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RESUMO

Este estudo buscou analisar a microbiota cutanea de primatas mantidos em condicéo de
cativeiro no zooldgico do Centro de Instrucdo de Guerra na Selva (CIGS), localizado na cidade
de Manaus, com o objetivo de identificar e descrever os tipos de fungos que compdem a
microbiota da pelagem e dos condutos auditivos dos primatas, além de associar a presenca
desses fungos com o bem-estar animal. A coleta foi realizada em abril, agosto e novembro de
2022, sendo utilizado Swabs para coleta no conduto auditivo e carpetes para regides da cabeca,
torax, membros anteriores e posteriores primatas do zooldgico. Os animais foram contidos sem
a utilizacdo de sedativos, de acordo com o protocolo do préprio zooldgico. As amostras foram
obtidas a partir de seis primatas, sendo dois macacos pregos (Sapajus sp.), dois macacos de
cheiro (Saimiri sciureus) e dois micos brancos (Mico chrysoleucus). O material coletado foi
encaminhado para isolamento em placas de Pétri contendo o meio de Agar Sabouraud e
suplementado com azeite; e Agar Mycosel, incubados a 37° e 25° C para isolar fungos
filamentosos e leveduriformes no laboratério de Mestrado em Biotecnologia e Recursos
Naturais da Universidade do Estado do Amazonas (Escola Superior de Saude). Durante a
pesquisa foi constatada a presenca de acaros em todos isolados fungicos. Portanto, uma nova
coleta foi realizada apenas em M. chrysoleucus, ap6s 0 uso de 1% de ivermectina para conter
0s acaros. Como resultado, houve presenca de Aspergillus, Penicillium e Rhizopus nas
amostras, sendo que tais fungos néo sdo dermatéfitos, porém constatou-se que sdo constituintes
da microbiota desta espécie de primata. Houve diferenca nas amostras de machos e fémeas,
sendo que o macho (infante) apresentou maior ocorréncia dos fungos, porém nédo foi
evidenciado, em nenhum aspecto, que esse fato prejudicou o bem estar dos animais. Desse
modo, este estudo comprovou que fungos ndo patogénicos vivem associados aos primatas
cativos, e que acaros também foram encontrados, sendo necessarios novos estudos para avaliar
as diferencas sazonais da microbiota fungica presentes nessas importantes espécies de primatas

amazonicos sob condigéo de cativeiro.

Palavra-chave: Primatas Amazonicos; Microbiota fungica; Patogenos.



ABSTRACT

This study aimed to analyze the skin microbiota of primates kept in captivity at the
Center for Jungle Warfare Instruction (CIGS) zoo, located in the city of Manaus, in order to
identify and describe the types of fungi that compose the microbiota of the coat and ear canal
of primates, and to associate the presence of these fungi with animal welfare. The collection
was performed in April, August, and November 2022, using Swabs for collection in the ear
canal and carpets for regions of the head, thorax, forelimbs, and hind limbs primates of the zoo.
The animals were restrained without the use of sedatives, according to the zoo's own protocol.
Samples were obtained from six primates, being two nail monkeys (Sapajus sp.), two snout
monkeys (Saimiri sciureus) and two white marmosets (Mico chrysoleucus). The collected
material was sent for isolation on Petri dishes containing Sabouraud Agar medium
supplemented with olive oil; and Mycosel Agar, incubated at 37° and 25° C to isolate
filamentous and yeeduriform fungi in the laboratory of the Masters in Biotechnology and
Natural Resources of the Amazonas State University (School of Health). During the research,
mites were found to be present in all fungal isolates. Therefore, a new collection was performed
only on M. chrysoleucus, after the use of 1% ivermectin to contain the mites. As a result, there
was the presence of Aspergillus, Penicillium and Rhizopus in the samples, and these fungi are
not dermatophytes, but were found to be constituents of the microbiota of this primate species.
There was a difference between male and female samples, and the male (infant) presented a
higher occurrence of fungi, but there was no evidence that this fact impaired the well being of
the animals. Thus, this study proved that non-pathogenic fungi live associated with the captive
primates, and that mites were also found. Further studies are necessary to evaluate the seasonal
differences of the fungal microbiota present in these important species of Amazonian primates

under captivity conditions.

Key-words: Amazonian primates; Fungal microbiota; Pathogens.
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1. INTRODUCAO

A microbiota é definida como um conjunto de microrganismos que existem sobre a pele,
o0s pelos, intestino, entre outros, sem causar danos a saude. De acordo com Brotto et al. (2005),
os fungos compGem parte da microbiota do canal auditivo externo de humanos e animais. Em
alguns casos, esses fungos podem estar associados a quadros de otite externa. A microbiota

normal pode beneficiar o hospedeiro impedindo o crescimento de algumas substancias nocivas.

De acordo com Grenner (1998, citado por AVILLA et al., 2004) vérias espécies
fangicas saprobias sdo isoladas da pele, pelos e conduto auditivo de animais domésticos e
animais silvestres, por exemplo, serpentes (Chaves, 2021) e macacos (AVILA et al. (2004);
CLEFF et al. (2008) e FEDULLO et al. (2013)); podendo em situacbes especificas tornarem-
se patogénicas. Os fungos sapréfitos de acordo com Mancianti (1996), geralmente sdo

encontrados no ambiente e outros materiais e comumente isolados de cées e gatos.

Tendo em vista o crescente interesse em ecologia e conservacdo da fauna silvestre, o
diagnostico e tratamento de entidades nosoldgicas relacionados aos animais ndo domésticos
mantidos em cativeiro tém sido requeridos aos médicos veterinarios, porém como apontado por
Auvilla (2004), pouco se sabe sobre a microbiota destes animais, o que dificulta o diagndstico e

o tratamento das afeccdes a eles relacionadas.

A remocdo dos animais silvestres do habitat natural, em geral motiva o estresse desde a
retirada, transporte e adaptacao ao cativeiro, podendo este fator, segundo Avilla (2004) estar
associado a manifestacdo de enfermidades, principalmente, aquelas desencadeadas por

microrganismos potencialmente patogénicos pré-existentes.

Os primatas apresentam potencial de transmitir diferentes doencas por hospedarem uma
grande quantidade de microrganismos e por serem suscetiveis a infecgdes comuns aos seres
humanos (BROTTO et al., 2005). Acha (2003) ressalta a necessidade de investigacoes
periddicas de agentes etioldgicos em animais, pois em quase todos 0s casos, 0s sinais clinicos

sd0 mascarados e ndo permitem suspeitas clinicas.

Estudos que possuem como tematica a microbiota de primatas ndo humanos sao
escassos e mais frequentes em espécies do velho mundo, como macaco Rhesus (Macaca

mulata), babuino (Papio sp.), macaco-caranguejeiro e (Macaca fascicularis). Entretanto, ha



alguns registros na literatura sobre espécies de primatas do novo mundo clinicamente saudaveis
estudadas por Avila et al. (2004) e Fedullo et al. (2013) com Cebus apella, Callithrix jacchus
e Allouatta caraya. Durante o levantamento sobre o tema em questdo, observa-se que nédo
existem estudos com primatas do bioma Amazonico, constituindo assim, uma lacuna de

conhecimento.

Considerando a escassez de literatura sobre o tema e em vista da importancia ja descrita,
este estudo buscou conhecer os géneros de fungos presentes na pelagem e conduto auditivo de
primatas e seus possiveis efeitos no bem estar dos animais, sob condicBes de cativeiro no
Zoolégico do Centro de Instrucdo de Guerra na Selva (CIGS), ser modelo empirico para

subsidiar pesquisas futuras relacionadas ao tema.

2. OBJETIVOS:

2.1. Geral

Analisar a microbiota flngica e seus efeitos no bem-estar de espécies de primatas

cativos no zooldgico do Centro de Instrucdo de Guerra na Selva (CIGS) em Manaus.

2.2. Especificos

- Identificar e descrever os tipos de fungos presentes na pelagem e condutos auditivos

dos primatas do CIGS;

- Verificar se ha variagdes na presenca de fungos de acordo com a espécie, idade, sexo

e periodo sazonal nas amostras coletadas dos primatas do zoolégico;

- Associar a presenca dos fungos encontrados nos tegumentos com o bem-estar dos

primatas cativos.



3. JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta a maior diversidade de primatas do mundo, onde sdo estimados cerca
de 140 taxons divididos entre espécies e subespecies (RYLANDS, 2012; SBPr, 2019)
distribuidas em cinco familias: Callitrichidae (41), Pitheciidae (39), Cebidae (19), Atelidae (15)
e Aotidae (5). As espécies estdo presentes nos seis biomas, sendo que a maior ocorréncia é na

Amazonia, onde se concentra cerca de 119 espeécies (SBPr, 2019; ICMBiIo, 2020).

De acordo com o Instituto Chico Mendes de Conservagédo da Biodiversidade (ICMBio
- 2019), das 140 espécies e subespécies de primatas, 35 estdo ameacadas de extin¢do. As
principais ameacas estdo relacionadas a perda de habitats causados pela explora¢do humana, a
caca para o consumo e mudancas climaticas. Entretanto, doencas emergentes, antropondticas e
zoondticas, também sdo fatores que ameagam a sobrevivéncia desses animais (ESTRADA et
al., 2018).

Embora existam estudos sobre a microbiota cutdnea de primatas, a maior parte
concentra-se em primatas do velho mundo (FEDULLO et al., 2013). Apds uma revisao da
literatura foi identificado apenas trés artigos que abordam essa temética com primatas do novo
mundo (AVILA et al. (2004), CLEFF et al. (2008) e FEDULLO et al. (2013)). Entretanto, os
poucos estudos descrevem apenas a microbiota das espécies de Cebus apella, Callithrix jacchus

e Allouatta caraya.

De acordo com os dados levantados, foi identificado que muitos fungos isolados da
pelagem dos primatas apresentam potencial patogénico para primatas imunocomprometidos em
cativeiro e os seres humanos. Dentre os géneros de fungos com maior frequéncia, destacamos
Fusarium, Aspergilus, Penicillium e Candida (AVILA et al. 2004; BROTTO et al., 2005;
FEDULLO et al., 2013).

Por esse motivo, se faz necessaria a implementacdo de pesquisas sobre a microbiota
cutanea de primatas amazonicos em cativeiro, visando identificar as espécies e 0s possiveis
efeitos que causam aos primatas e, consequentemente, contribuir para o bem-estar desses
animais e preencher a lacuna de conhecimento sobre esse tema. Este estudo baseia-se nas
seguintes questdes norteadoras: quais sdo 0s géneros de fungos presentes na pelagem dos

primatas cativos do zooldgico? Esses fungos sdo patdgenos? H& diferencas da presenca de



fungos entre espécies, sexo e idade dos primatas no cativeiro? Existe relagdo da presenca de

fungos nos primatas com o nivel de bem-estar que eles apresentam no zoolé6gico?

4. REVISAO DA LITERATURA

4.1 Associagao de fungos e primatas

Os primatas ndo humanos apresentam em sua pele uma microbiota composta por
microrganismos que vivem em simbiose e que apresentam variagdes na populacdo devido a
composigdo do ambiente. De acordo com a literatura pode ser classificado como residentes,
indigenas e como transitérios ou patogénicos (FEDULLO et al., 2013). A microbiota indigena
é caracterizada como uma populacdo permanente e que pode ser reduzida com a utilizacéo de
alguns agentes desinfetantes. Porém, vale ressaltar que esta populacdo ndo € totalmente
eliminada e ndo se espalha de forma igual pela superficie do corpo, pelo contrario, formam um

conjunto de microcolénias com tamanhos variados.

Os microrganismos transitorios sdo aqueles que se proliferam a partir da contaminacéo
do individuo com o ambiente, podendo ser removido através de medidas higiénicas. A
microbiota patogénica, por sua vez, é composta por agentes fungicos que podem levar a casos

de dermatofitoses, ceratofitoses, e até micoses subcutaneas (FEDULLO et al., 2013).

Fungos patogénicos sdo microrganismos capazes de causar danos aos hospedeiros
imunocomprometidos. De acordo com Scott et al. (2001, citado por REIS-GOMES et al., 2012)
e LOPES et al. (2004, citado por PRADO, 2007) sdo relatadas mais de 300 espécies de fungos
patogénicos de animais e humanos. Entretanto, doencas infecciosas ocasionadas por fungos em
animais sdo pouco relatadas na literatura, tanto em animais silvestres em vida livre, como em

populagdes cativas.

Os estudos com fungos em animais sao escassos e 0s que foram encontrados referem-
se a casos isolados, sendo necessarios dados a respeito da microbiota oral, ocular, habitantes de
tegumentos, dentre outros (ALBANO, 2009). Na literatura ha relatos de fungos saprofiticos que
podem se tornar patogénicos e com disseminacao de animal para animal e entre 0s animais € 0s
seres humanos (BROTTO et al., 2005). Os relatos sobre micoses ou da presenca de agentes
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fangicos na microbiota de animais silvestres, principalmente, estdo relacionadas as espécies de

Aspergiilus, Fusarium, Candida, Malassezia, Criptococus e os dermatéfitos (ALBANO, 2009).

Estudos envolvendo os efeitos patogénicos de fungos em primatas ndo humanos sao
muito raros. Dentre estes estudos, destaca-se o0 estudo de Avila et al. (2004) onde se analisou a
microbiota fangica da pele, pelos e conduto auditivo de primatas clinicamente saudaveis das
espécies de macacos bugios (Allouatta caraya), saguis (Callithrix jacchus) e macacos-pregos
(Cebus apella). De acordo com os resultados obtidos de 55 primatas ndo humanos, foi
identificado o desenvolvimento de Malassezia pachydermatis em bugios (6), saguis (1) e
macacos-pregos (6), sendo considerado parte da microbiota da pele e conduto auditivo, mas por
alteracdes no microambiente local, por exemplo, aumento de temperatura ou substrato, podem
determinar 0 aumento no namero de células, levando a transicdo da forma comensal para
parasitismo. Além disso, essa espécie de fungo tem sido isolada frequentemente a partir de caes
sadios com otites ou dermatites (NOBRE et al., 1998).

Além de fungos pertencentes ao género Malassezia, Avila et al. (2004) evidenciou o
desenvolvimento fangico em 7 amostras de bugios (43,75%) em que os fungos isolados
correspondiam a Curvularia sp. (12,50%), Drechslera sp. (6,25%), Penicillium sp. (6,25%),
Aspergillus sp. (6,25%), Cladosporium sp. (6,25%) e Fusarium sp. (6,25%). Os saguis
apresentaram 5 amostras com desenvolvimento fangico (41,67%) em que foram identificados
0s géneros Curvularia sp. (8,34%), Drechslera sp. (16,65%) de Aspergillus sp. e 8,34%
Rhodotorula sp. Os macacos-pregos apresentaram 7 amostras (25,92%) onde foram

identificados Curvularia sp. (14,82%), Aspergillus sp. (7,4%) e Cladosporium sp. (3,7%).

Brotto et al. (2005) identificou a microflora de fungos presentes nos condutos da
auditivos de macacos-rhesus (Macaca mulatta) mantidos em cativeiro. Os dois grupos
analisados apresentaram fungos do género Candida sp. nos condutos auditivos, porém, ndo foi

evidenciado alteracéo clinica em nenhum dos individuos analisados.

O resultado dos 40 macacos-rhesus analisados indica que 25% apresentou Aspergillus
flavus, 32,5% Aspergillus fumigatus e 40% de Candida sp. sem apresentarem casos de otite
externa. De acordo com Urrutia et al. (2000, citado por BROTTO et al., 2005) essas espécies
também foram identificadas em pacientes humanos com otite externa. Como esses fungos sdo
oportunistas, acredita-se que nenhum dos animais apresentou problemas imunoldgicos durante

0 periodo de coleta.



Fedullo et al. (2013) avaliou a microflora cutanea de primatas da espécie Cebus apella
mantidos em ambientes de cativeiro e semicativeiro. Os resultados demonstram que a
frequéncia de fungos identificados € maior em primatas em ambientes de semicativeiro. Os
géneros que apresentaram maior crescimento entre os 43 primatas foram Aspergillus sp.
(83,7%), Penicillium sp. (69,8%) e Cladosporium sp. (65,1%). Estes estudos apresentam
resultados que evidenciam que fungos isolados dos primatas apresentam potencial patogénico,
sendo necessario apenas uma queda na imunidade dos animais para que ocorram Micoses

superficiais ou profundas, além de reacdes de hipersensibilidade.

4.2 Primatas Amazonicos do CIGS

4.2.1 A espécie Sapajus sp.

O género Sapajus abriga os primatas popularmente conhecidos como macaco-prego, 0s
quais apresentam um topete e sdo mais robustos em comparacdo com os primatas do género

Cebus. No CIG’S podem ser encontrados quatro individuos, sendo trés macho ¢ uma fémea.

Segundo Blanc et al. (2015), os macacos-prego sao encontrados em Varios paises na
América do Sul, e no Brasil a sua distribuicdo encontra-se em quase todas as regides. Esses
primatas possuem habitos variados, habitando areas de floresta Amazonica, Atlantica, Cerrado

e Caatinga.

O género é formado por espécies arboricolas, de habito diurno, sendo extremamente
adaptaveis e oportunistas. Os machos em geral sdo maiores que as fémeas. Apresentam
coloracdo do corpo variavel entre as espécies, mas a presenca de dois tufos na regido da cabeca

é caracteristica do género.

A dieta dos macacos-prego, de acordo com Blanc et al. (2015), é predominantemente
frugivoro-insetivoro, além de consumir pequenos vertebrados e outros itens de origem animal

e vegetal.

Os grupos sdo organizados com dezenas de individuos, podendo haver variagdes de

acordo com as caracteristicas ambientais, como o tamanho da area e a disponibilidade de



recursos. Considerando a extensao territorial ocupada, que varia entre 80 a 300 ha, pode ocorrer

a sobreposicgéo entre grupos distintos.

4.1.3 A espécie Samiri sciureus

Os primatas da espécie Saimiri sciureus, sao popularmente conhecidos como macacos-
de-cheiro, macaco-esquilo, ou macaco-mao-de-ouro (Blanc et al., 2015). Esses individuos
apresentam o focinho negro, face roseada, tufos de pelos brancos nas orelhas. As maos e pés
apresentam amarelo mais escuro e em compara¢do com S. macrodon e S. cassiquiarensis. A
regido em volta dos olhos é branca e pelagem marrom acinzentada no topo da cabeca, formando

um “V” entre os olhos.

Segundo Blanc et al. (2015), a dieta é composta principalmente de frutos, flores, néctar
e sementes. Porém, eventualmente ha o consumo de artrépodes da ordem Araneae, assim como
lagartos e ovos de aves. Durante periodos secos e na falta de itens vegetais disponiveis, podem

se tornar altamente insetivoros.

Os primatas dessa espécie podem ser encontrados em florestas primarias, secundarias e
em ambientes antropicos. Descem ao solo & procura de alimento e agua. E observado a

formagé&o de alianga entre as fémeas para obter vantagens no forrageamento.

O status de conservacdo para essa espécie € classificado como pouco preocupante na
International Union for Conservation of Nature (IUCN), ndo constando na lista de espécies
ameagcadas de extincdo.

4.1.4 A espécie Mico chrysoleucus

O sagui-branco (Mico chrysoleucus) pertence ao género de micos amazonicos, estando
entre os primatas neotropicais menos conhecidos. De acordo Wagner (1842 citado por Silva,
2018), foi categorizado como vulneravel em 1994, na Lista Vermelha da IUCN. Porém,
segundo Oliveira et al. (2015) a espécie atualmente é classificada como Data Deficient. A
distribuicdo da espécie fica a leste do Amazonas.
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O sagui-branco possui habitos diurnos e gregarios, habitando em grupos que podem
variar entre quatro e 15 individuos. Sdo encontrados em florestas secundérias de varzea e
raramente descem ao solo. A dieta € composta principalmente por goma e seiva de certas
plantas, além de consumir néctar e pequenos animais, como larvas de Arthropoda, adultos de

Araneae e serpentes.

No Zoologico do CIGS, sdo encontrados cerca de trés individuos, sendo uma fémea
adulta e dois machos infantes. Entre estes, apenas um macho infante consta no prontuario com
a procedéncia, sendo recebido do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA, em 29 de agosto de 2022. Os outros dois individuos nédo
apresentam registro da procedéncia, nos portuarios disponibilizados, entretanto, segundo
informacdo dos veterinarios os animais sdo oriundos do Centro de Triagem de Animais
Silvestres — CETAS, IBAMA.

5. METODOLOGIA

5.1. Area de estudo

O zooldgico do Centro de Instrucdo de Guerra na Selva (CIGS) esta localizado no centro
de Manaus e recebe visitantes ao longo de toda a semana. A visitacdo do publico ocorre das
09h da manhd as 17h da tarde, de terca a domingo. A area ocupada pelo zooldgico é de

aproximadamente 6.000 m? e é coberta, em sua maioria, por vegetacao tipica da Amazonia.

O zooldgico conta com 56 espécies diferentes de mamiferos, aves e répteis (CIGS,
2017). Estas espécies estdo distribuidas em ilhas sem grades e também em recintos gradeados.
No local podem ser encontradas seis espécies de primatas dispostas em recintos abertos, na
dindmica de ilhas e uma espécie de guariba recebida recentemente na quarentena, sendo que o
namero de individuos por espécie esta presente na Tabela 1. Estas informacGes foram
concedidas a partir do projeto com primatas cativos realizado no zoolégico CIGS desde 2017

(L. Sarmento dos Santos, com. pess.).
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Tabela 1. Descricdo das espécies de primatas residentes no CIGS.

Espécies N° de Macho- | Infantes — Adultos

Individuos Fémea

Alouatta sp. 1 - -
Macaco-aranha-da-cara-preta 3 1-2 0-3
(Ateles chamek)

Macaco-aranha-de-cara- 2 0-2 0-2

vermelha (Ateles paniscus)

Macaco-aranha-do-peito-amarelo 6 1-4 1-5
(Ateles belzebuth)

Macaco-barrigudo (Lagothrix 4 3-1 0-3
cana cana)

Macaco-de-cheiro (Saimiri 4 - -
sciureus)

Macaco-prego (Sapajus spp.) 4 - -
Sagui-dourado-e-branco ou mico- 3 2-1 2-1

branco (Mico chrysoleucus)

Cada recinto apresenta estruturas similares, mas com diferentes quantidades e
distribuicdo dos materiais. Abaixo encontra-se a descricdo dos materiais presentes no ambiente
(recintos) em que os grupos de primatas estdo alocados no zooldgico (Tabela 2). Os primatas
eventualmente sdo vistos na agua e uma fémea da espécie Ateles chamek atravessa a nado de

uma ilha para outra.

Tabela 2. Descri¢do dos materiais presentes em cada recinto.

Ambientes Descricéo

Casas fechadas Casinhas de madeira pintadas de verde e com telhado
de aluminio com um metro de altura do chéo sobre uma
base de ferro.
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Casas abertas Casa de madeira aberta em todos os lados, com telhado
de aluminio, em seu centro, com um metro de altura do
chéo. Sdo encontradas faixas grossas de tecido ou ripas
que interligam um lado ao outro, que serve como

suporte para 0s animais deitarem.

Traves Troncos de madeira com formato de traves com 2,5 de
altura.
Troncos Troncos de arvores secos sem folhas, em diversos

tamanhos chegando a 5 metros de altura

Arvore Palmeira com 20 metros de altura presente no meio das
ilhas
Mesa Mesa de madeira presente no meio da casa aberta com

1 metro de altura.

5.1.1 Vermifugacao

Segundos informado pelos veterinarios do CIGC’s, os primatas recebem vermifugos ha
cada seis meses, sendo que ap6s a ministracdo da medicacao ocorre o reforco no periodo de 10
dias, e iniciando o periodo para a préxima aplicacdo. Segundo a tenente responsavel pelos
primatas, geralmente ocorre a associacdo de vermifugos para que sejam abrangidas todas as
verminoses, com a utilizacdo de ivermectina + praziquantel + pamoato de pirantel. A utilizacéo
da ivermectina ocorre porgue além de endo parasitoses, abrange algumas espécies de acaros.
Vale ressaltar que a associacdo desses medicamentos ndo interfere na incidéncia de fungos
presente na pelagem/pelo dos primatas, sendo especificos para endoparasitas e acaros (L.

Almeida Siqueira de VVasconcelos, com. pass.)

5.2. Coleta de amostras

Na etapa inicial foi solicitado a autorizacdo do Diretor do zooldgico (CIGS) para
realizacdo da pesquisa. A quantidade de coletas e de amostras foi definida durante uma reunido
com a equipe de dirigentes do zooldgico. Sendo assim, foram realizadas trés coletas, sendo uma

no més de abril, uma em agosto e uma em novembro. Em cada coleta foram utilizados de trés
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espécies, sendo que os individuos foram escolhidos de forma aleatoria e com prioridade para
os individuos adultos, para que assim ndo causassem mais estresse nos animais. As coletas
foram realizadas conforme o cronograma da Tabela 3, considerando a facilidade para realizar a
captura e contencdo dos individuos, pois essas espécies s80 menos agressivas e nao necessitam
de sedacéo.

Tabela 3. Cronograma de captura para coletas das amostras por espécies de primatas.

Espécies Fev | Mar | Abr | Mai | Jun  Jul | Ago Set | Out | Nov
Saimiri X X

sciureus

Sapajus spp. X X

Mico X X X
chrysoleucus

As amostras de microbiotas foram coletadas a partir de seis primatas mantidos em
cativeiro no zooldgico: dois macacos-pregos (Sapajus sp.), dois macacos-de-cheiro (Saimiri
sciureus) e dois micos-brancos (Mico chrysoleucus) conforme mostra a Figura 1. As espécies
sdo abrigadas em ambientes distintos, onde tanto 0s macacos-pregos, quantos macacos-de-
cheiro estdo mantidos em ilhas, cobertas por vegetacao e cercado por agua (Figura 2a). Ja os
micos-brancos, por outro lado, sdo mantidos em ambiente cercado por grades e sem a presenca
de vegetacéo (Figura 2 b).
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Figura 1. Captura e coleta das espécies de primatas do zoologico do CIGS. A — Sapajus

sp., B — Saimiri sciureus e C — Mico chrysoleucus.
Fonte: Autor, 2023

Figura 2. Ambiente onde os primatas sdo encontrados no zool4gico
Fonte: Autor, 2023

Para realizacdo da coleta dos primatas mantidos em ilhas, foi necesséario a captura com
0 auxilio de um pulsar, e com a colaboragdo dos soldados houve a contenc¢do dos individuos
sem a necessidade de sedacdo. Na captura dos micos que sdo mantidos em ambiente gradeado,
ndo houve a necessidade da utilizacdo de equipamentos, que por serem mais ddceis e
acostumados com a entrada dos funcionarios no local, saltando sobre suas costas, 0 que facilitou
a captura durante a coleta. Portanto, o protocolo da captura dos animais foi de acordo com a
administracdo do zooldgico.

A coleta de material ocorreu de acordo com a metodologia utilizada por FEDULLO et
al. (2013). Durante o periodo de manutencdo do CIGS, a coleta ocorreu através do método de

carpetes estéreis esfregados em regides do corpo dos primatas, sendo elas: a pele da cabeca,
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torax, membros anteriores e posteriores de cada animal, sendo utilizada um par de luvas em
cada coleta e a utilizacdo de alcool 70% para evitar contaminacdo das amostras. Além dessas
regibes citadas, foram incluidas amostras de conduto auditivo de cada espécie que reside no
zooldgico como demonstrado na Figura 3. Os Swabs foram introduzidos no canal auditivo e
encaminhados com carpetes embrulhados em um envelope de papel contendo a identificagcdo
de cada animal para o laboratério Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da
Universidade do Estado do Amazonas (Escola Superior de Saude) em recipiente estéril para
garantir que as amostras fungicas recolhidas pertenciam apenas aos primatas (BROTTO et al.,
2005) dentro do periodo de 24h, a partir do momento da coleta. Cada amostra foi identificada,
registrando a data da coleta, 0 nome da espécie, individuo, regido coletada, o sexo, idade e
origem de animal.

* *

* e ) *

Lado Frontal Esquerdo

)
]

'y
Wl

Lado Direito Lado esquerdo

Figura 3. Distribuicdo das regides de coleta no corpo dos primatas.
Fonte: Autor, 2023

5.3. Semeadura e identificacdo de material

O material coletado foi semeado em condicdes estéreis. As pecas de carpete foram
friccionadas em placas de Petri contendo meio dgar Mycosel (FEDULLO et al., 2013) e os
Swabs em meio de agar Sabouraud e suplementado com azeite, contendo 1% de cloranfenicol
incubados a 25° e 37°C para isolar fungos filamentosos e leveduriformes respectivamente. Para
o0 isolamento de Malassezia furfur, o meio de 4gar Sabouraud foi suplementado com azeite de

oliva e incubado a 37°C.
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Todo material isolado, foi identificado (Figura 4) de acordo com cada primata e com 0
sitio anatdbmico correspondente e acondicionados em estufas BOD.

Figura 4. Exemplo de identificacdo das placas com amostras isoladas e seu

armazenamento
Fonte: Autor, 2023

5.4. Identificacéo dos fungos

As colbnias fungicas obtidas foram purificadas em Agar Sabouraud e identificada de
acordo com a literatura especializada de RAPER & FENNELL, 1965; LODDER, 1970;
MCGINNIS, 1980 e KREEGER-VAN, 1984 a partir de caracteristicas macromorfologicas,
como tamanho, coloragéo, textura das coldnias, presenca de exsudatos e pigmentos, dentre
outras. As caracteristicas micromorfoldgicas foram analisadas a partir de laminas oriundas de
microcultivos (KONEMAN, 2001), coradas com azul de lactofenol para observacdo das
estruturas reprodutivas em objetivas de 40 x e 100 x.

5.5. Relagdo com o bem-estar

Com a identificacdo dos géneros de fungos presentes nos primatas cativos, informacdes
adicionais sobre a situacdo de salde de cada individuo analisado foram obtidas através dos
relatdrios da equipe de bidlogos e veterinarios do zoologico, as fichas clinicas de cada individuo
capturado. Com o prontuario disponibilizado foi verificado se ha algum registro clinico a partir
dos materiais biol6gicos coletados, como raspados de pelos/pele relacionado aos fungos,
parasitas e quadros de enfermidades. Assim, foi feita a correlagcdo da presenca de fungos com
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sua ficha clinica do zooldgico, resultando na definicdo do grau de bem-estar baseado no

protocolo de Welfare Quality (2009), onde apresenta quatro principios e doze critérios definidos

em protocolos de avaliacao de bem-estar (Figura 5).

Principios Critérios Significado
Boa 1 |auséncia de fome prolongada |animais ndo deveriam sofrer de fome prolongada
alimentacdo 2 |auséncia de sede prolongada |animais ndo deveriam sofrer de sede prolongada
animais deveriam estar confortaveis, especialmente nas
3 |conforto para descansar =
areas de descanso
Bom . . . . - . .
. 4 |conforto térmico animais deveriam ter bom conforto térmico
alojamento — - -
. ) animais deveriam ser capazes de se movimentarem ao
5 |facilidade para se movimentar )
redor livre mente
6 |ausénciade lesGes animais ndo deveriam ser fisicamente feridos
Boa saide 7 |auséncia de doencas animais deveriam estar livres de doengas
2 auséncia de dor provocada por |animais ndo deveriam sofrer de dor induzida por manejo
procedimentos de manejo inapropriado
9 expressdo do seu animais deveriam conseguir expressar seu
comprotamento social comportamento social, natural, ndo prejudicial.
. animais deveriam ter possibilidade de expressar outros
expressao de outros e gt ey
10 comportamentos desejaveis intuitivamente, como a
Comportamen comportamentos - . .
> exploragdo e a brincadeira
to apropriado — - — —
= . boa relagdo humano animal sdo benéficas para o bem-
11 |boa relagdo humano animal o a
estar dos animais
. animais ndo deveriam experimentar emogGes negativas
12 |auséncia de medo . . -
como o medo, distresse, frustragdo ou apatia

Fonte: Traduzido de Welfare Quality, 2009

Figura 5. Principios e critérios bases dos Protocolos de Avaliacdo do Welfare Quality

(2009).
Fonte: Anexo da orientacdo técnica n° 12/concea

5.6. Analise dos Dados

Os resultados obtidos foram registrados em planilhas do programa Microsoft Excel,

organizado de acordo com o més de coleta para verificar a frequéncia e ocorréncia de géneros

fangicos entre sexos, idade e estacdo do ano. Apos a identificagdo dos géneros fungicos foi

verificado se estdo relacionados a patdgenos ou se ha na literatura registros de casos clinicos

associados aos géneros dos fungos encontrados nos primatas cativos. A andlise foi qualitativa

e quantitativa para apresentar os dados obtidos.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A partir da primeira coleta em primatas Sapajus spp (macaco-prego), Saimiri sciureus
(macaco-de-cheiro) e Mico chrysoleucus (Mico-branco), realizada em abril de 2022, foi
possivel realizar o isolamento de 177 coldnias fungicas, oriundos da cabeca, ouvidos, membros
superiores e inferiores, costas e torax (Tabela 4). Desse total, cerca de 33,9% estavam presentes

Nnos macacos-pregos, 32,76% nos macacos-de-cheiro e 33,33% nos micos-brancos.

Tabela 4. Quantidade de fungos isolados na primeira parte da pesquisa, de acordo com  cada

sitio anatdbmico.

Regido Anatdbmica | Sapajus Saimiri Mico Presenca de
sp. sciureus | chrysoleucus Acaros
Cabeca 6 8 6 Positivo
Ouvidos 20 25 10 Positivo
Membros 11 7 13 Positivo
Superiores
Barriga 3 6 9 Positivo
Costas 4 3 5 Positivo
Membros 16 9 16 Positivo
Inferiores
Total 60 58 59

Na primeira etapa da coleta ndo houve variacdo no total isolado em cada uma das
espécies coletadas durante o periodo de estacdo chuvosa, mesmo que a incidéncia em macacos-
prego tenha sido um pouco maior. Entretanto, todas as amostras apresentaram contaminagédo

por &caros, 0 que prejudicou a continuacdo da identificacdo dos fungos no laboratorio.

Durante a realizacdo da segunda coleta, realizada em agosto, foram utilizadas as mesmas
espécies e a mesma quantidade de individuos para o periodo de estacdo seca. Porém, a
observacdo das laminas de microcultivo, feitas para identificacdo dos géneros de fungos
isolados abril, permitiu constatar a presencga de &caros nas colonias fungicas (Figura 6). Além
disso, todas as amostras isoladas na primeira e segunda etapa apresentaram o aparecimento dos

de &caros, podendo ser constatado pelos caminhos deixados nas placas de Petri.
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Figura 6. Exemplos de &caros encontrados em laminas de microcultivo a partir de

fungos isolados de macacos do CIGS — A — QOuvido direito C4
Fonte: Autor, 2023

Apesar de ndo haver na literatura relatos especificamente da presenca de &caros culturas
fangicas isoladas de primatas ndo humanos, Andrade (2002) diz que ha uma alta incidéncia de
Pneumonyssus simicola, onde geralmente ndo héa sinais clinicos. Porém em alguns casos, €
relatado a presenca de Ulceras e diarreia. Existem estudos sobre a influéncia desses artrépodes
em cées e gatos, onde dependendo das condi¢bes em que séo encontrados esses animais, podem
causar alopecia, escabiose, autotraumatismo, crostas, emaciagdo, eritema, escamas,
escoriacdes, hiper-hidrose, papulas, queratose, prurido intenso, rarefacdo pilosa (LARSSON,
C. E.; LUCAS, R 2020).

Para evitar a contaminacdo do laboratério e ndo interferir no desenvolvimento de outras
pesquisas que ocorrem no local, foi necessario o descarte de todo material coletado e a
notificacdo do zooldgico sobre o aparecimento de &caros nas amostras coletadas. Com isso, de
acordo com a verificacdo do prontuério disponibilizado pelos veterinarios do CIGS, no dia 31
de outubro de 2022, foi ministrado 1% de ivermectina para conter os acaros, nos individuos de

Mico chrysoleucus no zoolégico.

Desse modo, devido a problemas com infestacdo de acaro nas amostras recolhidas nas
duas primeiras coletas, a falta de equipamento para conter 0s outros primatas mantidos nas
ilhas, o tempo necessario para realizar o cultivo dessas amostras e tendo em vista o periodo de
apresentacdo do trabalho de concluséo, optou-se por realizar em novembro apenas uma coleta
na especie de Mico chrysoleucus, que apresenta facilidade para ser capturado, ja que se
encontrava em um ambiente cercado por grades, onde os individuos foram escolhidos de forma

aleatdria e com prioridade para os individuos adultos.
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6.1 Identificacdo da microbiota de Mico chrysoleucus

A coleta ocorreu em dois individuos de M. chrysoleucus, sendo uma fémea adulta e um
macho infante. Logo, foi possivel obter o isolamento de 39 col6nias, sendo que 58,97% das
amostras identificadas correspondiam ao macho e 41,02% eram da fémea. Vale ressaltar que
durante a inoculacdo do material coletado, observou-se o desenvolvimento acelerado de fungos
em placas, por exemplo, de ouvido esquerdo e barriga da fémea, o que levou a sobreposicédo de

outras colénias, impossibilitando a realizacdo do repique das mesmas.

Os géneros de fungos identificados sdo de Aspergillus sp., Piniciilium sp. e Rhizopos
sp., sendo o primeiro deles mais frequente nos dois individuos estudados e ndo houve diferenca
entre os géneros de fungos encontrados entre 0 macho e a fémea de mico (Tabela 5 e 6). Nas
amostras de ouvido, uma coldnia isolada nédo foi possivel a identificacdo (Mycelia sterilia), pois
a observacdo das laminas de microcultivo ndo apresentou corpo de frutificagdo,
impossibilitando sua identificacdo. Os isolados néo identificados decorrem da dificuldade em
purificar as colbnias até o prazo de apresentacdo do trabalho, pois durante os repiques

apresentam o crescimento de outros fungos indesejados.

Tabela 5. Géneros de fungos identificados por microscopia divididos em macho da espécie

Mico chrysoleucus.

Mico chrysoleucus - Macho
Género Cabeca | Ouvido | Membro | Barriga | Costas | Membro | Total
superior Inferior

Aspergillus 3 5 - - - 1 9

sp.

Penicillium - 3 - - - - 3

sp.

Rhizopus sp. - - 3 1 - 1 5
Mycelia - 1 - - - - 1
sterilia

N&o 2 = 1 = = 2 )
identificado
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Tabela 6. Géneros de fungos identificados por microscopia divididos em fémea da

espécie Mico chrysoleucus

Mico chrysoleucus - Fémea
Geénero Cabeca | Ouvido | Membro | Barriga | Costas Membro | Total
supeiror Inferior
Aspergillus | 2 1 1 - 3 - 7
sp.
Penicillium | - - - - - - -
sp.
Rhizopus - - 1 - - 2 3
sp.
Mycelia - - - - - - -
sterilia
Nao 3 - 1 - - 2 6
identificado

A partir da analise das microestruturas dos fungos, observa-se que 0S géneros
Aspergillus sp. e Rhizopus sp. sdo comuns aos dois primatas, sendo o segundo a apresentar
maior incidéncia em macho. Ainda se nota que o género Penicillium sp. foi evidenciado apenas
em macho, e somente na regidao do conduto auditivo. Além disto, ndo houve o isolamento de
leveduras no meio especifico utilizados para isolamento a partir do esfregaco no conduto

auditivo (Saboraud + Azeite de Oliva).

Observa-se que a maior incidéncia de fungos ocorreu no primata infante do sexo
masculino, divergindo do estudo com macaco Rhesus (BROTTO, 2005), em que os individuos
adultos apresentavam maior incidéncia de Aspergillus sp. no conduto auditivo. Contudo, os
resultados corroboram com Al-Doory Y (1967) onde relata que a incidéncia de fungos foi maior
em machos do que fémeas de babuinos. Esse achado é atribuido a diferenga do habito de higiene
entre 0s sexos. Porém, considerando o escasso numero de pesquisas sobre a microbiota de
primatas ndo humanos na literatura e ndo havendo estudos com a espécie de Mico chrysoleucus,
os resultados obtidos nesse estudo, assim como aqueles analisados por Fedullo (2013), s6

podem ser comparados parcialmente, até porque o numero de coletas e de individuos no
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presente estudo, devido especialmente ao problema de contaminacao por &caros, deve ser um

fator limitante nesta analise.

Os géneros de fungos apresentados nesse estudo corroboram com os achados por
Fedullo (2013), Avilla (2009) e Brotto (2005), sendo que de acordo com os dados obtidos o
fungo de maior ocorréncia foi Aspergillus sp.

Fungos do género Aspergillus sdo frequentemente encontrados no solo, detritos
vegetais, ar atmosferico, podendo ser o responsavel pela pneumonia fangica, além de ser um
agente etiologico capaz de agravar quadros de lesdes em humanos e animais (LACAZ, 1991,
citado por Chaves, 2021). Estes séo considerados agentes oportunistas excelentes. Segundo
Chaves (2021), ha relatos do isolamento deste género a partir de lesGes pulmonares de uma
anaconda nascida e criada em cativeiro e a mesma ja havia apresentado historico clinico de

infeccdo micotica cutanea.

Durante a analise das laminas de microcultivo foi observado apenas fungos filamentosos
hialinos, ou seja, aqueles que sdo conhecidos pela auséncia de pigmentacdo da parede celular,
sendo esta, incolor, e para que ocorra a identificacdo das espécies e/ou géneros, se faz necessario
a utilizacdo de corantes, como pode ser observado na Figura 7. Apesar dessas caracteristicas
mencionadas, os fungos isolados ndo sdo dermatofitos, ja que de acordo com Sidrim (2010)
esses fungos pertencem aos géneros Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Cabe
salientar a auséncia de fungos deméceos, ou seja, aqueles que tém como principal caracteristica
a presenca de melanina em sua parede celular. De acordo com DE SOUZA (2017), a presenca
dessa pigmentacdo pode estar relacionada ao fator de viruléncia e descreve que grande parte
dos fungos demaceos estdo relacionados a infec¢cdes humanas (REVANKAR, 2007; BADALL,
2010; ZOLNERKEVIC, 2011; NAJAFZADEH et al., 2009 citado por DE SOUZA, 2017).

Figura 7. Exemplo de hifas septadas hialinas, género Aspergillus sp.
Fonte: Autor, 2023
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De acordo com Fedullo et al. (2013) e observado durante o levantamento bibliogréfico
para o desenvolvimento da pesquisa, poucos sdo os trabalhos que descrevem micoses
superficiais ou profundas em primatas a partir dos géneros de fungos apresentados. No entanto,
destacam-se 0s que envolvem a mucormicose, uma infeccdo emergente com risco de vida
causada por Mucorales (Mucor, Rhizopus, Rhizomucor, Absidia, Cunninghamella), sendo a

maioria saprobio, parasita facultativo de frutos, vegetais e fezes de animais em decomposicao.

Segundo Fedullo et al. (2013), ha um caso descrito de murcomicose em macaco-aranha
(Ateles belzebuth), porém néo € especificado qual a espécie responsavel por esse quadro clinico.
Fungos do género Rhizopus que apresentaram a segunda maior incidéncia nas amostras, podem
ser agentes oportunistas infecciosos da zigomicose humana e em animais (Kirk et al., 2001).
Ha relatos da presenca desse género em amostras de pelos de mamiferos, apontados como
agentes de dermatofitose e comumente isolados em cdes e gatos, e podendo gerar caso de
doencas na pele humana (MANCIATI, 1996). Porém, a manifestacdo desse tipo de infeccao
depende do estado em que o individuo se encontra, ja que muitas dessas manifestacdes clinicas

séo relatadas em animais imunocomprometidos.

6.2 Quadro clinico dos primatas estudados

Mesmo com a identificacdo de acaros nos primatas estudados e os que podem ser
encontrados no zoologico, de acordo com a andlise dos prontuérios disponibilizados pelos
veterinarios do CIGS, os primatas sdo considerados clinicamente saudaveis ndo apresentando
relatos clinicos de infec¢do durante a avaliacdo clinica periddica, que indica a auséncia de
parasitas de pele e pelo, nas amostras de fezes e nem relatos de infec¢do por fungos. Entretanto,
sabe-se que ndo existem estudos especificos e a longo prazo realizados pelos veterinarios do
zooldgico sobre os parasitas e nem sobre fungos em primatas cativos do CIGS. Porém, se faz
necessario a implementacdo de um protocolo de coleta que vise identificar a presenca desses
organismos, pois de acordo com Acha (2003) e Andrade (2002) em geral os sinais clinicos em

muitos casos sdo mascarados e ndo permitem suspeitas clinicas.

Dialogando com os veterinarios do zoologico, foi relatado a presenca de fungo nas
costas de uma fémea de macaco barrigudo (Lagothrix cana cana), que encontrava-se gravida

durante o periodo de coleta. Porém, ndo foi possivel realizar coletas, para tentar evitar estresse
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nesse individuo. Além disso, sabe-se que 0s macacos que vivem nas ilhas tém constante contato
com &gua e parece inevitavel se contaminar com fungos, porém ainda ndo houve registros de
Obito causado por fungos patogénicos nos primatas do CIGS. Um dos micos-brancos chegou a
falecer, no ano passado, porém descobriram que foi ap0s a ingestdo de um sapo pequeno

presente no recinto (conforme relatos dos préprios veterinarios do zool6gico).

Considerando os trés primeiros principios propostos no protocolo avaliacdo do Welfare
Quality (2009) na Figura 5, pode-se considerar que os primatas em que foram as coletas
apresentam alto grau de bem-estar, visto que foi evidenciado a auséncia de fome por longos
periodos, auséncia de sede prolongada, conforto em relacdo ao descanso, conforto térmico, além
de que se considera a presenca de abrigos para se abrigarem em periodos de frio e calor. Desse
modo, nota-se que os individuos vivem em ambiente que permite sua movimentacdo de forma
facilitada. No que diz respeito a saude dos animais deste estudo, ndo ha relatos de lesbes e nem
de doencas que porventura poderiam afetar a saide dos mesmos e leva-los a morte. Portanto,
acredita-se no que tange ao bem-estar de M. chrysoleucus os fungos encontrados ndo sdo
caracterizados como patogénicos e consequentemente, ndo sdo prejudiciais a sua qualidade de

vida no zooldgico do CIGS.

7. CONCLUSAO

Frente aos resultados apresentados pode-se inferir que os géneros de fungos Aspergillus,
Penicillium e Rhizopus sdo constituintes da microbiota de macacos da espécie Mico
chrysoleucus, corroborando com resultados apresentados em outras espécies de primatas nao-
humanos. Os fungos identificados ndo sdo dermatéfitos e 0s macacos ndo apresentam quadro
clinico de infeccdo relacionado, indicando que a presenca desses fungos ndo afeta o bem-estar
desses animais. Ha diferenca na incidéncia de fungos presentes em macho e fémea, sendo maior
no macho (infante), indicando que ha uma maior incidéncia de fungos em infantes do que em
adultos. Desse modo, este estudo comprovou que fungos ndo patogénicos vivem associados aos
primatas cativos, e que acaros também foram encontrados, sendo necessarios novos estudos
para avaliar as diferencas sazonais da microbiota flngica e a ocorréncia de ectoparasitas

presentes nessas importantes espécies de primatas amazénicos sob condicdo de cativeiro.
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