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1. QUALIFICACAO DO PRINCIPAL PROBLEMA A SER ABORDADO

As zoonoses séo infecgdes naturalmente transmissiveis de animais vertebrados para
o homem e vice-versa. Estas infeccbes podem ser virais, fungicas, bacterianas ou
parasitarias (WHO, 2020). Nos animais, as zoonoses podem apresentar sinais clinicos com
um forte impacto nas populagdes e na biodiversidade local, no entanto, a forma subclinica
das infec¢Bes zoondticas parece ser mais comum, representando um elevado risco as
populacdes humanas e a outras espécies de animais (BARBOSA et al. 2011).

De acordo com Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) (2020), 60% das
doencas humanas sdo zoonéticas e pelo menos 75% das doencas emergentes e
reemergentes em humanos séo originarias de animais. Portanto, as zoonoses apresentam
um grande problema na saude Unica.

As zoonoses bacterianas e parasitarias vém tendo uma grande atencdo na salde
Unica, pois parte delas sdo consideradas Doencas Veiculadas por Alimentos (DVA). As
infeccBes alimentares geralmente sdo causadas por bactérias ou parasitas naturalmente
encontradas nos animais, e acabam originando surtos alimentares, 0s quais sdo resultantes
da associacdo entre o consumo de alimentos contaminados através da manipulacéo
inafetiva e pela conservacgéo ou distribuicdo inadequada (OLIVEIRA et al. 2010).

O Brasil possui uma das mais ricas avifaunas do mundo, alcancando expressivas
1924 espécies catalogadas (PIACETTINI et al. 2020). As aves desempenham um papel
indispensavel na natureza, tendo um imprescindivel valor nas regeneracdes das florestas,
nos controles populacionais de insetos e pragas, na polinizagdo das flores e na
decomposicdo da matéria organica (RIBEIRO et al, 2013; MARCON, 2016. MANGAN et al.
2017). A perda, degradacéo e fragmentacéo do habitat e o comércio ilegal de aves, séo as
principais ameacas a estes vertebrados no Brasil, onde se estima que entre 10 a 15% dos
mesmos se encontram ameacados de extingdo (MARINI & GARCIA, 2005).

Apesar do Brasil contar com uma gigantesca biodiversidade floristica e faunistica, o
avancgo da agricultura e pecuaria proximo as areas naturais vém proporcionando um contato
direto entre 0 homem, o0s animais domésticos e os animais silvestres. Esta proximidade
facilita a disseminacdo de agentes infecciosos e parasitarios para novos hospedeiros e
novos ambientes (SILVA, 2005).

As aves silvestres apresentam uma ampla mobilidade e, por muitas delas serem
granivoras, acabam permeando aviarios e ambientes onde animais de produgédo estédo
alojados, desta maneira, 0 homem e animais, sejam domésticos ou silvestres, podem se
contaminar com inimeros patégenos, principalmente via fecal-oral (DIAS et al. 2019).

A relacdo de proximidade entre o homem e as aves decorrente da crescente
urbanizacéo traz consequéncias tanto para a saude dos animais quanto para a saude do

homem. As zoonoses que permeiam esta relagdo podem abranger doencas com alta

Inserido ao protocolo 17.317.251-6 por: Silvia Cristina Osaki em: 03/02/2021 22:23.




viruléncia e até outras com menor importancia a saude, no entanto, todas as infec¢des
merecem atencdo, visto que o potencial zoonético dos micro-organismos apresentam
variagfes patogénicas de acordo com o hospedeiro que o alberga (TORRES et al, 2015).

O uso exacerbado de antibiéticos nas criacbes animais e na saude humana vém
causando grandes impactos ambientais, uma vez que muitas dessas moléculas nao sao
metabolizadas totalmente no organismo, contaminando o solo, a &gua superficial e
subterranea. A ocorréncia desses produtos no ambiente pode selecionar microrganismos
resistentes aos antibidticos, além de causar problemas toxicolégicos nos organismos Vvivos
(REGITANO & LEAL, 2010).

Nas duas Ultimas décadas, a rapidez e a extensdo nas quais varios patdégenos tém
desenvolvido resisténcia a antibacterianos tém surpreendido. O contato com antibi6ticos nédo
induz a resisténcia, mas elimina bactérias suscetiveis, enquanto que bactérias resistentes
permanecem e se multiplicam na populacdo, disseminando genes de resisténcia. A
exposicao dos animais com antimicrobianos € a chave para selecao, propagacao de genes
e bactérias resistentes (PRESCOTT, 2017).

As bactérias resistentes parecem ter uma estreita relacdo com aves silvestres. De
acordo com Bonnedahl & Jéarhult (2014), estes vertebrados: 1) agem como sentinela
espelhando as atividades humanas e seu impacto ambiental devido aos diversos nichos
ecoldgicos e a facilidade de se contaminarem com residuos e bactérias de origem humana.
2) agem como reservatorios e incubadores de bactérias resistentes a antibiéticos e genes de
resisténcia destes microrganismos. 3) agem como potenciais dispersores de bactérias
resistentes a longas distancias em um curto periodo de tempo, devido a sua habilidade de
voo e migracdo. 4) agem como possiveis fontes de contaminacdo a seres humanos e
animais de producdo. Portanto, é de fundamental importancia conhecer as espécies da
avifauna que podem albergar bactérias patogénicas (DIAS et al. 2019).

As aves podem ser portadoras e reservatérios de varias zoonoses, tais como
Coronavirus, Influenza aviaria, Doenca de New Castle, Febre do Oeste do Nilo,
Criptococose, Histoplasmose, Toxoplasmose, Ornitose, entre outras (TORRES et al. 2015).
No entanto, devido ao aumento da resisténcia de bactérias a antibioticos, e com poucos
trabalhos referentes a zoonoses parasitarias em aves silvestres, a importancia de estudos
cientificos nestas areas se torna cada vez mais emergente. Para tanto, em nosso trabalho
abordaremos a resisténcia bacteriana na familia Enterobacteriaceae e em Staphylococcus
spp., também buscaremos isolar e identificar Cryptosporidium spp. em aves silvestres no

municipio de Palotina, oeste do Parana.

Familia Enterobacteriaceae
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A familia Enterobacteriaceae é composta por bactérias gram-negativas e de “corpo”
em forma de bastonetes. A familia € representada por 46 géneros e 263 espécies de
bactérias. Algumas destas espécies sdo importantes causadoras de doencas intestinais e
extraintestinais em animais de producéo, de companhia, silvestres e nos seres humanos. As
infecgBes extraintestinais se instalam com frequéncia no sistema urinario e respiratério, na
corrente sanguinea e em ferimentos. Destacam-se o0s géneros Citrobacter, Cronobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Plesiomonas, Proteus, Providencia,
Salmonella, Shigella, Serratia e Yersinia, por serem potenciais bactérias patogénicas em
animais e ao homem, muito embora algumas destas espécies possam ser encontradas
naturalmente na flora intestinal de varias espécies de animais e no homem, como é o0 caso
da Escherichia coli (SANTOS & VARAVALLO, 2011; MORAES et al. 2014, MOXLEY, 2017).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae sao inativadas por luz solar,
dessecamento, pasteurizacdo e desinfetantes comuns, podendo sobreviver por meses em
ambientes Umidos e sombreados, como pastagens, caixas de excreta e material de cama de
aviario (MOXLEY, 2017). Quanto aos antibidticos, a maioria € suscetivel aos
antimicrobianos de amplo espectro, no entanto recentemente muitas bactérias desta familia
vem produzindo enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS). A producéo de
ESBL torna bactérias resistentes a uma série de antibibticos, tais como Cefalosporinas,
Penicilinas e Monobactamicos (OLIVEIRA et al. 2009). Cepas de Escherichia coli e
Klebesiella pneumoniae, Shigella sp. e Salmonella sp. sdo as principais produtoras das
ESBLs, e devido a esta resisténcia, terapias para combater infeccdes vém se tornando
ineficientes, necessitando a busca por novos farmacos com a capacidade de inibir as ESBLs
(ANDRADE et al. 2018).

Os plasmideos bacterianos sdo as principais rotas de dispersées de genes de
resisténcia das bactérias. As ESBLs sdo encontradas nestas moléculas e podem ser
amplamente transferidas de uma cepa bacteriana a outra e entre diferentes espécies de
bactérias (TODAR, 2011).

O primeiro registro de bactéria resistente a antibiéticos em animais silvestres foi
registrado em 1975 em pombos e corvos. A bactéria em questdo se tratava de E. coli
resistente a Cloranfenicol (SATO et al, 1978). As aves silvestres apresentam grande
importancia na dispersdo de E. coli resistentes a antibiéticos, j4 tendo sido isoladas de
patos, gansos, aves de rapinas, gaivotas, pombos e passaros. Recentemente varios estudos
vem isolando E. coli produtoras de ESBL em aves silvestres, especialmente na Europa
(BONNEDAHL & JARHULT, 2014). No Brasil, poucos trabalhos sdo realizados em aves
silvestres, sendo a maioria realizados com psitacideos (HIDASI, 2010; HIDASI et al. 2013).
Portanto a pesquisa, isolamento e identificacdo de possiveis reservatérios de

enterobactérias resistentes a antimicrobianos sdo extremamente importantes para a saude
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publica, afim de monitorar e realizar medidas preventivas para diminuir a incidéncia da

doenca em humanos e nos animais.

Staphylococcus spp.

Os estafilococos sao bactérias gram-positivas presentes na pele e nas suas
superficies epiteliais (fossas nasais e membranas de mucosas) de todos os animais de
sangue quente. Algumas espécies de estafilococos produzem a enzima coagulase (capaz
de ativar a protrombina, levando a coagulac¢édo do plasma), estas bactérias sdo conhecidas
como Staphylococcus Coagulase-positivas. Em geral, estas estirpes sdo mais virulentas,
ndo obstante ressalta-se que estirpes coagulase-negativas também podem ser patogénicas,
destacando-se a mastite bovina, uma importante infeccdo de importadncia na medicina
veterinaria (GHARIB et al. 2013; SMELTZER & BEENKEN, 2017).

A espécie Staphylococcus aureus € considerada um patdgeno oportunista em
humanos e em animais. Esta bactéria apresenta uma alta viruléncia e patogenicidade,
atingindo principalmente organismos com baixa imunidade, portanto, apresenta grande
importancia para a Saude Publica por ser frequentemente associado a infec¢cdes adquiridas
na comunidade e no ambiente nosocdémio (OMS, 2018; LIMA et al. 2019)

Ha algumas décadas, infeccdes por estafilococos eram amplamente tratadas com
penicilina, no entanto, este tratamento foi se tornado cada vez mais ineficaz, em razdo da
extensa producéo de betalactamases (ESBL) por todas as espécies de estafilococos. Como
alternativa desde viés, o uso de penicilinas semissintéticas (meticilina) se tornou cada vez
mais frequente, levando novamente a formacdo de cepas resistentes, denominadas de
Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina (MRSA).

Nos Ultimos anos, uma nova cepa foi identificada na Europa, EUA e Asia, utilizando
como hospedeiros principalmente animais de producado (bovinos, suinos e aves), esta nova
cepa ficou conhecida como Livestock-associated (LA-MRSA) (ARMAND-LEFEVRE et al.
2005; CUNY et al. 2013; STROMMENGER et al. 2018). Estudos recentes evidenciaram a
transmissdo deste patégeno a humanos para animais de producdo e vice-versa, muito
embora infec¢gbes graves em animais sejam raras, sendo o homem considerado o principal
reservatorio da doenca (WITTE et al. 2007; CUNY et al, 2013; UMARU et al. 2013).

A contaminagéo por LA-MRSA pode causar 0s mesmos sintomas em humanos que a
MRSA, podendo ser introduzida em ambientes nosocomios, causando infeccBes
hospitalares, levando a pneumonia, septicemia, bacterimia, entre outras infeccbes
resistentes a antibiéticos. (CUNY et al. 2015).

Estudos que visam identificar Staphylococcus em animais silvestres tém sido raros,

no entanto por se tratar de uma doenca letal & vida dos seres humanos, sua presenca em
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animais € uma preocupacdo em nivel de salde U(nica, portanto, estudos que visem
identificar este patbgeno € extremamente necessario (GREMA et al. 2015; BONSAGLIA et
al. 2018).

Infeccbes Parasitérias e a criptosporidiose

As infeccBes parasitarias, apesar de menos emergentes que infec¢des bacterianas e
virais, sdo comuns em todos os continentes e encontradas em inimeros ecossistemas (HILL
& DUBEY, 2010). Certas protozooses, como toxoplasmose, giardiase e criptosporidiose
acometem grande parte da populagdo mundial e, ndo raro, algumas infec¢bes causadas por
estas doencas podem ser assintomaticas, permitindo infeccdes cruzadas entre iniGmeros
hospedeiros.

Problemas sanitarios relacionados com endoparasitas sdo comuns em aves
silvestres, principalmente em grandes populacdes. Estas infeccbes podem ser
assintométicas ou levar o animal a Obito. Algumas destas endoparasitoses podem
apresentar um potencial zoonético, ocasionando infecgdes em humanos através do contato
direto ou indireto com estes vertebrados (FREITAS et al. 2002; MARIETTO-GONCALVES et
al. 2008).

As aves sdo importantes organismos em cadeias de transmissdo de parasitoses,
pois quando infectadas com patdégenos humanos podem contaminar alimentos, fontes de
agua de consumo ou de uso recreacional, representando um elevado risco a saude Unica
(KARANIS et al. 2007).

A criptosporidiose € uma zoonose causada pelo agente etiol6gico Cryptosporidium
spp., um mindsculo coccidio que parasita o0 apice das microvilosidades dos enterdcitos,
vesicula biliar, epitélio respiratorio e renal, sobretudo em hospedeiros imunocomprometidos
(BOWMAN et al. 2006).

A criptosporidiose passou a ter importancia para a saude publica a partir da década
de 1980 com os crescentes casos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e
desde entdo passou a ser considerada uma doenca emergente e incluida pela Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) na lista de doencas negligenciadas (PEREIRA et al. 2010).

Uma gama de vertebrados é acometida pelo Cryptosporidium spp., tendo sido
identificado em peixes, anfibios, repteis, aves e mamiferos, sendo o0 homem o principal
hospedeiro sintomatico da doenca (RYAN et al. 2014).

Os principais surtos desta doenca sdo acometidos principalmente pela ingestdo da
agua, uma vez que estes organismos sdo extremamente resistentes, sendo inativados
apenas por temperaturas extremas (0°C a 65°C), dessecac¢éo ou desinfesta¢do por aménia

5% ou formalina 10% (impraticavelmente concentrados). A vasta quantidade de

Inserido ao protocolo 17.317.251-6 por: Silvia Cristina Osaki em: 03/02/2021 22:23.




reservatorios permite a infeccdo cruzada entre diferentes espécies, aumentando a
possibilidade de invasédo do parasita no ambiente hidrico (BOWMAN, et al. 2006; MEDEMA
et al. 2006; PEREIRA et al. 2010; RYAN et al. 2014).

A criptosporidiose € uma das principais causas de diarreias mundialmente, sendo
responséavel por 0,6 a 7,3% dos casos em paises industrializados, podendo ser maior em
paises com condicbes sanitarias precarias. Para se ter ideia, o maior surto de
criptosporidiose aconteceu em Milwaulkee, Wincousin, nos Estados Unidos, afetando mais
de 400.000 pessoas, quando o fornecimento de agua da cidade foi contaminado pelo esgoto
durante fortes chuvas da primavera do pais (PAINTER et al. 2016).

As complicacbes desta zoonose em pacientes imunodeprimidos podem levar a
diarreia crbnica, perca de peso acentuada, desidratacdo, disturbios eletroliticos e
comprometimento pulmonar, podendo levar a morte destes pacientes (ALBUQUERQUE et
al. 2012).

Por se tratar de uma doenca com uma ampla variedade de hospedeiros, apresentar
um alto potencial zoondtico, ser subnotificicada, e alta resisténcia ambiental, podendo
contaminar alimentos, a agua e o solo, possibilitando surtos em alta escala, acarretando
prejuizos econdmicos e sociais, € necessario estudar, entender seu ciclo silvestre e buscar
a implantacdo de medidas preventivas visando a diminuicdo do impacto desta doenca
(MADRID et al. 2015).

2. OBJETIVOS E METAS A SEREM ALCANCADAS

Objetivo geral: Determinar o perfil epidemiologico, molecular e de resisténcia pela deteccéo
de genes associados a resisténcia antimicrobiana em Enterobacteriaceae e em
Staphylococcus spp. e identificar a existéncia de Cryptosporidium spp. em aves silvestres

em Palotina, Parana, Brasil.

Objetivo especifico 1. Capturar e identificar aves silvestres em uma éarea florestada do
municipio de Palotina — PR.

Meta 1: determinar o melhor local para a captura das aves silvestres

Meta 2: realizar um plano amostral significativo

Meta 3: realizar a coleta dos individuos, quantifica-los e identifica-los ao nivel de

espécie

Objetivo especifico 2: Isolar e avaliar a distribuicdo de cepas de enterobactérias

produtoras de ESBL em aves silvestres em uma area florestada do municipio de Palotina
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Meta 1: Isolar cepas de Enterobacterias utilizando coleta do material biolégico por
swabs na regido cloacal das aves silvestres capturadas
Meta 2: Pesquisar a expressao de colénias ESBL+ e avaliar a presenca de possiveis

genes de resisténcias

Objetivo especifico 3: Isolar e avaliar a distribuicdo de cepas de Staphylococcus spp.
resistentes a antimicrobianos em aves silvestres em uma éarea florestada do municipio de
Palotina

Meta 1: Isolar cepas de Staphylococcus spp. pela coleta do material biol6gico por

swabs na regido orofaringea das aves silvestres capturadas

Meta 2: Caracterizar fenotipicamente e genotipicamente as amostras

Meta 3: Avaliar a resisténcia aos antimicrobianos das amostras de Staphylococcus

SppP.

Objetivo especifico 4: Analisar a ocorréncia molecular de Cryptosporidium spp. em aves
silvestres em uma area florestada do municipio de Palotina e seu possivel potencial
zoondtico
Meta 1: Determinar as espécies de Cryptosporidium spp. encontradas em aves
silvestres por meio de analises de PCR e sequenciamento.

Meta 2: Avaliar se os isolados possuem potencial zoonético

3. METODOLOGIA A SER EMPREGADA

Area de estudo

O presente trabalho sera realizado no Parque Estadual de S&o Camilo,
localizado no municipio de Palotina, Parana (24° 18’ 57.13"S; 53° 54’ 38.55"W). Esta
unidade de conservacdo apresenta uma area de 385, 34 hectares de floresta
estacional semidecidual, fitofisionomia de Mata Atlantica. A area do parque abrange
0,57% da area palotinense e, por ser um dos Unicos remanescentes florestais da
cidade é provavel que la se encontre a maior diversidade, riqueza e abundancia de
aves silvestres no municipio.

Além da biodiversidade do parque, outra caracteristica importante da escolha
deste local para este projeto € a sua proximidade com a cidade e com areas rurais e

cultivadas, inferindo uma possivel uma comunicacdo entre animais silvestres,
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animais de producdo e com a populagdo. Portanto a pesquisa neste local é bastante

pertinente para a obtencdo dos resultados deste projeto.

Procedimentos metodolégicos para captura das Aves Silvestres

As aves silvestres serdo capturadas durante os meses de setembro de 2020 a
abril de 2021 totalizando oito meses de captura dos animais. No local de pesquisa
serdo instaladas oito redes de neblina (9 x 3 m), sendo quatro distribuidas em trilhas
no interior da mata e quatro distribuidas na borda da mata. As redes serdo
instaladas no minimo 200 metros de distancia uma da outra.

As redes de neblina consistem no método mais utilizado para captura de aves
silvestres. E um método pratico, versatil, eficiente e seguro, capaz de capturar uma
grande espécie de aves, mesmos as conspicuas, quanto as de dificil observagao
(LUGARINI et al. 2014).

As redes de neblinas seréo abertas pouco antes da alvorada, e permanecerao
abertas por seis horas, onde somente serédo fechadas antes deste prazo em caso de
tempestade, ventania, calor ou frio intenso ou outra situacdo ambiental que
prejudique o bem-estar das aves. Pretende-se realizar as coletas durante quatro ou
cinco dias mensais.

As aves capturadas serdo retiradas das redes de neblina e acondicionadas
em sacos de pano de algodao e serdo levadas até a base de campo, onde seréo
processados os dados e os materiais biolégicos. Ao observar qualquer sinal de
estresse na ave, tais como: ave ofegante, arrepiada, olhos fechados e respiracao
com bico aberto, a ave sera solta sem que haja o processamento dos dados e coleta
do material bioldgico. Os sacos de transporte serdo utilizados do avesso a fim de
evitar o enrosque do animal com fios do saco, os mesmos também ndo serao
reutilizados antes de serem lavados com adicdo de cloreto de aménio.

Na base de campo seréo registrados em fichas individuais os seguintes dados
das aves: data, local, espécie, maturidade (idade), sexo (quando possivel), peso do
saco vazio, peso do saco com o animal e dados morfométricos tais como:
comprimento da asa e cauda.

Para o isolamento das enterobactérias, serdo colhidas amostras cloacais,

utilizando swabs estéreis com meio de transporte. Apds a introducdo do swab na
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cloaca da ave, serdo realizados movimentos circulares e rotatérios. O material sera
imediatamente acondicionado sob refrigeracao.

Para o isolamento de Staphylococcus spp. o swab serd introduzido na
cavidade oral onde serdo realizados movimentos circulares e rotatorios. Apés este
procedimento, o swab também sera imediatamente acondicionado sob refrigeracao.

Amostras fecais serdo coletadas para o isolamento e identificacdo de
Cryptosporidium spp. As fezes serdo coletadas sempre que o animal capturado
defecar, isto podera ocorrer na rede de neblina, no saco de contencéo de algodéo e
durante o manejo do animal para coleta dos dados. As fezes serdo acondicionadas
em tubos de poliestileno e armazenadas sob refrigeracdo até ser transportada para
o laboratorio.

Procedimentos laboratoriais

As amostras armazenadas refrigeradas serdo encaminhadas aos Laboratorio
de Zoonoses e Saude Publica da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina,
onde seréo realizadas analises especificas para o isolamento bacteriano, seguido
pelos testes para caracterizacdo de producédo de resisténcias a antimicrobianos.

Para enterobactérias, as aliquotas serdo semeadas em placas de petri
contendo Agar MacConkey, e incubadas a 37°C, sendo avaliado o crescimento
bacteriano apods 24 e 48 horas. As colbnias com crescimento caracteristico neste
agar serdo avaliadas para producéo de ESBL.

Para identificacdo das enterobactérias sera realizada a coloracédo de gram e a
prova bioquimica de oxidase.

A sensibilidade antimicrobiana das enterobactérias sera testada pela técnica
de disco descrita por Bauer et al. (1966), onde sera testada a resisténcia a
Amoxacilina com Clavulanato, Aztreonam, Ceftriaxona, Cefotaxima, Ceftazidima,
Cefepima e Cefoxitina.

Apbs o isolamento microbioldgico as colonias deverao ficar armazenadas em
freezer a temperatura de -20°C. As cepas isoladas serdo utilizadas para a extracdo
de DNA, o mesmo sera realizado a partir de protocolos a serem definidos. Em
seguida, o DNA sera avaliado genotipicamente utilizando PCR para verificar a
presenca de genes de resisténcia. Os genes a serem pesquisados ainda serao

definidos.
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Os swabs coletados na orofaringe das aves para o teste de Staphylococcus,
serdo inoculados em placas de petri contendo Agar Sangue e BairdParker. As
placas serdo incubadas a 36°C a 24 e 48 horas. Ap6s o crescimento, as coldnias
isoladas serdo novamente semeadas em placas com 0 mesmo meio. As coldnias
identificadas serdo separadas e acondicionadas até o momento da caracterizacao
molecular. Para as analises de Staphylococcus spp. 0s genes de resisténcia
pesquisados serédo mecA e blaZ.

Para a identificacdo de Staphylococcus spp. serdo realizadas as provas
bioquimicas de catalase, coagulase e coloracao de gram.

Os isolados de Staphylococcus spp. serdo submetidos ao teste de resisténcia
a antimicrobianos utilizando a técnica de Breakpoint segundo Bae et al. (2005), que
permite a analise simultdnea de diferentes isolados, considerando uma
concentragédo fixa do antibiotico, determinada através dos limites de resisténcia
estabelecidos pela CLSI.

Os antibioticos a serem testados serdo: Penicilina, Oxacilina, Cefalotina,
Clindamicina, Tetraciclina, Gentamicina, Amicacina, Ciprofloxacina, Eritromicina e
Sulfazotrim.

As fezes coletadas para andlise molecular de Cryptosporidium spp. serdo
encaminhadas ao laboratorio e serdo mantidas resfriadas a -20°C até o momento da
extracdo do DNA.

Antes de realizar a extracdo do DNA do Cryptosporidium spp. as fezes seréo
purificadas com gradiente de sacarose. Este método consiste em centrifugar a
amostra para remover 0s oocistos das fezes. Apds a purificacdo, € necessaria
congelar e descongelar 20 vezes as amostras contendo 0s 00cistos para romper a
parede dos mesmos. Apenas apos esta etapa é possivel realizar a extracdo do DNA.
O kit e o protocolo para identificacdo molecular das espécies de Cryptosporidium

spp. através da PCR ainda serao definidos.

4. PRINCIPAIS CONTRIBUICOES CIENTIFICAS OU TECNOLOGICAS DA
PROPOSTA

O uso exacerbado de antibi6ticos na saude humana e na saude animal vem

trazendo cada vez mais problemas ambientais, grande parte destes ocasionado pelo
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fato de nem todas as substancias presentes nos antibidticos serem totalmente
metabolizadas pelo corpo do usuario.

Devido a crescente urbanizacdo, as areas agricolas e de producdo estdo
progressivamente mais proximas das areas naturais, com isto, os produtos
metabdlicos dos animais de producdo e do homem estdo muito proximos dos
animais silvestres, podendo contamina-los, e por consequéncia, serem possiveis
reservatérios de cepas patogénicas resistentes de varias bactérias de interesse a
saulde Unica, tais como as enterobacterias e o Staphylococcus spp.

A maioria dos trabalhos em Saude Unica estudam a satde humana e a salde
animal (de producédo), no entanto poucos trabalhos buscam analisar a importancia
dos impactos antrépicos na saude ambiental.

Este trabalho tem como objetivo contribuir para a Satde Unica evidenciando
gue cepas resistentes a antibidticos podem estar circulando no ambiente silvestre
através das aves, levando o aumento de reservatorios para doencas bacterianas
emergentes e reemergentes, as quais podem impactar a Saude Humana e a Saude
Animal.

Além disto, ao investigar molecularmente a presenca de Cryptosporidium spp.
podemos identificar potenciais espécies zoonoéticas que podem levar a infeccdes
humanas e até mesmo surtos em algumas populacdes, ou seja, poderemos
identificar novas rotas de transmissdes da zoonose.

Trabalhos com a fauna silvestre sdo paulatinamente importantes para a saude
publica, uma vez que grande parte das doencas humanas iniciam ou apresentam os
animais como reservatérios. Desta maneira, este trabalho buscard ajudar a

preencher esta lacuna tdo necessaria.
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5. CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

Atividades MESES
1[2[3[]4]5]6]7][8]9]10]11]12]13]14[15]16[17[18[19][20[21[22[23]24
Objetivo 1. Capturar e identificar aves silvestres em uma area florestada do municipio de Palotina — PR.

Meta 1 - determinar o melhor local para a captura das X | X

aves silvestres

Meta 2 - realizar um plano amostral significativo X | X

Meta 3 - realizar a coleta dos individuos, quantifica-los XX X|X|X[|X]|X]|X

e identifica-los ao nivel de espécie
Obijetivo 2. Isolar e avaliar a distribuicdo de cepas de enterobactérias produtoras de ESBL em aves silvestres em uma area florestada do municipio de Palotina

Meta 1 - Isolar cepas de Enterobacterias através da XX X|X|X|X]|X]|X
coleta do material biolégico por swabs na regido
cloacal das aves silvestres capturadas
Meta 2 - Pesquisar a expressao de colénias ESBL+ e XXX X|X|X|X[|X]|X|X|X]|X
avaliar a presenca de possiveis genes de resisténcias
Objetivo 3. Isolar e avaliar a distribuicdo de cepas de Staphylococcus spp. resistentes a antimicrobianos em aves silvestres em uma area florestada do
municipio de Palotina
Meta 1 - Isolar cepas de Staphylococcus spp. através X X | X | X | X[ X | X |X
da coleta do material biol6gico por swabs na regido
orofaringea das aves silvestres capturadas

Meta 2 - Meta 2. Caracterizar fenotipicamente e X XXX | X[ X [ X [X|X]|X |X]|X
genotipicamente as amostras

Meta 3 - Meta 3: Avaliar a resisténcia aos X XXX | X[ X [ X |[X|X]|X |X]|X
antimicrobianos das amostras de Staphylococcus

spp.

Objetivo 4. Analisar a ocorréncia molecular de Cryptosporidium spp. em aves silvestres em uma é&rea florestada do municipio de Palotina e seu possivel
potencial zoon6tico

Meta 1 - Determinar as espécies de Cryptosporidium X [ X [ X[ X | X | X]|X[|X | X |X]|X |X
spp. encontradas em aves silvestres por meio de
analises de PCR e sequencial.
Meta 2: Avaliar se os isolados possuem potencial X [ X [ XX | X [ X|X]|X [ X|X|X |[X
zoonotico

Demais atividades

Cumprimento de créditos XX | X[ X|X|X|X]|X]|X|X|X]|X

Apresentacao de resultados parciais em anais de evento X | X
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