
Peruana, encontraram todos os resultados negativos, exceto para um macho juvenil. Estudos
na Africa evidenciaram a ocorréncia de Cryptosporidium sp. em primatas que habitam

florestas fragmentadas, mas ndo em floresta continua (Cercopithecus ascanius e Procolobus
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rufomitratus: Kibale National Park, Uganda; SALZER et al., 2007). Também demonstraram
que o contato com humanos € determinante para a ocorréncia desse protista em primatas
(Gorilla gorilla berengei: Bwindi Impenetrable National Park, Uganda; NIZEY] et al., 1999;
Macaca sinica e Trachypithecus vetulus; EKANAYAKE et al., 2006).

A disponibilidade incipiente de dados sobre parasitismo em bugios em diferentes areas
de estudo, somada a habilidade desses animais para sobreviver em ambientes modificados e
em crescente contato com comunidades humanas faz desses animais modelos ideais para
estudar a dinamica da transmiss@o de doengas infecciosas entre primatas silvestres, humanos e
animais domésticos (KOWALEWSKI & GILLESPIE, 2009). Como forma de aumentar o
conhecimento sobre os primatas e seus agentes infecciosos no contexto da fragmentacéo de
habitat, o objetivo principal deste trabalho foi verificar a ocorréncia de bactérias da familia
Enterobacteriaceae, com énfase em Salmonella spp., e do protista Cryptosporidium sp. em
Alouatta guariba clamitans no Campo de Instrucdo de Santa Maria e seu entorno, além de
procurar identificar os fatores ecolégicos e ambientais que melhor expliquem a ocorréncia
desses agentes infecciosos nas populacées de bugios.

A area de estudo retne, em um mesmo local, bugios, humanos e animais domésticos,
somando-se a isso ainda a questdo da fragmentacdo de habitat e o surto de febre amarela
silvestre registrada em 2008/2009, sendo, portanto, uma area ideal para a realizacdo deste
trabalho.
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Ocorréncia de agentes patogénicos em fezes de bugios-ruivos, Alouatta guariba clamitans

(Primates), em uma area impactada pela febre amarela

Laurete Murer"”, Luan Machado', Marilia Baialardi Ribeiro', Maristela Lovato',

Vanessa Barbisan Fortes'

RESUMO

O bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) é classificado como vulneravel no Rio
Grande do Sul devido principalmente a perda e fragmentacao de habitat e ao recente surto
de febre amarela silvestre (2008/2009). Uma vez que doencas infecciosas sao
reconhecidamente causadoras de declinios populacionais e podem representar uma
ameaca adicional aos bugios, o presente estudo objetivou verificar a ocorréncia de
bactérias da familia Enterobacteriaceae, com énfase em Salmonella spp., e do protista
Cryptosporidium sp.em Alouatta guariba clamitans de vida livre, no Campo de Instrucao
de Santa Maria (CISM) e seu entorno, além de procurar identificar os fatores ecoldgicos e
ambientais (tamanho do grupo, densidade populacional de bugios, tamanho do fragmento,
distancia para o agrupamento humano mais préximo, distancia para o curso d’agua mais
proximo, temperatura média mensal e pluviosidade mensal acumulada) que melhor
expliquem a riqueza desses agentes infecciosos nas populagdes de bugios. Durante 0s
meses de janeiro/2013 a outubro/2013 foram coletadas 61 amostras de fezes frescas do
ambiente. Nas amostras analisadas foram detectadas bactérias da familia
Enterobacteriaceae, como E. coli e Yersinea pestis, porém, com as técnicas empregadas,
as amostras foram negativas para Salmonella spp. e Cryptosporidium sp.. As variaveis
ambientais analisadas ndo tiveram influéncia sobre a riqueza de enterobactérias. Tendo em
vista que as populagdes de bugios do Campo de Instrugcdo de Santa Maria (CISM) ja se
encontram severamente reduzidas pela febre amarela, e que alguns dos organismos
encontrados nesse estudo apresentam potencial patogénico, podendo interagir com outros
fatores e também afetar a dinamica populacional dos bugios, a continuidade do
monitoramento da saude destas populacGes é imprescindivel, tanto para a melhor
compreensdo dos mecanismos das doencgas, quanto para a conservagdo dessa espécie em
nivel regional.

Palavras-chave: Primatas neotropicais, protistas, enterobactérias, zoonoses
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ABSTRACT

Brown howler monkeys (Alouatta guariba clamitans) are classified as Vulnerable in the
state of Rio Grande do Sul due especially to the loss and fragmentation of their natural
habitats, and also due to deaths caused by the recent outbreak of sylvatic yellow fever
(2008/2009). Since infectious diseases are known to cause population declines and may
represent an additional threat to the howlers. This study aimed at verifying the occurrence
of Enterobacteriaceae (in special, Salmonella spp.) and Cryptosporidium sp. in feces of
free-ranging brown howler monkeys at Santa Maria, Rio Grande do Sul, and identifying
the ecological and environmental factors (group size, howler population density, fragment
size, distance to the nearest human settlement, distance to the nearest river, mean monthly
temperature and accumulated monthly rainfall) that better explain the richness of such
infectious agents in the populations of brown howler monkeys. From January to October
2013 we collected 61 fresh fecal samples from the environment. Bacteria from the
Enterobacteriaceae family, such as E. coli and Yersinea pestis were found in samples
collected from the environment. However, due to the techniques employed, the samples
were negative for Salmonella spp and Cryptosporidium sp.. Environmental variables did
not influence the richness of the Enterobacteriaceae. Considering that the populations of
brown howler monkeys at Campo de Instrucdo de Santa Maria (CISM) were severely
reduced by the recent outbreak of yellow fever, and that some organisms detected in this
study are potentially pathogenic and may interact with other factors affecting howler
population dynamics, it is essential to monitor the health of these populations, both for
better understanding diseases mechanisms, and for the conservation of this species at a
regional level.

Key words: Neotropical primates, protist, enterobacteria, zoonosis



INTRODUCAO

Entre os primatas neotropicais, 0 género Alouatta tem a mais ampla distribuicio
geografica na América Latina, ocorrendo desde Yucatan, México até o Rio Grande do Sul e
em pequena porcdo do nordeste da Argentina (PRINTES et al., 2001; SERIO-SILVA et al.,
2005; BICCA-MARQUES, 2013 ). O bugio-ruivo (Alouatta guariba clamitans) é classificado
como Vulneravel no Rio Grande do Sul devido, principalmente, & perda e alteracao de habitat
além da caca, comércio ilegal de mascotes e surtos de febre amarela silvestre (FZB, 2013).

O impacto das doencas, em especial as infecto-parasitarias, sobre a preservacdo da
biodiversidade tem recebido a cada dia mais atencdo por parte de técnicos e pesquisadores
envolvidos na questdo conservacionista. A avaliagdo do risco de ocorréncia de uma
enfermidade depende do conhecimento das informac6es epidemioldgicas dos patdgenos e de
suas relacdes com hospedeiros potenciais (CATAO-DIAS, 2003). Agentes potencialmente
patogénicos tais como enterobactérias e protistas podem ser importante causa de enfermidades
para animais silvestres (SALZER et al., 2007; KNOBL et al., 2011).

A familia Enterobacteriaceae, formada por bacilos Gram negativos, contém mais de 28
géneros e de 80 espécies. Os principais patdgenos de animais sdo Escherichia coli, espécies
de Salmonella e espécies de Yersinia que podem causar doencas entéricas e sistémicas. Tem
distribuicdo mundial, habitam o trato intestinal de animais e humanos e contaminam
vegetacdo, solo e agua. Espécies de Proteus, Enterobacter aerogenes e Klebsiella
pneumoniae sdo patdgenos oportunistas (QUINN et al., 2005).

As salmoneloses sdo as doencas infecciosas mais comuns e acometem
aproximadamente 10-15% de primatas ndo humanos mantidos em cativeiro. Representam
cerca de 1/3 de mortes espontaneas em macacos jovens. Surtos tém sido relatados em
primatas ndo humanos, em zooldgicos, favorecidos pela contaminacdo com fezes de roedores
e passaros. A S. Typhimurium, S. Stanley e S. Enteritidis sdo 0s sorotipos mais comumente
isolados de primatas ndo humanos (PAUL — MURPHY, 1993).

Outra Enterobactéria importante é a Escherichia coli que pode estar presente na flora
intestinal normal de primatas ndo humanos. Muitas linhagens de baixa viruléncia podem
causar infecgbes oportunistas se localizadas em ambiente extra-intestinal como glandula
mamaria e trato urinario. Linhagens patogénicas possuem fatores de viruléncia que permitem
a colonizacdo de superficies mucosas e consequente producdo de doenca (QUINN et al.,

2005). Sinais clinicos observados em macacos incluem hemorragia da mucosa do trato
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gastrointestinal, linfonodos mesentéricos congestos e aumentados, e edema e hemorragia
pulmonar. H& diferentes cepas de E. coli que sdo classificadas de acordo com as lesdes
produzidas (BURGOS-RODRIGUEZ, 2011).

Entre as enteroparasitoses de importancia para a saude animal e humana, as
coccidioses se destacam por representarem problema em casos de superpopulacdo ou
destruicdo de habitat (LALLO & BONDAN, 2006; MALTA & LUPPI, 2007). Os parasitos
coccideos pertencem a duas familias: Eimeriidae (géneros Ciclospora, Eimeria e Isospora) e
Cryptosporidiidae (género Cryptosporidium) (MALTA &LUPPI, 2007). Cryptosporidium sp.
é um protista de distribuicdo cosmopolita, que infecta humanos, animais domésticos e muitos
vertebrados selvagens (KVAC, M. et al, 2014; LALLO & BONDAN, 2006).
Criptosporidiose tem sido descrita em animais e humanos, sobretudo em criancas, adultos
ndo-imunes e individuos imunodeficientes, causando diarreia, sendo uma conhecida zoonose.
As formas infectantes sdo 0s oocistos, 0s quais sdo veiculados pela dgua sendo fecal-oral a
principal forma de infec¢do, podendo ocorrer também de humano para humano, de animal
para humano e de humano para animal (SODRE & FRANCO, 2001; MONTEIRO, 2011;
SALYER etal., 2012).

Animais selvagens podem abrigar suas préprias espécies adaptadas e que podem nédo
ser infecciosas para 0s seres humanos. Enquanto aumenta a amplitude dos estudos
moleculares, € necessario definir o potencial zoon6tico dos oocistos de Cryptosporidium sp.
encontrados em nosso meio ambiente (SMITH & NICHOLS, 2010). Utilizando métodos
moleculares, SALYER et al. (2012) realizaram estudos envolvendo pessoas, gado bovino e
primatas ndo humanos em uma regido do Kibale National Park, Uganda, concluindo que o
Cryptosporidium sp. pode ser transmitido entre espécies, como resultado de acOes
antropogénicas sobre a floresta, embora o parasito ndo pareca ter efeitos relevantes sobre a
salde humana ou animal, talvez devido ao permanente baixo nivel de excre¢do e & imunidade
adquirida pelos hospedeiros. A proximidade com humanos também ¢é relatada como
responsavel pela ocorréncia de Cryptosporidium sp. em Gorilla gorilla berengei (NIZEYI et
al., 1999), Macaca sinica e Trachypithecus vetulus (EKANAYAKE et al., 2006).

Os primatas sdo particularmente vulneraveis as infec¢des parasitarias porque muitas
especies vivem em grupos caracterizados por interacfes sociais frequentes que facilitam a
transmisséo de parasitas entre os individuos, podendo ser mais prevalente em populagdes que
habitem em ambientes modificados por humanos (TREJO-MACIAS et al., 2007). Vérios
estudos indicam que em habitats fragmentados, as populacdes de primatas estdo sujeitas a

maior contaminacdo por parasitos nematdides de humanos e animais domésticos, que
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populacbes em habitats continuos (CHAPMAN et al.,, 2005, 2006; GILLESPIE &
CHAPMAN, 2006). Estudos recentes demonstram que padrbes de perturbacdo de habitat,
incluindo corte seletivo e fragmentacdo de florestas podem afetar a dinamica primata-parasita
de maneira dramatica (GILLESPIE 2006). Sdo conhecidos varios estudos sobre esses efeitos
relacionados com parasitos e em outros primatas, porém, para enterobactérias e para o primata
em estudo, ainda pouco se sabe.

Assim, como forma de aumentar o conhecimento sobre os primatas e seus agentes
infecciosos no contexto da fragmentacdo de habitat, o objetivo principal deste trabalho foi
verificar a ocorréncia de bactérias da familia Enterobacteriaceae, com énfase em Salmonella
spp., e do protista Cryptosporidium sp. em Alouatta guariba clamitans no Campo de
Instrucdo de Santa Maria (CISM) e seu entorno. Além disso, procurou-se identificar os fatores
ecologicos e ambientais que melhor expliquem a riqueza desses agentes infecciosos nas
populacbes de bugios, elegendo-se as seguintes variaveis explicativas: o tamanho do grupo, a
area do fragmento, a densidade de bugios, a proximidade de nucleos humanos, a proximidade

com cursos d’agua, a temperatura ambiente e a pluviosidade.

MATERIAL E METODOS

Area do estudo

Esse estudo foi realizado no Campo de Instru¢do de Santa Maria (CISM) (29°43’-
29°44°S; 53°42°-53°44°W), uma éarea com 5.876 ha pertencente ao Ministério da Defesa
(Exército Brasileiro) localizada em Santa Maria, estado do Rio Grande do Sul, e em areas do
entorno: Balneario Passo do Verde (29°56'0.28"S; 53°42'40.28"0), distritos de S&o José da
Porteirinha (29°56'9.77"S; 53°44'39.89"0) e Pains (29°48'33.62"S; 53°42'5.89"0), as quais
estédo situadas em uma regido de transicdo entre a Savana e a Floresta Estacional Decidual,
onde a fisionomia natural da vegetacdo € representada por fragmentos florestais entremeados
por campos nativos (TEIXEIRA et al., 1986).

No interior do CISM a presenca humana é pequena, estando limitada a periodos de
manobras militares e manejo do gado bovino. Segundo informacdes fornecidas pelo comando
do CISM, durante o periodo de coleta de dados desse trabalho cerca de 1.200 militares
circularam nessa area, porém nas areas amostradas o numero foi muito pequeno (cerca de 60

militares em dois fragmentos) e por muito poucos dias (sete dias alternados). Ja as areas do
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entorno sdo propriedades particulares que diferem quanto a intensidade de presenga humana.
Enquanto nos distritos de Pains e S8o José da Porteirinha as areas de amostragem
provavelmente tenham acesso restrito somente aos donos da propriedade e seus funcionarios,
no Balneario Passo de Verde existe uma vila com residéncias de veraneio e 0s grupos de
bugios dos quais foram coletadas as amostras circulam pelas arvores dos patios dessas

residéncias.

Amostragem

Para as coletas, foram realizadas saidas de campo, quando se procurava localizar os
grupos ao nascer do sol e observa-los até que defecassem, no intuito de coletar amostras por
individuos. Em razdo da dificuldade de encontrar os bugios em algumas areas, muitas vezes
ndo se conseguia observar a defecacdo. Devido a isso, era realizada uma varredura no
ambiente e sempre que se encontravam fezes recentes, essas também eram coletadas, embora
nesse caso identificadas apenas por grupo e ndo por individuo (Figura 1. A). As amostras
eram recolhidas e acondicionadas em frascos estéreis, tendo-se o cuidado de desprezar as
porcgdes de fezes em contato com o solo e com o0 ambiente, coletando-se a por¢do mais central
do bolo fecal (Figura 1. B).

i v ... A L \ L — : 'f o '~4.":éy.m .: S L =2 : l ¢ = -
Figural — A. Fezes recentes encontradas no ambiente (Fonte: MURER, 2013). B. Coleta de
amostras (Fonte: MURER, 2013).

O material era conservado em bolsa térmica, com gelo, até chegar ao Nucleo de
Estudos e Pesquisas em Animais Silvestres (NEPAS) do Laboratdrio Central de Diagndstico
de Patologias Aviarias (LCDPA) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) para
analise.

Durante o periodo de 12 de janeiro de 2013 a 16 de outubro de 2013 foram coletadas

61 amostras de fezes de bugios-ruivos de vida livre, procedentes de 14 grupos 0s quais sao
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habitantes da Sede, de quatro fragmentos florestais do CISM, além de areas prdéximas
(distritos de Séo José da Porteirinha e Pains, e Balneério Passo do Verde) (Figura 2). No
CISM, embora a area seja extensa e com muitos fragmentos florestais, segundo VEIGA
(2013) apds o recente surto de febre amarela em 2008, os bugios s6 permaneceram em seis
fragmentos, tendo sido avistados apenas 61 individuos em 58 dias (431 horas) de
amostragem. Em nossas amostragens foram localizados bugios e/ou fezes em quatro
fragmentos florestais, além da Sede do CISM. Para aumentar o nimero de amostras, partiu-se
para buscas em areas proximas.

Retornamos aos mesmos locais para coletas nos meses quentes (estacdes primavera e
verdo: outubro a marco) e frios (estacGes outono e inverno: abril a setembro), com o objetivo
de comparar resultados e verificar a possibilidade de maior eliminacdo do agente em

determinado periodo do ano.
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Pesquisa de bactérias da familia Enterobacteriaceae

No LCDPA, foram realizadas analises microbiologicas qualitativas de 53 amostras
segundo a metodologia para Salmonella spp. (BRASIL, 1995 e BRASIL 2003).

As amostras foram colocadas em caldo de pré-enriquecimento ndo seletivo (Agua
peptonada a 1%) e incubadas em estufa a 37°C/24 h. Apo6s esse periodo, 1 mL do caldo foi
transferido aos tubos contendo 9 mL de caldo Tetrationato (TT) acrescido de solugédo verde
brilhante e iodo-iodeto e mais 100 pL aos tubos contendo 9 mL de caldo Rappaport-
Vassiliadis (RV), sendo incubadas novamente em estufa a 42°C/24 h. A partir desses caldos
foram semeadas em placas com meio Agar Verde Brilhante (VB) e Agar Xilose Lisina
Desoxicolato (XLD). Apos 24 h em estufa a 37°C, as col6nias foram submetidas as seguintes
provas bioquimicas: Agar trés aclcares e ferro (TSI), Agar lisina-ferro (LIA), meio Sulphyde
Indol Motility (SIM), Caldo uréia e Citrato de Simmons. Apds incubacgdo a 37°C/24 h foi
realizada a leitura e interpretacdo das provas bioquimicas de acordo com MACFADDIN
(1999). Para amostras suspeitas realizava-se a série bioquimica completa, sorologia poli “O” e

remessa ao laboratdrio de Enterobactérias Fiocruz para classificacéo final.

Pesquisa de Cryptosporidium sp.

Para pesquisa de Cryptosporidium sp. foi preparado, para cada amostra, um esfregaco
fino com as fezes. Apds secar em temperatura ambiente, foi fixado em uma chama e em
seguida foi coberto com uma solucdo comercial de fucsina carbdlica de Ziehl-Neelsen por
dois minutos. Depois disso foi lavado com agua corrente e a seguir, com alcool acido (3%
HCI e 70% etanol) até descorar e ficar num tom levemente rosado. A lamina foi agitada para
eliminar o liquido e coberta com solugdo comercial de azul brilhante a 0,5% por dois minutos.
Novamente foi lavada com &gua corrente e seca com papel absorvente. Foi examinada em
microscopio éptico em aumento de 400x. A observacdo de estruturas suspeitas de oocistos
(coradas em vermelho sobre o fundo que fica esverdeado) levava a exame mais detalhado
com 6leo de imersdo em 1000x.

As amostras que ainda restavam no laboratério, conservadas em formol 10%, foram
enviadas a um laboratério comercial especializado para pesquisa de Cryptosporidium sp. pela
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
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Andlise estatistica

Para analise da influéncia da paisagem sobre a incidéncia de agentes infecciosos,
foram usados Modelos Lineares Generalizados Mistos para avaliar a influéncia das variaveis
preditoras sobre a riqueza de enterobactérias. O modelo foi ajustado a distribuicéo de Poisson
com funcdo de ligacdo Identidade. As variaveis preditoras selecionadas foram temperatura
média mensal (TMM), pluviosidade mensal acumulada (PLUV), distancia para nucleos
humanos mais proximos (DHUM), distancia para corpos d‘agua mais proximos (DAGUA),
area do fragmento (AREA), densidade populacional de bugios (DENS) e tamanho do grupo
(TGRUPO). A selecdo dos modelos candidatos foi feita através do critério de Maxima Quasi-
Verossimilhanca Penalizada (PQL). Foi considerada a identidade do fragmento e a identidade
do grupo de onde provieram as amostras como fatores aleatorios e especificou-se uma
estrutura aninhada para os mesmos. Iniciou-se com o modelo completo (incluindo todas as
variaveis possivelmente explicativas), e em etapas seguintes se retirou aquelas que foram
menos relevantes. Todos os modelos testados pressupdem a existéncia de autocorrelacéo
espacial entre os fragmentos. Todas as analises foram realizadas através do programa R (R
CORE TEAM, 2014).

Os dados da temperatura ambiente média mensal e da pluviosidade mensal acumulada
registrados durante os meses de coleta foram obtidos a partir da Rede do INMET (Instituto

Nacional de Meteorologia, no sitio http://www.inmet.gov.br).

Os locais de coleta possuem diferentes caracteristicas, as quais foram observadas e
medidas através do Google Earth sobre os itens: area do fragmento, distancia para o nicleo
humano mais proximo (DNH); distancia para o curso d’agua mais préximo (DCA); densidade
de bugios (D) e tipo de matriz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O aspecto das fezes variou ao longo do periodo de coletas, principalmente quanto a
consisténcia que, na primavera era mais mole, o que se explica pelo fato de os bugios serem
predominantemente folivoros, mas também se alimentarem de flores e frutos. Sua alimentacéo
varia de acordo com o que a natureza oferece em diferentes estagdes do ano, por consequéncia
as fezes também variam sua aparéncia (MIRANDA & PASSQOS, 2004). Acredita-se que seus

recursos hidricos sejam supridos pela alimentacdo com folhas novas e frutos. Nos meses em
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que sdo encontradas folhas maduras, os bugios procuram agua nas briofitas das arvores, e em

periodos muito secos, descem das arvores em busca de 4gua (MIRANDA et al., 2005).

Pesquisa de bacteérias da familia Enterobacteriaceae

Do total de 53 amostras analisadas, nenhuma foi positiva no exame microbiol6gico
para Salmonella spp.. Os meios seletivos/indicadores agar verde-brilhante (VB) e agar xilose-
lisina-desoxicolato (XLD) foram utilizados para diferenciar salmonelas de outros
enteropatdgenos, ja que no agar VB as col6nias de salmonela e 0 meio ao redor desenvolvem
coloragdo vermelha e no agar XLD as colnias da maioria dos sorotipos de salmonela séo
vermelhas com centros pretos (QUINN et al., 2005). Em nosso estudo ndo foram observadas
colbnias com as caracteristicas fenotipicas descritas acima e foi confirmada depois, pelos
testes bioquimicos, a auséncia de Salmonella spp..

O primeiro registro de infeccdo por Salmonella spp. em bugios-ruivos de cativeiro
ocorreu em 2008, quando das 32 amostras de fezes analisadas, apenas uma foi positiva para o
agente pesquisado (SOUZA JUNIOR et al., 2008). Em estudo realizado com 28 Cebus spp.
mantidos em Centros de Triagem de Animais Silvestres (CETAS/IBAMA) do Nordeste do
Brasil, FERREIRA et al. (2012) obtiveram cinco amostras positivas para Salmonella spp. e
identificaram trés sorovares: Infantis, Panama e Newport. Em bugios existem poucos estudos
sobre a microbiota bacteriana e seu potencial patogénico (CORONADO et al., 2004) e em
nossa pesquisa bibliografica ndo encontrou-se relatos da presenca destes agentes em animais
de vida livre.

Outras enterobactérias patogénicas foram detectadas, sendo E. coli a que prevaleceu,
além de Yersinia pestis. Dentre os patégenos oportunistas, Enterobacter aerogenes prevaleceu
e Klebsiella pneumoniae foi detectada em menor percentual de amostras (Tabela 1). Estes
achados sdo importantes porque se sabe que em condicdes de stress, 0s agentes encontrados
podem se manifestar clinicamente nos bugios, causando doencas que podem levar a morte e
contribuindo com o declinio da populagéo.

A riqueza média de enterobactérias foi de 3,11 espécies por amostra, variando de uma
a sete espécies (Desvio padrdo= 1,5 espécies). Apenas duas amostras, procedentes do
Balneario Passo do Verde, contiveram uma Unica espécie de bactéria e a moda foi de duas

espécies.
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Tabela 1 — Resultados dos testes bioquimicos presuntivos para as 53 amostras de fezes de
bugios analisadas a partir de dois meios de cultura (Xilose Lisina Desoxicolato e Agar Verde
Brilhante), ndmero (N) e percentual (%) de amostras onde foram identificadas as
enterobacterias.

Meio de cultura XLD VB
Enterobactéria Meses quentes Meses frios Meses quentes Meses frios
N % N % N % N %
E. coli 27 50,94 15 28,30 31 58,49 17 32,07
Enterobacter aerogenes 18 33,96 11 20,75 30 56,60 8 15,09
Cedecea sp. 10 18,87 2 3,77 8 1509 0 0
Yersinea pestis 5 943 0 0 0 0 0 0
Providencia stuartii 4 755 0 0 0 0 0 0
Klebsiela oxytoca 3 566 1 188 2 3,77 1 1,88
Edwardsiella ictaluri 3 566 1 188 4 755 0 0
Citobacter freundii 3 566 2 3,77 2 3,77 0 0
Enterobacter gergoviae 2 3,77 O 0 1 188 0 0
K. pneumoniae ssp. Pne. 2 3,77 0 0 1 1,88 O 0
Serratia odorifera 2 3,77 0 0 0 0 0 0
Enterobacter cloacae 1 1,88 2 3,77 2 3,77 0 0
Enterobacter 1 1,88 O 0 2 3,77 0 0
aglomerans
Providencia rettgeri 1 1,88 0 0 0 0 0 0
Serratia liquefaciens 1 1,88 0 0 0 0 0 0
Serratia marcescens 1 1,88 O 0 0 0 0 0
Citobacter amalonaticus 1 1,88 O 0 0 0 0 0
Citobacter diversus 1 1,88 O 0 0 0 0 0
Edwardsiella tarda 0 0 0 0 2 3,77 0 0
Serratia sp. 0 0 0 0 1 18 0 0

Pesquisa de Cryptosporidium sp.

Por meio da microscopia de luz ndo foram observadas estruturas compativeis com
oocistos de Cryptosporidium sp. nas 53 amostras de fezes de bugios. Destas, as 23 amostras
enviadas para pesquisa de Cryptosporidium sp. por PCR, tiveram resultado inconclusivo.
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LALLO & BONDAN (2006) observaram em seus estudos que o diagnostico de
Cryptosporidium sp. pela a técnica de PCR permitiu a deteccdo de um nimero maior de casos
positivos do que a microscopia de luz, porém no presente estudo nao foi detectado material
genético compativel com Criptosporidium sp. nas amostras analisadas por PCR,
provavelmente pelo fato de as mesmas estarem conservadas em formol 10%. GILBERT et
al.(2007) e SCORSATO & TELES (2011) ressaltam que a técnica da PCR ndo pode ser
utilizada como Unico método de diagndstico, devendo ser observada a presenca de falsos
negativos e que é indispensavel analisar a qualidade e o estado de conservacdo das amostras,
uma vez que a fixagdo com formaldeido, a mais utilizada para coleta de amostras a campo,
resulta no enovelamento de proteinas nucleares, formacao de ligacfes entre proteinas e DNA
e fragmentacdo do ultimo, sendo capaz de alterar o diagnéstico molecular.

Acredita-se que os casos clinicos de criptosporidiose em animais selvagens sejam
consequéncia de intervengdo humana (MALTA & LUPPI, 2007), o que foi corroborado por
NIZEY1 et al. (1999) em um estudo com gorilas da montanha no Bwindi Impenetrable
National Park, Uganda: a maioria das infecces (73%) por Cryptosporidium sp. ocorreram
em gorilas habituados com humanos, comparados aos ndo habituados, devido principalmente
ao crescimento do ecoturismo. Em nosso estudo esse patdgeno ndo foi detectado
possivelmente porque a presenca humana € baixa na maioria das areas e, além disso, nas areas
com maior presenca humana (Balneéario Passo do Verde e sede do CISM) existe saneamento
basico. Contudo, a continuidade dos estudos se faz necessaria para 0 monitoramento desta

condicdo de auséncia de Cryptosporidium sp..

Efeitos de fatores ambientais e demogréaficos e sobre a riqueza de enterobactérias

Os registros para a temperatura ambiente média mensal durante 0os meses de coleta
variaram entre 30,27°C em janeiro a 18,90°C em junho de 2013 e a pluviosidade mensal
acumulada variou entre 188,6 mm em marco a 69.2 mm em setembro de 2013. Os valores das
outras variaveis explicativas utilizadas no calculo estatistico estdo apresentados na Tabela 2.

O modelo utilizado para a andlise estatistica selecionado incluiu apenas temperatura
média mensal (TMM), pluviosidade mensal acumulada (PLUV), distancia para corpos d'agua
mais proximos (DAGUA), area do fragmento (AREA) e densidade populacional de bugios
(DENS) como varidveis explicativas, porém nenhuma delas foi significativa (Tabela 3). Os
resultados negativos para as Vvaridveis ambientais preditoras sugerem que estes

microorganismos estejam presentes naturalmente na flora intestinal dos bugios, independente
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da condicdo ambiental a que estejam sujeitos. Por ser este o primeiro trabalho com
enterobactérias para essa espécie em vida livre, ndo se tem parametros para comparacgao. As
bactérias de carater oportunista podem aumentar em ndmero e causar doengas caso ocorra
algum desequilibrio na condicéo fisioldgica do animal (ex.: stress e queda de imunidade,
desequilibrio em outros constituintes normais da flora intestinal). Em seu estudo, AMATO et
al. (2013) verificaram que bugios que ocupam habitats de pior qualidade consomem dietas
menos diversas e correspondentemente tem microbiota intestinal menos diversa, e que esse
desequilibrio na flora intestinal pode estar relacionado a queda de imunidade e a maior

predisposicdo para a instalacdo de agentes patogénicos.

Tabela 2 — Caracteristicas dos locais de estudo e da populacdo de A. guariba clamitans,
DNH= distancia para o nucleo humano mais préximo; DCA= distancia para o rio mais
proximo; D= densidade de bugios; T1= trilha um; T2= trilha dois; B= borda.

Local de coleta Area (ha) DNH(m) DCA (m) D(ind/ha) Tipo de matriz
Sarandi 977,30 T1 3.189 3.088 0,2 pastagem

T2 2.525 3.513 0,2 pastagem

B 1.856 3.781 0,2 pastagem
Sede 2,46 0 2.200 2,4 pastagem
Gravatas | 12,10 1.000 1.130 0,2 pastagem
Capdo Redondo 5,70 2.500 3.160 1,6 pastagem
Capéo do Piquenique 38,30 4.800 1.490 0,9 pastagem
Balneério Passo do Verde 24,90 0 190 0,7 lavoura de arroz

2.270 2.796 - lavoura de arroz
Pains 68,47 607 3.513 - Pastagem

Sao José da Porteirinha
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Tabela 3 — Resumo dos efeitos incluidos no Modelo Linear Generalizado Misto explicando a
riqueza de enterobactérias por amostra (Distribuicdo de Poisson com fungdo de ligagdo
Identidade).

Graus de

Variavel Estimativa Erro Padrdo Liberdade t p

(Intercepto) -0.7376466 0.7280298 27 -10.132.093 0.3200
Temperatura Média Mensal 0.0615899 0.0327728 27 18.793.014 0.0710
Pluviosidade -0.0007124 0.0046786 27 -0.1522754 0.8801
Distancia p/ corpos d'agua  0.0001095 0.0001697 3 0.6452685 0.5647
Area do fragmento -0.0000356 0.0005273 3 -0.0674400 0.9505
Densidade de bugios 0.0315198 0.1712822 3 0.1840227 0.8657

t = valor do teste de significancia; p= nivel de significancia do teste

Em grupos com maior nimero de individuos, o contato social entre seus membros e a
circulagdo de um maior nimero de individuos pelas mesmas arvores e rotas de deslocamento
poderia favorecer a contaminacgdo cruzada entre eles. Estudos realizados com Alouatta pigra
no México indicaram que a prevaléncia de parasitos estd associada ao tamanho médio do
grupo, mas ndo a densidade populacional (TREJO-MACIAS et al., 2007). FREELAND
(1979, 1980) apud GILLESPIE (2006) relatam que em Lophocebus albigena e Cercopithecus
mitis o tamanho do grupo se relaciona de forma positiva com o nimero de infec¢bes por
protistas que cada grupo manteve e em Lophocebus albigena a existéncia de relacdo positiva
do tamanho do grupo também com a prevaléncia de infeccdes por protistas. COTE &
POULIN, 1995 apud GILLESPIE (2006) realizaram uma meta-andlise de uma grande
variedade de relacGes parasita-hospedeiro em animais sociais obtendo uma correlacéo positiva
entre intensidade de infeccéo e tamanho do grupo. Porém, em nosso estudo, essa foi a variavel
com menor poder explicativo, e entdo excluida do modelo inicial.

A distancia até o nucleo humano mais proximo ou até cursos d’agua nao teve
influéncia. Isso ocorreu provavelmente porque a maior parte das amostras foi coletada em
fragmentos muito distantes de tais areas. Assim, a circulagcdo de pessoas provenientes de tais
nucleos é bastante improvavel na maioria das areas amostradas. Da mesma forma, as chances
de circulacdo de animais (ex.: graxains-do-campo (Psedalopex gymnocercus), ou mesmo
bovinos), nos fragmentos amostrados, que tenham se contaminado com enterobactérias ao
beber agua desses rios é bastante remota. E provavel que as grandes distancias ndo interfiram

na disseminacdo das bactérias. Ainda, os dois fragmentos onde ha circulacdo intensa de
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pessoas (Balneario Passo do Verde e Sede do CISM) dispdem de saneamento bésico e por
1SS0 0s bugios ndo entram em contato com dejetos humanos.

Da mesma forma, contrariando as expectativas, a densidade de bugios-ruivos nas areas
amostradas ndo influenciou a riqueza de enterobactérias. Alguns pesquisadores afirmam que a
densidade do hospedeiro é de fundamental importancia para as taxas de infec¢do de parasitos
transmitidos diretamente, estando positivamente correlacionada com a prevaléncia e a
diversidade de parasitos, porém, estudos que analisaram simultaneamente a densidade de
primatas e caracteristicas do habitat em relacdo a prevaléncia de parasitos revelaram que as
caracteristicas do habitat podem ser melhores preditoras de infec¢bes parasitarias Estudos
futuros sdo necessarios para distinguir de forma mais sistemética os efeitos da densidade do
hospedeiro e das caracteristicas do habitat (GILLESPIE, 2006).

Dados de VEIGA (2013) mostram que as densidades de bugios em todos o0s
fragmentos amostrados cairam significativamente ap6s o Ultimo surto de febre amarela
silvestre (2008/2009). Desse modo entende-se que em nenhum fragmento as densidades
encontradas atualmente sejam altas o suficiente para interferir de forma decisiva na riqueza de
enterobactérias encontrada nos individuos amostrados. Adicionalmente, sob condi¢des de
baixa densidade ha provavelmente menor sobreposicdo de areas domiciliares entre 0s grupos
remanescentes, de modo que também se reduz a transmissao de patdgenos entre grupos.

Apesar da aparente diferenca entre 0 nimero total de enterobactérias identificadas nos
meses quentes e frios, no presente estudo a andlise estatistica revelou que a pluviosidade
mensal acumulada e as temperaturas médias ndo influenciaram os resultados, embora as
temperaturas tenham se aproximado da significancia estatistica (p=0,07). Embora a variagédo
da temperatura média entre 0s meses de coleta ndo tenha sido tdo extrema, ficando dentro da
faixa de temperatura 6tima de crescimento das enterobactérias (que é de 22°C a 37°C), esse
resultado sugere uma influéncia sutil desse fator. Temperaturas mais elevadas poderiam
ocasionar uma proliferacdo mais rapida das enterobactérias, aumentando as chances de
contaminacdo dos bugios. Porém, GILLESPIE (2006), sugere que evidenciar padrdes gerais
de infeccdo sazonal em primatas é equivoco, porque ha padrdes claros de infecgdes sazonais
para algumas espécies de primatas e nenhum padrdo claro para outras. Além disso, ressalta-se
que a analise estatistica considerou apenas a riqueza de espécies de enterobactérias e ndo o

namero de coldnias obtidas a partir de cada amostra.
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CONCLUSOES

No presente estudo foram detectadas vinte espécies de enterobactérias, algumas delas
patogénicas, como Escherichia coli e Yersinia pestis e outras com potencial patogénico,
como Enterobacter aerogenes e Klebsiella pneumoniae, mas Salmonella spp. ndo foi isolada
de nenhuma amostra, bem como ndo foi diagnosticada a presenca do protista
Cryptosporidium sp.

Os fatores ambientais e ecoldgicos analisados ndo se mostraram influentes sobre a
riqueza de enterobactérias, exceto pela temperatura que ficou préxima da significancia.

Considera-se de extrema importancia a continuidade do monitoramento dos grupos
pelos proximos anos, a fim de avaliar os fatores de risco ligados a infecgbes por
Cryptosporidium sp. e enterobactérias nos bugios-ruivos, e avaliar o possivel impacto desses

agentes sobre sua saude e sobrevivéncia.
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3 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo deste trabalho concluimos que:

1. Pela técnica da microscopia de luz, ndo foi detectado o protista Cryptosporidium sp.
nas amostras analisadas, nem foi possivel detecta-lo pela técnica de PCR.

2. Néo foi detectada a presenca de Salmonella spp. nas amostras analisadas, porém
outras vinte enterobactérias foram identificadas, algumas delas patogénicas, como E. coli e
Yersinia pestis e outras com potencial patogénico, como Enterobacter aerogenes e Klebsiella
pneumoniae.

3. Os fatores ecologicos e ambientais analisados ndo alteraram a microbiota intestinal
dos bugios, apenas a temperatura ficou proxima da significancia estatistica (p=0,07) sobre a
riqueza de enterobactérias com potencial zoon6tico encontradas nas amostras.

4. Qualquer agente patogénico tem potencial para causar outras redugdes
populacionais e inviabilizar, em longo prazo, sua permanéncia na area. Desse modo, €
imprescindivel que os estudos sejam continuados a fim de acompanhar o estado de salde
dessas populacdes, para melhor compreender os mecanismos das doencas (sejam as de
ocorréncia natural ou introduzidas por humanos e animais domésticos) e contribuir para a
conservacao da espécie em nivel regional.

5. Estdo em andamento analises de outros enteroparasitos cujos resultados deverao

somar importantes informacdes ao presente estudo.
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ANEXOS

Anexo A — Bugio-ruivo macho no Campo de Instrugéo de Santa Maria. Foto: Joana B. da Veiga,
2013.

Anexo B — Fémeas de Bugio-ruivo no Campo de Instrugdo de Santa Maria. Foto: Joana B. da
Veiga 2013.



