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RESUMO 

 

 

FRANCO, Tatiana Werneck. Análise da Microbiota Cultivável Associada com uma colônia 

laboratorial de Ctenocephalides felis. Siphonaptera, Pulicidae). Seropédica, RJ. 2020. 83 p. 

Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias). Instituto de Veterinária, Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020. 

 

A pulga Ctenocephalides felis é ectoparasita de cães e gatos em todo o mundo, atuando como 

vetor de patógenos zoonóticos, incluindo Rickettsia felis e Bartonella sp. A diversidade de 

micróbios associados ao hospedeiro e suas interações dentro de seus hospedeiros, incluindo 

artrópodes, são fundamentais para as funções ecológicas nessas comunidades e podem 

contribuir para sua evolução. Além disso, as interações simbióticas podem influenciar as 

transmissões de patógenos zoonóticos, através de efeitos sobre a competência vetorial. O 

conhecimento da microbiota de vetores tem sido utilizado para desenvolver novas abordagens 

de controle com base no conceito de manipulação da microbiota. Um componente chave nesta 

estratégia é a presença de uma microbiota estável/ “core”. O presente estudo caracterizou a 

estabilidade, durante oito anos, da microbiota cultivável de uma colônia de laboratório de C. 

felis. As bactérias associadas aos diferentes estágios da vida foram isoladas por cultura em 

placas de ágar nutriente. As bactérias foram identificadas, em nível de gênero ou espécie, por 

amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) de um fragmento de 500 pares de bases 

(pb) do gene que codifica o RNA ribossômico 16S procariótico, seguido de sequenciamento de 

nucleotídeos. As culturas foram caracterizadas quanto à suscetibilidade a sete compostos 

antimicrobianos (ampicilina, cloranfenicol, cloreto de mercúrio, nitrofurantoína, tetraciclina, 

rifampicina e estreptomicina), utilizando um método de microdiluição. Cada uma das diferentes 

etapas da vida apresentou uma microbiota única, no entanto, um componente central de todas 

as amostras era membro do gênero Staphylococcus, com alguns demonstrando fenótipos 

resistentes a múltiplos antimicrobianos. As espécies mais prevalentes foram S. saprophyticus, 

S. nepalensis, S. lentus e S. cohnii, as quais foram relatadas previamente como patógenos 

oportunistas com potencial zoonótico. A presença constante da mesma espécie de 

Staphylococcus, em múltiplos estágios da vida, sugere que estas bactérias são componentes 

essenciais da microbiota. Pesquisas futuras examinaram os efeitos da manipulação do 

microbioma “core” como o primeiro passo no desenvolvimento de novas estratégias para o 

controle de infestações, como por exemplo realizando a indução de bacteriófagos específicos 

de bactérias presentes no microbioma.   

 

Palavras-chave: Ectoparasitas, Comunidades microbianas, PCR, Resistência a antibióticos. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ABSTRACT 

 

 

FRANCO, Tatiana Werneck. Analysis of the cultivable microbiota associated with a 

laboratory colony of Ctenocephalides felis felis (Siphonaptera, Pulicidae). Seropédica, RJ. 

2020. 83 p. Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias). Instituto de Parasitologia Animal, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020 

The flea Ctenocephalides felis is the principal ectoparasite of dogs and cats worldwide acting 

as a vector of zoonotic pathogens including Rickettsia felis and Bartonella. The diversity of 

host associated microbes and their interactions within their hosts, including arthropods, are 

fundamental to the ecological functions within those communities and may contribute to host 

evolution. Moreover, symbiotic interactions may influence the transmissions of zoonotic 

pathogens, via effects upon vectorial competence. Knowledge of the microbiota of vectors has 

been used to develop novel approaches for control based on the concept of microbiota 

manipulation. A key component in this strategy is the presence of a stable/core microbiota. The 

present study characterized the stability, over seven years, of the cultivable microbiota of a 

laboratory colony of C. felis. Bacteria associated with different life stages were isolated by 

culture on plates of nutrient agar. Bacteria were identified, to the genus or species level, by 

polymerase chain reaction (PCR) amplification of a 500 base pair (bp) fragment of the gene 

encoding prokaryotic 16S ribosomal RNA, followed by nucleotide sequencing. Cultures were 

characterized for susceptibility to seven antimicrobial compounds (ampicillin, 

chloramphenicol, mercury chloride, nitrofurantoin, oxytetracycline, rifampicin and 

streptomycin), using a microdilution method. Each of the different life stages presented a 

unique microbiota, however a core component of all samples were members of the genus 

Staphylococcus, with some demonstrating multiple-drug resistant phenotypes. The most 

prevalent species were S. saprophyticus, S. nepalensis, S. lentus and S. cohnii all of which have 

been reported as opportunistic pathogens with zoonotic potential. The constant presence of the 

same species of Staphylococcus, in multiple life stages, suggests they are essential components 

of the microbiota and by implication of the biology of the fleas. Future research will examine 

the effects of manipulating the core microbiome as the first step in the development of novel 

strategies for infestation control. 

 

Keywords: Ectoparasites, Microbial communities, PCR, Antibiotic resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As pulgas são ectoparasitos hematófagas predominantemente de mamíferos, sendo 

também parasitos de algumas aves e acidentalmente de répteis. Elas existem há pelo menos a 

60 milhões de anos, de acordo com os estudos de Linard (2011), atualmente estas foram 

descritas com mais de 3000 espécies de pulgas da região Ártica até a Antártica, demonstrando 

a sua disseminação por todo o mundo (LINARDI, 2017). O parasitismo das pulgas nos 

mamíferos perdura a milhares de anos, causando vários impactos na saúde dos mesmos devidos 

esses ectoparasitas serem vetores de importantes patógenos zoonóticos, como Yersinia pestis 

agente etiológico da peste; Rickettsia typhi agente transmissor do tifo murino; Rickettsia felis 

agente etiológico da Riquetsiose felina; doença da arranhadura do gato por Bartonella henselae 

e outras infecções associadas causadas por Bartonella spp. (LAWRENCE et al., 2015).  

Durante as últimas décadas, tornou-se evidente que existem muitas lacunas no nosso 

conhecimento sobre a maioria dos parasitos, que não podem ser preenchidas através dos 

métodos tradicionais da parasitologia (VASCONCELLOS et al., 2018). Neste contexto, existe 

um crescente corpo de evidências que sugere que a biologia de muitos parasitos e vetores 

(carrapatos, pulgas, mosquitos e nematóides) é influenciada por, e em alguns casos depende da 

presença ou ausência de, determinados grupos de microorganismos (KOYLE et al., 2016; 

REESE; DUNN, 2018). Como todos os outros eucariontes, os artrópodes vivem em estreita 

associação com microrganismos (a microbiota), que influenciam profundamente sua ecologia 

e evolução (TAYLOR et al., 2012).  Essas associações podem ser benéficas ou prejudiciais à 

biologia dos insetos (Gurung et al., 2019) e a microbiota pode inclusive afetar a capacidade de 

transmissão de patógenos (ERICKSON et al., 2009; BRINKER et al., 2019).  

A pulga de gato (Ctenocephalides felis) é um dos ectoparasitos mais comum de cães e 

gatos domésticos em todo o mundo (LAWRENCE et al., 2019). No entanto, até o momento, 

poucos estudos, dos quais dois foram realizados na Austrália (Murrel et al., 2003; Lawrence et 

al., 2015) e dois na América do Norte (Pornwiroon et al., 2007; Vasconcelos et al., 2018) 

examinaram a composição e a possível importância/influência da microbiota sobre fisiologia, 

biologia do desenvolvimento, reprodução e competência vetorial. A microbiota de outras 

espécies de pulgas também recebeu alguma atenção, mas seria justo afirmar que, em 

comparação com carrapatos e mosquitos, para os quais existem centenas de estudos 

examinando diversos aspectos da microbiota, as pulgas têm recebido atenção limitada.  

O objetivo principal foi realizar uma avaliação dos componentes cultiváveis da 

microbiota de pulgas oriundas de uma colônia mantida no Laboratório de Quimioterapia 

Experimental em Parasitologia Veterinária (LQEPV), Universidade Federal Rural de Rio de 

Janeiro (UFRRJ), e avaliar a sua estabilidade ao longo de oito anos (2011 a 2018). Para este 

fim, as bactérias presentes em diferentes estágios de desenvolvimento, foram isoladas e 

posteriormente identificadas através do sequenciamento do gene 16S rDNA. Análises 

adicionais investigaram a suscetibilidade das bactérias a uma variedade de substâncias 

antimicrobianas e a presença de componentes do sistema CRISPR-Cas foi avaliado usando a 

reação de polimerase em cadeia (PCR). Com o intuito de desenvolver métodos para facilitar a 

expansão desta pesquisa para populações de pulgas associados com animais naturalmente 

infectados com pulgas, uma técnica baseada na análise de proteínas celulares totais por 

eletroforese em géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi avaliado como uma ferramenta de 

triagem, de baixo custo, para a identificação de espécies de bactérias do tipo cocos Gram-

positivos isolados de pulgas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Distribuição Geográfica de Ctenocephalides felis 

 

A espécie Ctenocephalides felis, conhecida popularmente como a “pulga do gato”, além 

de considerada um dos mais importantes ectoparasitos de cães e gatos do mundo, por ser 

cosmopolita, é o agente infectante e transmissor de doença, acarreta em altos gastos para seu 

controle e possuem problemas de resistência a inseticidas (LINARDI; SANTOS, 2012). São 

muito comuns de serem encontradas em regiões temperadas e tropicais, prioritariamente 

hospedadas em gatos e cães, podendo infestar outros animais silvestres, como gambás, 

guaxinins e ratos (CLARK et al., 2018). E podem facilmente infectar seres humanos por meio 

de picadas (BITAM et al., 2010). 

As pesquisas sugerem que C. felis originou-se na África e como consequência da 

dispersão de cães e gatos mediada por humanos, juntamente a sua excelente adaptação ao meio 

urbano, foi amplamente difundida para outros países. Com a finalidade de descobrir a origem 

ancestral da pulga C. felis, Lawrence et al. (2019) estudaram a distribuição e as relações 

filogenéticas dos membros do gênero Ctenocephalides coletadas e identificadas em 56 países 

de seis continentes (Oceania, Europa, Ásia, África, América do Sul e América do Norte), e 

relataram a partir das análises de um ancestral comum Africano, confirmando a teoria de sua 

origem. 

 

2.2 Biologia 

 

As pulgas são insetos holometábolos, portanto, possuem quatro estágios de vida: ovos, 

larvas (três ínstares larvais), pupas e adultos. São hematófagas obrigatórias somente na fase 

adulta. O ciclo completo varia entre 25 a 30 dias, dependendo das condições ambientais e 

alimentação disponível (LINARDI, 2011). O conhecimento da biologia desse parasito é de 

extrema importância para se elaborar estratégias de manejo de controle em espécies acometidas 

por esses invertebrados (HALOS et al., 2014). 

Os ovos das pulgas são depositados entre os pelos dos animais que caem no solo e ficam 

presos a substratos, onde os animais normalmente dormem e habitam (Silva et al., 2008) em 

temperatura e umidade adequadas a eclosão não passa de 72 horas e as larvas formam seus 

casulos de seis a sete dias (DURDEN et al., 2009). As larvas se alimentam de fezes das pulgas 

adultas e de matéria orgânica no solo, como são altamente sensíveis a luz, se protegem embaixo 

de folhas ou outro abrigo que possibilite sombreamento nesse estágio de desenvolvimento 

(Dryden; Rust, 1994) ou em ambientes internos, como entre fibras dos carpetes dentre outros 

refúgios (BITAM et al., 2010). Segundo Silverman e Rust, (1985), as pupas podem sobreviver 

até 174 dias dependendo do clima e estímulos de emergência. Em condições favoráveis as 

pulgas adultas emergem após cinco a nove dias da pupação; apresentam fototropismo positivo 

e geotropismo negativo, indo em busca do hospedeiro alimentar-se. Ou podem ficar vários dias 

sem consumir sangue, porém, logo após o primeiro repasto, as pulgas morrem dentro de 24-

48h se forem removidas do hospedeiro (DRYDEN, 1988). A oviposição ocorre de 36 a 48 horas 

após o primeiro consumo sanguíneo (DA SILVA et al., 2008). Em condições climáticas ideais, 

62% das pulgas emergidas podem sobreviver até 62 dias, geralmente permanecem no 

hospedeiro por pelo menos 50 dias (DRYDEN; RUST, 1994).  
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2.3 Importância na Medicina Veterinária e na Saúde Pública  

 

O aparecimento de doenças transmitidas por pulgas no mundo é muito maior do que 

geralmente é consentido por médicos e consequentemente e de desconhecido por grande parte 

da população, em geral. Por consequência disso, o diagnóstico muitas vezes leva tempo para 

ser feito, atrasando o devido tratamento em tempo hábil da terapêutica para cada caso específico 

de enfermidade transmitida por esse vetor ao homem e aos animais. Por exemplo, a infecção 

por Rickettsia felis pode ser diagnosticada incorretamente como a doença riquetsiose 

semelhante transmitida por carrapatos (BITAM et al., 2010). 

As pulgas são ectoparasitos de grande importância para a saúde animal e humana por 

transmitirem importantes patógenos zoonóticos, como Bartonella henselae, Rickettsia spp. 

(RUST, 2017; DURDEN e HINKLE, 2019). As pulgas também podem hospedar Dipylidium 

caninum, que são parasitos de cães e gatos e ocasionalmente causam infecção humana 

(CABELLO et al., 2011). Além de causarem estresse pelo prurido e anemia quando o grau de 

parasitemia é elevado, a picada também pode causar irritações alérgicas de diferentes 

intensidades devido a inoculação de sua saliva no corpo dos indivíduos submetidos ao repasto 

do inseto (RUST, 2017).  

As doenças transmitidas por pulgas estão emergindo e ressurgindo em todo o planeta. 

(BLANTON; WALKER, 2017). Estudos indicam que as alterações climáticas irão modificar 

uma série de espécies, incluindo potenciais parasitas zoonóticas e, consequentemente, a 

emergência de doenças associadas, trazendo riscos tanto para os seres humanos quanto para os 

animais (CRIKVENICA; SLAPETA, 2019). As interferências nas interações parasito-

hospedeiro vêm aumentando, devido a ações antropogênicas e por consequência disso, podem 

ressurgir de forma epidêmica (BITAM et al., 2010). Principalmente devido a massivas 

atividades antrópicas, como agricultura, pecuária, urbanização, entre outras, provocando 

mudanças climáticas, alterações da temperatura global, afetando o equilíbrio do ecossistema 

(DASZAK et al., 2000). A interferência do homem em áreas ambientais pode resultar em novas 

linhas de transmissão, infectando novos hospedeiros. Por exemplo, em áreas rurais, pulgas de 

animais domésticos podem ser encontradas em cães selvagens. Dessa maneira, os cães 

domésticos podem transportar parasitas patogênicos, entre animais domésticos, selvagens e 

humanos (POO-MUNOZ et al., 2016). Conforme as contribuições analíticas de Clark et al. 

(2018) observaram, através de modelos filogenéticos, que C. felis é capaz de infestar uma ampla 

diversidade de espécies de mamíferos selvagens através de adaptação ecológica, logo, os mais 

afetados serão os animais que habitam ambientes que possuem maior interferência do homem. 

Ao avaliarem populações colonizadas de C. felis, Higgins et al. (1994), detectou, através 

de análise molecular, o nível de infecção por R. felis em oito colônias em laboratório de 

diferentes áreas dos Estados Unidos e registraram taxas de infecção que variaram de 43 a 93% 

(média de 72%). Posteriormente, Wedincamp e Foil (2003) relataram uma taxa de infecção de 

65% em outra colônia nos EUA. Em 2004, a colônia de C. felis mantida no (LQEPV), 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro foi examinada para detecção da infecção por 

Rickettsia felis, em todas as fases de desenvolvimento do ciclo de vida, utilizando-se métodos 

baseados em PCR (Reação em Cadeia da Polimerase).   
Todas as fases testadas dos ciclos (30 ovos, 30 larvas, 30 pupas, 30 machos e 30 fêmeas) 

estavam positivas para R. felis, indicando um nível de infecção de 100% (HORTA et al., 2010). 

A capacidade de persistência de R. felis em colônias de pulgas é desconhecida. No 

entanto, quando se comparam os dados de Higgins et al., (1994) com os de Pornwiroon et al. 

(2007), foi observado que a prevalência de infecção por R. felis em duas das colônias tinha 
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caído de 83% para 0% e de 50% para 16,4%. Curiosamente, no caso da terceira colônia, o nível 

de infecção aumentou de 86% para 93,8%. Apesar da presença deste patógeno emergente na 

maioria das colônias de pulgas examinadas nos últimos 20 anos, há possibilidade de transmissão 

de R. felis para os profissionais que trabalham em laboratórios, em contato regular com pulgas 

colonizadas, tem sido um objeto de estudo limitado até o momento. 

 De acordo com Horta et al. (2010), no qual, investigaram a presença de anticorpos 

reativos (anti-Rickettsia) em gatos e seres humanos que tinham contato direto com a colônia de 

pulgas do LQEPV. Anticorpos reativos (anti-R. felis) foram detectados em sete dos oito gatos 

que eram regularmente usados para alimentar a colônia de pulgas. Além disso, um total de seis 

das 15 pessoas que trabalharam com a colônia de pulgas tinham anticorpos reativos contra R. 

felis. 

Com exceção de um soro humano, todos os soros reativos para R. felis também foram 

reativos para Rickettsia rickettsii e/ou antígenos de Rickettsia parkerii com títulos semelhantes 

a R. felis. O único soro humano que foi reativo apenas a R. felis tinha um título final de 256, 

indicando que esta pessoa foi infectada por R. felis. Esta constatação destaca a necessidade de 

acompanhamento regular dos artrópodes colonizados para monitorar a presença de patógenos 

zoonóticos (HORTA et al., 2010).  

 

2.4 Microbioma de Artrópodes 

 

O grupo de microrganismos (comensais, simbióticos e patogênicos) que ocupa os 

diferentes nichos dos organismos eucariontes é denominado microbioma (NARASIMHANE; 

FIKRIG, 2015; TIPTON et al., 2019). Contrariamente à maioria dos procariotos, eucariotos têm 

capacidades metabólicas bastante limitadas e, consequentemente, a simbiose proporcionou uma 

estratégia evolutiva para estes ganharem acesso a uma gama maior de recursos metabólicos 

(HUNTER et al., 2015). Os simbiontes microbianos podem ser transmitidos de pais para filhos 

por uma variedade de métodos, incluindo herança citoplasmática, coprofagia, o contato direto 

durante e após o nascimento, e o meio ambiente. Além disso, a aquisição de micróbios e genes 

microbianos é um mecanismo poderoso para dirigir a evolução (ZILBER-ROSENBERG; 

ROSENBERG, 2008). 

A biologia está passando por uma mudança de paradigma, no qual cada animal e planta 

é um holobionte (definido como hospedeiro, junto com seus simbiontes). Assim, organismos 

multicelulares não podem mais ser considerados indivíduos pelas definições clássicas do termo 

(BORDENSTEIN; THEIS, 2015). A microbiota e seu hospedeiro interagem de uma maneira 

que afeta a aptidão do holobionte de muitas formas, incluindo sua morfologia, o 

desenvolvimento, o comportamento, a fisiologia, e resistência à doença, competência vetorial, 

imunidade inata e adaptativa, a variação genética e até a origem e evolução das espécies 

(ROSENBERG; ZILBER-ROSENBERG, 2008; NARASIMHANE; FIKRIG, 2015). Tomadas 

em conjunto, estas interações caracterizam o holobionte como uma entidade biológica única.  

A importância das interações hospedeiros-microrganismos tem sido firmemente 

estabelecida no campo da entomologia, em particular, os múltiplos papéis desempenhados pelas 

espécies da bactéria do gênero Wolbachia, sendo a biologia de seus hospedeiros objeto de 

intensa investigação nos últimos 20 anos (SARIDAKI; BOURTZIS, 2010, TAYLOR et al., 

2013; MARTINEZ et al., 2014; BI; WANG, 2019). Mais recentemente um método de controle 

do mosquito Aedes aegypti, baseia-se na capacidade do gênero Wolbachia influenciar a biologia 

de seus hospedeiros, podendo interferir na transmissão dos vírus da dengue, chikungunya e zika 

(CARAGATA et al., 2015; JOHNSON, 2015; MOHANTY et al., 2019).  
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Tradicionalmente à disciplina de parasitologia, esta concentrou-se na biologia, 

taxonomia e ecologia de parasitos com base na análise de aspectos incluindo características 

morfológicas, a caracterização dos ciclos de vida, modos de infecção e transmissão, a 

determinação da gama de hospedeiros, as doenças causadas e as respostas imunológicas 

induzidas por parasitos. Além disso, o potencial de alguns parasitos (em particular, os 

artrópodes), na atuação como vetores de agentes microbianos e intracelulares de doenças 

humanas e animais (por ex. Anaplasma spp., Bartonella spp., Ehrlichia spp. e Rickettsia spp.), 

fazem parte de uma área de pesquisa bem estabelecida. No entanto, durante as últimas décadas, 

tornou-se evidente que existem muitas lacunas no nosso conhecimento sobre a maioria dos 

parasitos, que não podem ser preenchidas através dos métodos tradicionais da parasitologia. 

Neste contexto, existe um crescente corpo de evidências que sugere que a biologia de uma lista 

cada vez maior de parasitos e vetores (incluindo carrapatos, pulgas, mosquitos e nematóides) é 

fortemente influenciada por, e em alguns casos depende da presença ou ausência de, 

determinados grupos de microorganismos (HEADLEY et al., 2011; TAYLOR et al., 2012; 

ZUG; HAMMERSTEIN, 2015; GAO et al, 2019). 

O microbioma dos artrópodes, assim como o de seres humanos, abriga uma associação 

complexa de microrganismos com uma variedade diversificada, composto por vírus, bactérias, 

fungos e protozoário, incluindo agentes patogênicos onde as interações desses organismos são 

fundamentais para a manutenção da vida (GAO et al., 2019). As interações entre micróbio-

hospedeiro podem ser facultativas ou obrigatórias e dependem de fatores bióticos e abióticos e 

do hospedeiro em que estão inseridos. Os parasitos são os principais vetores de diferentes 

bactérias patogênicas aos animais sendo responsáveis por alta mortalidade, morbidade e perda 

econômica em todo o mundo (SALDAÑA et al., 2017). A medida em que há estabelecimento 

da relação parasito-hospedeiro, ocorre uma grande exposição ao animal a vários membros da 

comunidade bacteriana do parasito. Como exemplo, os carrapatos que transmitem o agente 

causador da doença de Lyme, Borrelia burgdorferi, e de doenças Riquetsiais Rickettsiais como 

à febre maculosa; as pulgas que transmitem o agente causador da peste , Yersinia pestis, de 

doenças riquetsiais como  R. felis e doenças causadas por cepas de Bartonella (PORNWIROON 

et al., 2007; JONES et al., 2009). Os mosquitos como Anopheles spp. são vetores parasitos de 

Plasmodium que causam malária em humanos, Aedes spp. vetores do vírus da dengue, da febre 

amarela, zika e Chikungunya (WEAVER et al., 2016). 

Com o advento das tecnologias moleculares foi permitido a expansão da compreensão 

da composição microbiana de diversos vetores, principalmente a respeito do microbioma 

bacteriano (SALDAÑA et al, 2017; POLLET et al., 2020). Estudos demonstraram que o 

microbioma do reino animal é composto de comunidades complexas vivendo tanto na parte 

interna quanto externa do corpo, demonstrando a influência que ele possui em afetar vários 

processos ecológicos e evolutivos dos seres em que habitam (Binetruy et al., 2018), como na 

nutrição, no metabolismo, no sistema vascular, hepático, respiratório, imunológico, endócrino 

e neurológico desses vetores. Essas interações estão associadas desde quando o ser vivo nasce 

até a sua morte (KOYLE et al., 2016). A microbiota pode inclusive afetar na capacidade de 

transmissão de patógenos (Vasconcellos et al., 2018) devido a interações de simbiose, podendo 

ocorrer inibição do crescimento e estabelecimento de organismos patogênicos e/ou a 

multiplicação de patógenos influenciando na diminuição da diversidade de microrganismos 

presentes dentro dos vetores (KELLY et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2018).  

Atualmente, esforços têm se concentrado na manipulação de microorganismos internos, 

como estratégias de intervenção de doenças transmitidas por vetores, com o objetivo de limitar 

a transmissão de patógenos por artrópodes que se alimentam de sangue, principalmente de 

mosquitos e carrapatos (SALDAÑA et al, 2017; BINETRUY et al., 2018). 

https://www.nature.com/articles/ismej200738#auth-1


 

6 

Nesse contexto, os mecanismos de coexistência entre os microrganismos, a diversidade 

microbiana e as suas interações são fundamentais para as funções ecológicas dentro das 

comunidades (Vasconcellos et al., 2018), por essa razão é importante sobre o estudo e 

entendimento da microbiota desse inseto. Por exemplo, os carrapatos normalmente são capazes 

de se contaminar com o agente etiológico da febre maculosa R. rickettsii, porém quando carrega 

o simbionte Rickettsia peacockii, ao picar um hospedeiro vertebrado infectado com R. rickettsii 

ele não contrai o patógeno (BALDRIDGE et al., 2004). Foi observado por Kelly et al. (2017) 

que a riqueza bacteriana do mosquito Lutzomyia longipalpis na presença do protozoário 

Leishmania infantum diminuiu progressivamente. Assim como também foi visto que na 

presença de R felis nas pulgas C. felis, há uma diminuição considerável da diversidade da 

microbiota (PORNWIROON et al., 2007). Nos estudos realizados por Buarque et al. (2016) 

pressupõem que ao silenciar uma proteína antimicrobiana do intestino de Triatoma infestans 

através de técnicas moleculares, elevou a carga bacteriana no intestino, reduzindo o protozoário 

Trypanosoma cruzi, demonstrando como o controle do microbioma pelo hospedeiro influencia 

na dinâmica do patógeno. Recentemente, Angleró-Rodríguez et al. (2016) relataram que o 

fungo Penicillium chrysogenum aumenta a intensidade da infecção por Plasmodium em 

mosquitos Anopheles, levando a supressão da imunidade inata do mosquito, favorecendo a 

infecção por Plasmodium. 

 

2.4.1. Simbiontes presentes nas pulgas e suas associações 

 

Anteriormente o termo simbiose era considerado como uma interação benéfica entre os 

seres vivos. Em 1967, essa relação passou a ser chamada de interação mutualística, sendo 

simbiose então definida como quaisquer interações (mutualismo, comensalismo, parasitismo, 

predação) entre os organismos (DE AVELAR, 2006; TIPTON et al., 2019). O sistema 

simbiótico é bem estudado em alguns insetos que dependem de dietas restritas 

nutricionalmente, por exemplo, de sangue (BENNET et al., 2019). Os microrganismos podem 

ser classificados como: simbiontes primários (transmitidos verticalmente), dos quais são 

indispensáveis para sobrevivência e os simbiontes secundários (transmitidos verticalmente, 

horizontalmente ou pelo meio ambiente), estando inclusos as bactérias comensais, podendo ser 

dispensáveis para seus hospedeiros (WEISS; AKSOY, 2011). Como exemplo de simbiontes 

primários, como discorre Duron et al. (2018), que demonstraram que o sangue de vertebrados 

ingerido pelo carrapato é limitado de vitaminas do complexo B e graças aos simbiontes 

herdados verticalmente da mãe o carrapato consegue ter acesso a esses nutrientes ausentes, 

garantindo o seu crescimento e sobrevivência. Além das interações entre hospedeiro e seus 

micróbios serem importantes individualmente, é também fundamental para a evolução de seus 

hospedeiros (BENNETT et al., 2019). Além disso, a flora bacteriana dos artrópodes representa 

um vasto conjunto de material genético que poderia influenciar a evolução de novos 

microrganismos patogênicos ou, alternativamente, a aquisição de características novas por 

patógenos existentes; tais como a resistência aos antibióticos ou aquisição de genes que 

codificam fatores de virulência (WATERFIELD et al., 2004; BOIOCCHI et al., 2019; HYDE 

et al., 2019). Portanto, é provável que há fatores relacionados ao hospedeiro vertebrado, como 

a idade, o sexo e o status reprodutivo assim como ambientais como temperatura e tipo de 

habitat, da mesma forma, influenciam as comunidades bacterianas dos artrópodes hematófagos. 

Para aprofundar sobre o tema de manipulação da microbiota e a possibilidade de 

empregar o mesmo para o controle de artrópodes, conforme sugerido por vários autores 

(Narasimhane; Fikrig, 2015; Saldaña et al.; 2017; Vasconcellos et al., 2018), o primeiro pré-

requisito é realizar a caracterização profunda da composição das populações de microrganismos 

http://www.frontiersin.org/people/u/641985
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nas espécies de artrópodes de interesse, não somente em termos das espécies de microrganismos 

encontrados, mas também em termos da estabilidade destas interações. Em comparação a 

alguns grupos de artrópodes (particularmente, os mosquitos e carrapatos), existem poucos 

relatos na literatura com enfoque no microbioma de pulgas e nenhuma que considerou os 

possíveis impactos das variáveis citadas acima. 

A primeira investigação para avaliar, efetivamente, o tópico da simbiose em pulgas 

(incluindo C. felis) foi conduzida por (BEARD et al. 1990). Nesse estudo, as técnicas de 

microscopia de contraste de fase e Microscopia Eletrônica de Transmissão (TEM) foram 

empregadas para investigar a presença de endossimbiontes em pulgas dissecadas com a 

intenção de gerar conhecimento sobre esses organismos e avaliar seu potencial como agentes 

de controle biológico. Foi observada uma variedade de microrganismos e metazoários, 

incluindo baculovírus, bactérias, vários protozoários, nematóides e cestóides. Organismos do 

tipo Rickettsia foram observados em vários tecidos de cada pulga examinada, em todo o sistema 

digestivo, nos túbulos de Malpighi e nos tecidos reprodutivos masculinos e femininos. No 

entanto, não foram feitas tentativas para cultivar e/ou isolar qualquer um dos organismos 

observados. 

A maioria dos estudos investigando a microbiologia de pulgas de gatos e cães concentra-

se na detecção de grupos específicos de patógenos, principalmente Rickettsia sp. e Bartonella 

sp., ou (em poucos casos relatados até a atualidade) de interações microbianas com ênfase 

principalmente na detecção molecular de R. felis e Wolbachia spp. e nas formas de transmissão 

(horizontal, vertical, transovariana, transstadial) destas proteobactérias (HIGGINS 1994; 

BOUYER et al., 2001; GORHAM et al., 2003; ROLAIN et al., 2003; WEDINCAMP; FOIL, 

2003; PORNWIROON et al., 2006; PORNWIROON et al., 2007; HORTA et al., 2010; 

HIRUNAKA NO PUN et al., 2011; TAY et al., 2013; LAWRENCE et al., 2015; 

VASCONCELLOS et al., 2018). Todos esses estudos empregaram análises baseadas em 

biologia molecular dos componentes bacterianos do microbioma, usando principalmente 

métodos independentes de cultura, baseados no sequenciamento de amplicons de 16S rDNA. 

Os dados gerados a partir desses estudos demonstraram uma variação substancial na prevalência 

relativa de R. felis e endossimbiontes, principalmente Wolbachia, entre as colônias de pulgas 

examinadas. No entanto, a interação possível entre estes microrganismos e os outros 

componentes da microbiota tem recebido atenção limitada.  

Os simbiontes na microbiota de um vetor podem afetar na sua reprodução, no tempo de 

vida e transmissão de patógenos, trazendo enorme relevância para a saúde do animal parasitado 

(NARASIMHANE; FIKRIG, 2015; POLLET et al., 2020). Em muitos invertebrados o 

Wolbachia é mutualista e pode ser benéfica ou essencial para a biologia do hospedeiro, 

necessário para a fertilidade, desenvolvimento e sobrevivência de alguns insetos, inclusive 

foram demonstrados ter um potencial para o controle de doenças parasitárias como a malária e 

a dengue (MOHANTY et al., 2019). Uma pesquisa de C. felis capturada na natureza, coletada 

nos EUA, identificou o gênero Wolbachia em 21% das pulgas, no entanto, foi analisado que a 

presença dessa espécie varia entre diferentes espécies de pulgas e as implicações práticas ainda 

são desconhecidas (GORHAM et al., 2003). O endossimbionte bacteriano também foi 

identificado em 55 (17,8%) das 309 pulgas de gatos em um estudo na França (ROLAIN et al., 

2003). A observação de Tay, et al. (2013) também foi possível detectar uma taxa alta de 

Wolbachia presentes em 59 (62,1%) das 95 pulgas C. felis estudadas na região tropical da 

Malásia. Lawrence et al. (2015) ao comparar o microbioma da C. felis e da pulga de echidna 

observou que em ambas as espécies a Wolbachia foi um dominante componente da microbiota, 

foi demonstrado que os gêneros Cardinium, Pseudomonas e Corynebacterium também 

representaram possivelmente endossimbiontes, por estarem presentes em todas as pulgas 

avaliadas. 

about:blank
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Existem poucos estudos usando colônias de pulgas como sistema modelo, para 

investigar a possível influência da infecção por R. felis sobre os outros integrantes da microbiota 

de C. felis. Porém, Pornwiroon et al. (2007) examinaram a microbiota bacteriana em três 

colônias de pulgas distintas, demonstrando diferentes níveis de infecção por R. felis. A 

diversidade e a riqueza de espécies de bactérias em cada colônia de pulgas foram determinadas 

através da construção e análise de bibliotecas de clones do gene codificador do 16S rRNA, 

geradas a partir de DNA genômico total, extraídos de adultos recém emergidos, como molde 

em reação de PCR. Diferenças significativas na prevalência de Wolbachia spp. foram 

observadas entre cada colônia, com maior prevalência em pulgas livres da infecção por R. felis. 

Com base nesses dados, foi sugerido que a infecção por Wolbachia spp. pode conferir um certo 

grau de resistência às infecções por R. felis.  Foi observado também, que pulgas não infectadas 

com R. felis além de terem apresentado uma maior riqueza de espécies, apresentaram espécies 

de Acinetobacter, que estavam ausentes nas pulgas infectadas com Rickettsia felis. 

É de notável interesse que Acinetobacter spp. foi previamente detectado como 

integrante da microbiota de pulgas da espécie Oropsylla hirsuta (ERICKSON et al., 2009), 

capturadas de cão selvagem da pradaria (Cynomys ludovicianus). Além disso, os dados dos 

estudos de Murrell et al. (2003) que utilizavam métodos baseados na cultura, também 

identificaram Acinetobacter spp. como componente dominante na microbiota de pulgas, 

incluindo C. felis, coletadas de uma variedade de animais na Austrália. Com base nessas 

observações, foi sugerido que tanto Wolbachia spp. e Acinetobacter spp. poderiam ser 

utilizadas para reduzir a competência vetorial de pulgas, através da criação de insetos 

paratransgênicos. Até o presente momento, não há nenhuma evidência experimental para apoiar 

esta hipótese em pulgas. No entanto, o triatomíneo Rhodnius prolixus, vetor de Trypanosoma 

cruzi, se tornou incompetente através dessa abordagem (BEARD et al., 2002). Além disso, o 

uso do Wolbachia, para reduzir a capacidade vetorial do mosquito Aedes aegypti, também foi 

proposto e é uma área de investigação ativa (BIAN et al., 2010; ALFANO et al., 2019). 

 Dentre os limitados estudos baseados na avaliação da microbiota de pulgas a partir de 

meio de cultura, a prevalência de espécies do gênero Staphylococcus caracterizadas como 

coagulase-negativo (CoNS) foi relatada (MURRELL et al., 2003). Além disso, a espécie 

Staphylococcos saprophyticus foi identificada com alta frequência nas bibliotecas de clones no 

estudo de Pornwiroon et al. (2007) e na investigação de Lawrence et al. (2015), executada na 

Austrália. Em contraste, não houve evidências para este grupo nas amostras de C. felis 

examinados na Califórnia (EUA), usando sequenciamento profunda da próxima geração “Next 

Generation Sequencing” (NGS), na investigação de VASCONCELOS et al., 2018). Sabe-se 

que esse grupo de micro-organismos representa comensais frequentemente encontrados da flora 

da pele humana e animal (BECKER et al, 2014; MA et al., 2019). Tradicionalmente estes 

micróbios foram considerados inofensivos à saúde, porém estudos gerados nas últimas décadas 

vêm demonstrado que ao contrário, essas bactérias são frequentemente associadas a infecções 

nosocomiais e clinicamente relevantes, tanto na medicina humana quanta na veterinária 

(RIGATTI et al.,2010; CZEKAJ, et al.,2015; ASAAD et al, 2016; ROSSI et al., 2017; GARG, 

2019). 

 

2.5 Controle  

 

Conforme os dados do IBGE (2018), o Brasil é o segundo maior país do mundo em 

população de cães, gatos e aves, o número de animais de estimação tem aumentado com os 

anos, com a estimativa de aumentar 5% ao ano (IBGE, 2016). Os dados da Associação 

Brasileira da Indústria de Produtos para Animais de Estimação (Abinpet), em 2016 relatam que 
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os gastos foram de cerca de R$19 bilhões, representando um aumento de 5,7% em relação ao 

ano anterior. Com previsão para 2020 um aumento de R $20 bilhões. Só nos EUA, mais de US 

$15 bilhões são gastos por ano na proteção anual de animais de companhia contra pulgas 

(NISBET; HUNTLEY, 2006). De acordo com o relatório da Zion Market, (2019) o mercado 

global de parasiticidas animais foi avaliado em aproximadamente US $8,65 bilhões em 2018 e 

deverá gerar cerca de US $12,85 bilhões até 2025. 

A resistência das pulgas a diversos inseticidas é de relevada importância, Coles e 

Bryden, (2014), fizeram um levantamento demonstrando que a C. felis é resistente ao maior 

número de diferentes categorias de inseticidas comparado a outras pulgas, dentre eles 

apresentam resistência a carbamatos, organofosforados, piretróides, piretrinas, organoclorados 

e fipronil. 

É possível que por essa razão o tratamento esteja cada vez mais difícil, porém ainda não 

existem dados satisfatórios que comprovem a relação da resistência das pulgas com a 

diminuição da eficácia dos tratamentos, muito dos problemas com a resistência está associado 

ao fato do uso inadequado dos tratamentos. Outro problema associado ao uso de inseticidas são 

os impactos que podem causar no ecossistema, contaminando principalmente ambientes 

aquáticos e forçando pressão seletiva a outros organismos presentes no ambiente aplicado 

(AMÉRICO et al., 2015). Nessa circunstância, tem-se estudado novas alternativas para o 

controle de pulgas, sendo uma delas o estudo de endossimbiontes da microbiota desses vetores, 

uma vez que a microbiota controla a maioria das funções fisiológicas e químicas do organismo, 

podendo inclusive influenciar na transmissão de patógenos (ERICKSON et al., 2009). 

 

2.6 Resistência Antimicrobiana  

 

A descoberta dos antibióticos no final dos anos 20 revolucionou a medicina humana e 

veterinária, aumentando consideravelmente a expectativa de vida e salvando milhares de 

pessoas e animais de infecções bacterianas (KUMBHARE et al., 2019). Os antibióticos são 

substâncias de origem natural, semissintética ou sintéticas, que possuem a capacidade de 

inviabilizar ou inibir o crescimento de microrganismos. Porém o uso indiscriminado desses 

medicamentos na medicina veterinária e humana promoveu o surgimento de resistência 

antimicrobiana a todos os antibióticos atualmente disponíveis para uso (DURAND et al., 2019; 

KUMBHARE et al., 2019).  

A emergência de bactérias resistentes e multirresistentes é um grave problema de saúde 

pública globalizado, segundo Darwin, a seleção natural das espécies se dá pela sobrevivência 

dos mais adaptados ao meio. Conforme a necessidade de continuar perpetuando sua espécie, 

vão passando seus genes para as próximas gerações (PIOVEZAN, 2019). Nesse contexto, a 

exposição de agentes antimicrobianos acaba gerando uma pressão seletiva determinante para o 

desenvolvimento de mecanismos de resistência. Dessa maneira, bactérias previamente sensíveis 

podem adquirir resistência por meio de mutações cromossômicas e / ou aquisição de materiais 

genéticos através dos mecanismos de conjugação, transdução ou transformação (CAUMO et 

al, 2010). Uma vez resistente e sendo confrontado com a contínua pressão seletiva aos 

mecanismos de resistência serão herdadas pelas células-filhas como garantia de sobrevivência, 

(LAU et al., 2017), demonstrando a extrema maleabilidade e plasticidade dos genomas 

bacterianos e sua excelente capacidade de adaptação (KAUR; PETERSON, 2018).  

Um exemplo deste preocupante cenário aconteceu em 2015 na China, onde foi relatado 

pela primeira vez resistência ao antibiótico colistina isolada de animais, alimentos e seres 

humanos, mediada pelo gene plasmidial (mcr-1). Esse antibiótico era utilizado como “último 

https://www.globenewswire.com/Tracker?data=eHdxwDAuhvkkc90FLJtphmlxADIL32bGWtHdIGIqvmqC8tIHNg99BCQuI0DAMeSyLXW3_1hFVLudFzAvTlgRwaNcm30K8Be2E5rC1eSYBcFplW29BW-temAzMjsvYsnfi8t6EblRPv9BvbW_666T7xwUUrj87d3raehUrgDJMdw=
https://www.globenewswire.com/Tracker?data=eHdxwDAuhvkkc90FLJtphmlxADIL32bGWtHdIGIqvmqC8tIHNg99BCQuI0DAMeSyLXW3_1hFVLudFzAvTlgRwaNcm30K8Be2E5rC1eSYBcFplW29BW-temAzMjsvYsnfi8t6EblRPv9BvbW_666T7xwUUrj87d3raehUrgDJMdw=
https://www.globenewswire.com/Tracker?data=eHdxwDAuhvkkc90FLJtphmlxADIL32bGWtHdIGIqvmqC8tIHNg99BCQuI0DAMeSyLXW3_1hFVLudFzAvTlgRwaNcm30K8Be2E5rC1eSYBcFplW29BW-temAzMjsvYsnfi8t6EblRPv9BvbW_666T7xwUUrj87d3raehUrgDJMdw=
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recurso” para tratar infecções fatais e multirresistentes (MDRIs) na medicina humana para o 

tratamento que não respondessem a outras drogas (LIU et al., 2016). Após esse relato, vários 

outros sobre a resistência à colistina, começaram a surgir em diferentes países, inclusive no 

Brasil (MENEGUZZI et al., 2017). Um estudo retrospectivo da China mostrou a presença do 

gene mcr-1 em E. coli isolada de aves domésticas na década de 1980 e sugeriu que o surgimento 

desse gene poderia estar relacionado ao uso da colistina como promotora de crescimento na 

indústria avícola (SHEN et al., 2016), outro estudo feito por Elbediwi et al. (2019) também 

apontaram que uso de colistina na prática veterinária favoreceu a disseminação de genes de 

resistência, devido à alta taxa positiva de mcr-1 em bactérias de origem animal. Como medida 

de emergência combinada de resistência ao carbapenem e à colistina mediada por plasmídeo o 

antibiótico tigeciclina tornou a ser o único antibiótico de último recurso para o gerenciamento 

de MDRIs resistentes a carbapenêmicos e colistínicos (OSEI et al., 2019). 

Os genes associados com resistência e aos mecanismos de transferência existiam muito 

antes do uso de terapia com antimicrobianos na medicina humana e veterinária. Como exemplo, 

foram isoladas bactérias resistentes a antimicrobianos, no interior de geleira de regiões altas do 

Ártico, no Canadá, um ambiente não habitado pelo homem, levando a conclusão, não tão 

surpreendente, que já existia resistência natural pelas bactérias (DANCER et al., 1997). 

Portanto, a resistência inata corresponde à resistência que as bactérias possuem a certo tipo de 

antibióticos, sem terem entrado em contato com o mesmo (RADTKE, et al., 2006). Acredita-

se que esses mecanismos advieram da autoproteção contra seus próprios antibióticos 

naturalmente produzidos (DANCER et al., 1997). Sabe-se que muitos antibióticos utilizados 

para tratamento anti-infeccioso foram produzidos a partir de microrganismos ambientais. Os 

avanços de técnicas moleculares permitiram a detecção de genes de resistência em bactéria 

presente na natureza (solos e água), evidenciando que a resistência aos antibióticos pode ter 

surgido de ambientes não-clínicos (ALONSO et al., 2001). Estudos apontam que o meio 

ambiente é um grande reservatório de genes de resistência (CAUMO et al., 2010). 

Considerando que a presença de plasmídeos é o mecanismo mais conhecido de transferência de 

genes resistentes a antimicrobianos (conjugação), é de suspeitar que a transferência de genes de 

resistência à bactéria clinicamente importantes podem ter vindo de bactérias ambientais, 

patogênicas ou não (Guenni et al., 2018), contudo, a pressão seletiva causada pelas atividades 

humanas nos últimos 70 anos acabou promovendo um aumento significativo de genes de 

resistência em populações bacterianas afetando a microbiota dos animais, dos humanos e do 

meio ambiente, Portanto, o sucesso evolutivo dessas bactérias passou a representar uma grande 

ameaça à saúde humana (VAZ-MOREIRA et al., 2019). 

Na produção animal, os antibióticos são usados não só para fins terapêuticos, como 

também eram usados como promotores de crescimento, com o objetivo de aumentar a 

produtividade e competitividade no mercado (TANG et al., 2019) O problema se torna ainda 

mais agravante devido a maioria dos antibióticos não serem totalmente metabolizadas no 

organismo animal e seus resíduos acabam indo diretamente para o solo, água superficial e 

subterrânea. Por consequência, impactam negativamente os organismos presentes nestes 

ambientes, favorecendo a pressão seletiva, afetando o ecossistema (REGITANO; LEAL, 2010). 

As consequências do uso de antimicrobianos descontrolados na clínica veterinária de 

pequenos animais não são diferentes das observadas na medicina humana e na produção animal 

(ROSSI et al., 2017; HARTANTYO et al., 2018; DOTTO et al., 2018). A resistência bacteriana 

pode estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma população ou de diferentes 

populações, incluindo patógenos zoonóticos, que podem ser trocadas entre animais e seres 

humanos principalmente através do contato direto, mas também por poeira, aerossóis ou 

alimentos. Assim, animais de estimação podem transportar uma variedade de bactérias, vermes, 

vírus e fungos, muitos desses microrganismos e em consequência da relação muito próxima 
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entre animais de estimação e seus donos podem ser transmitidos do animal para o proprietário 

e vice-versa (YEHUALAESHET et al., 2019). Como foi observado por Song et al. (2013), 

pessoas que tinham cães de estimação apresentavam microbiota mais semelhante com seus pets. 

Logo, a presença de bactérias resistentes a drogas muito utilizadas na medicina humana e 

animal, representa um risco de transferência zoonótica. Estudos apontaram um aumento na 

prevalência de resistência antimicrobiana em diferentes espécies bacterianas isoladas de 

animais de estimação (GUARDABASSI et al., 2010). O fator relevante sobre esse problema é 

que espécies que compartilham o mesmo ambiente podem trocar informações genéticas, 

principalmente através de plasmídeos, portanto, bactérias multirresistentes podem acabar 

fornecendo genes que conferem resistência a espécies patogênicas, como S. aureus (ROSSI, et 

al., 2017). 

Nesse contexto, assim como existe essa relação de transferência de genes resistentes 

entre bactérias presentes em animais de estimação e seus proprietários, bactérias resistentes a 

antimicrobianos presentes em pulgas, podem ser transmitidas para seus hospedeiros e vice-

versa. Existem cada vez mais estudos comprovando como os insetos podem servir como 

reservatórios de genes de resistência sendo potenciais vetores de disseminação. Como por 

exemplo, estudos sobre moscas (BOIOCCHI et al., 2019; HYDE et al., 2019) e formigas 

(FONTANA et al., 2010) comprovaram que esses insetos transportavam genes de resistência 

em hospitais. Porém há poucos estudos sobre a disseminação em outras áreas que não em 

hospitais e não se sabe ao certo qual é a representatividade real do risco da aquisição de 

infecções por esses vetores. 

O que torna preocupante é o fato de a aquisição da resistência bacteriana ser mais rápida 

do que a velocidade de produção de novas drogas pelos laboratórios. Portanto é de extrema 

importância, entender os mecanismos de resistência, a parir de isolamento e identificação desses 

agentes em laboratório, assim como a realização de testes de sensibilidade antimicrobiana in 

vitro, a fim de buscar um melhor controle, com utilização terapêutica necessária e tratamento 

de resíduos adequados, reduzindo a resistência a antibióticos (BOIOCCHI et al., 2019). 

 

2.7 Antibióticos 

 

O aumento da resistência bacteriana se tornou um grave problema de saúde pública 

global, para que se possa entender sobre a prevalência de resistência a antibióticos bacterianos 

é imprescindível entender as origens dessa resistência, como também documentar os 

reservatórios ambientais de resistência a antibióticos. Assim como foi feito no trabalho de Hyde 

et al. (2019), do qual observaram que uma colônia de mosquito e mosquitos coletados da 

natureza abrigavam naturalmente populações bacterianas resistentes a antibióticos. Ainda não 

foi relatado na literatura dados de resistência a antimicrobianos em pulgas Ctenocephalides sp. 

A ampicilina é um antibiótico beta-lactâmico semi-sintético, de amplo espectro, 

utilizado no tratamento de diversas infecções. Seu mecanismo de ação interfere na síntese de 

peptideoglicano, inibindo a atividade da enzima transpeptidase que leva à formação de ligações 

cruzadas entre as cadeias peptídicas que são importantes para rigidez da parede celular 

bacteriana, prejudicando a proteção da célula contra as variações osmóticas do meio. O 

principal mecanismo de resistência a esse antimicrobiano é a produção das enzimas β-

lactamases que são capazes de promover a abertura do anel β-lactâmico. As bactérias Gram-

negativas são mais resistentes a esse antibiótico, devido a sua natureza complexa da parede 

celular. A resistência também pode vir de modificações estruturais das proteínas ligadoras de 

penicilina ou através de mutações e modificações das porinas que agem na permeabilidade 
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bacteriana ao antimicrobiano (GIGUÈRE, et al., 2010). É indicado para cães e gatos no 

tratamento de infecções respiratórias, geniturinárias e gastrintestinais, além de outras 

localizadas ou sistêmicas causadas por: Pasteurella multocida, Proteus mirabilis, Clostridium 

tetani, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Streptococcus zooepidemicus, em cães e 

Pasteurella multocida, Streptococcus canis, Proteus mirabilis, Clostridium tetani, Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, S. zooepidemicus e Leptospira interrogans em gatos (VETNIL, 

2019). Em consonância com Andrade et al. (2019) foram coletadas amostras assepticamente do 

orifício anal e da cavidade oral de 49 gatos fêmeas domésticas saudáveis após exame clínico e 

físico das cavidades retais e orais, um dos antibióticos testados que apresentaram maior 

resistência em ambas amostras foi a ampicilina. 

O cloranfenicol é um composto neutro, lipossolúvel e estável, derivado de um ácido 

dicloroacético e possui uma porção nitrobenzeno, isolado originalmente de Streptomyces 

venezuelae em 1947 (SIQUEIRA et al., 2007).  Seu mecanismo de ação envolve a inibição da 

síntese proteica microbiana, onde ele se liga à subunidade 50S do ribossomo, inibindo a síntese 

proteica da bactéria. É um antibiótico de amplo espectro, tendo atividade geralmente 

bacteriostática em Gram-positiva, Gram-negativa e impede a multiplicação de riquétsias e 

clamídias. O principal mecanismo de resistência ao cloranfenicol é pela  enzima 

acetiltransferase, produzida através do gene cat pelas bactérias (GIGUÈRE et al., 2010). 

O cloranfenicol é indicado para tratar infecções do trato gastroentérico, respiratório e 

urogenital de cães e gatos. Em um estudo feito por Carvalho et al. (2014), no qual avaliaram as 

infecções bacterianas do trato urinário (ITUs) que são causa comum de doença em cães, gatos 

e humanos, bem como a sua sensibilidade aos antimicrobianos utilizados na rotina clínica contra 

94 cepas, 15,4% foram resistentes ao cloranfenicol. Não há muita informação na literatura sobre 

alta resistência ao cloranfenicol na clínica veterinária. 

O cloreto de mercúrio é um agente bacteriostático de amplo espectro, era o principal 

método de tratamento de várias infecções até 1910 e seu uso permaneceu até os anos 1950. 

Passou a ser limitado, devido à sua toxicidade, poder de corrosão e ineficácia em presença de 

matéria orgânica (TORTORA et al., 2016). O sistema nervoso central e os rins são os principais 

alvos do efeito tóxico do mercúrio no homem (CLARKSON, 1997). Embora esta substância 

não seja mais usada em medicina veterinária, existem evidências crescentes para apoiar a ideia 

de que a contaminação de ambientes aquáticos e terrestres por metais pesados, incluindo 

mercúrio, como resultado de práticas industriais e agrícolas, é uma das principais forças por 

trás dos extensos níveis de resistência a antibióticos encontrados nas bactérias ambientais, que 

representam o reservatório mais provável para os genes de resistência que subsequentemente 

aparecem nos patógenos bacterianos do homem e dos animais (McIntosh et al., 2008; Skurnik 

et al.,2010; Dickinson et al., 2019) por esse motivo, considera-se importante avaliar a presença 

de resistência a esse composto.  

A nitrofurantoína é um antibiótico sintético é normalmente utilizada para o tratamento 

de infecções urinárias. Tem como mecanismo de ação a danificação do DNA e de ribossomos 

das bactérias sensíveis, inibindo a síntese de proteínas.  Geralmente é incomum a resistência à 

nitrofurantoína e muitos organismos resistentes a múltiplas drogas são sensíveis a esse 

medicamento (GARDINER et al., 2019). A nitrofurantoína normalmente é usada como última 

opção para tratamentos de infecção urinária em animais de companhia, particularmente quando 

estão envolvidos patógenos multirresistentes. Normalmente, é usado apenas para o tratamento 

de infecções bacterianas do trato urinário (ITUs) em pessoas. Pelo fato de ser considerado 

cancerígeno é proibido para uso em animais produtores de alimentos, mas seu uso em animais 

pequenos está aumentando devido ao aumento das taxas de resistência antimicrobiana a 

antimicrobianos veterinários. Há poucos relatos de resistência a esse antibiótico em cães e gatos 

na literatura. No mesmo estudo feito por Carvalho et al. (2014), citado acima, dentre as ITU’s, 

about:blank
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associadas a bactérias, de cães e gatos estudados, o menor número de cepas resistentes foi à 

nitrofurantoína (9,5%).  

A estreptomicina é um aminoglicosídeo de amplo espectro, da classe aminoglicosídeos, 

isolado do bacterium Actinomyces griseus na década de 1940. Tem como mecanismo de ação 

a interferência na síntese de proteínas ou produzindo proteínas defeituosas. Esse antibiótico 

liga-se primeiramente à superfície da célula bacteriana e é transportado através da parede por 

um processo dependente de energia oxidativa. Se liga à subunidade 30S do ribossomo, gerando 

leitura incorreta do código genético, permitindo a ligação de aminoácidos errados na cadeia 

polipeptídica formando proteínas defeituosas que seriam fundamentais para o funcionamento 

da bactéria, levando-a em sua morte. Atua contra bacilos aeróbicos Gram-negativos e algumas 

bactérias Gram positivas. Os mecanismos de resistência pelas bactérias a esse antibiótico são 

vários e incluem alteração dos sítios de ligação no ribossomo, alteração na permeabilidade da 

membrana bacteriana ou modificação enzimática da droga (SERIO et al., 2017). Os genes que 

conferem resistência podem estar frequentemente associados a plasmídeos e em transposons 

(MAGNET; BLANCHARD 2005). No mesmo estudo de Carvalho et al. (2014), relataram uma 

alta taxa de resistência a estreptomicina contra as 94 cepas isoladas de cães e gatos. 

A rifampicina é um antibiótico bactericida, que age ligando-se e inibindo a RNA 

polimerase dependente de DNA das bactérias, impedindo a síntese de ácidos nucleicos, 

impedindo a formação de RNA mensageiro, RNA transportador e RNA ribossômico, ele entra 

nas células fagocíticas podendo destruir microrganismos intracelulares. É utilizada 

principalmente para o tratamento de tuberculose e outras infecções causadas por micobactérias.  

A oxitetraciclina faz parte do grupo tetraciclina e tem como função a inibição da síntese 

proteica de microrganismos sensíveis, ligando-se à subunidade 30S, impedindo que o RNA-

transportador se fixe ao ribossomo. É um antibiótico de largo-espectro, eficaz no tratamento de 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. É uma substância isolada a partir do actinomiceto 

Streptomyces rimosus sendo utilizado em uma variedade de condições clínicas (ANDRADE et 

al., 2008). Desde que foi descoberta, em 1953, a oxitetraciclina se tornou a base antibiótica 

mais utilizada e comercializada no campo. Na medicina veterinária é usada principalmente na 

avicultura e bovinocultura. O uso generalizado de tetraciclinas tanto em animais quanto seres 

humanos levou a um considerável aumento de sua resistência, limitando a sua utilização. A 

resistência ocorre mais frequentemente como resultado da aquisição de novos genes que 

codificam o efluxo dependente de energia de tetraciclinas, que é bem comum em bactérias 

Gram-negativas, do qual as proteínas transmembranares levam a uma diminuição da 

concentração intracelular do antibiótico, exportando-as para fora da célula, levando a uma 

redução abaixo do necessário para inatividade nas células bacterianas. Outro mecanismo 

envolvido na resistência seria através da inibição da síntese proteica, na qual as proteínas 

citoplasmáticas protegem o ribossomo da ação das tetraciclinas (PEREIRA-MAIA et al., 2010). 

Contudo, a maioria dos genes resistentes estão associados a plasmídeos ou transposons 

(ROBERTS,2005). Seu uso é efetivo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas 

aeróbicas e anaeróbicas, clamídias, riquétsias (Ehrlichia sp.), espiroquetas, micoplasma, e 

alguns protozoários como Anaplasma sp. e Mycoplasma spp. São utilizadas em tratamento de 

doenças do trato respiratório, urinário, gastroentérico, e doenças oftálmicas bacterianas dos 

animais domésticos. 
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2.8 Sistema CRISPR 

 

Os sistemas CRISPR-Cas (“Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

and CRISPR associated proteins”), ou seja, repetições palindrômicas curtas agrupadas e 

regularmente interespaçadas e proteínas associadas a CRISPR, representam uma estratégia de 

defesa de várias bactérias e Archaebacteria contra bacteriófagos e/ou DNA exógenos; 

principalmente de origem plasmidial (JIANG et al., 2013). Utilizando dados baseados na 

análise de bactérias cultiváveis, foi relatado que os sistemas CRISPR-Cas são encontrados nos 

genomas de 40 a 50% das bactérias (MAKAROVA et al., 2011), funcionando como uma 

espécie de sistema imune adquirido. No entanto, dados apresentados através de uma análise 

aprofundada de populações bacterianas não cultiváveis demonstraram que a frequência dos 

sistemas CRISPR-Cas era substancialmente mais baixa (aproximadamente 10%), do que os 

níveis relatados anteriormente (BURSTEIN et.at., 2016). Em quase todos os casos, as CRISPR-

Cas consistem em um conjunto de sequências repetitivas curtas (aproximadamente de 40 pb) 

que são separadas por sequências espaçadoras derivadas de DNA exógeno, adquirida após a 

infecção por bacteriófagos ou contato com plasmídeos. As principais pesquisas que resultaram 

na identificação dos mecanismos envolvidos na “imunidade” baseada no CRISPR foram 

relatadas em 2005, por várias equipes de pesquisa independentes que descobriram que os 

espaçadores CRISPR estavam frequentemente homólogas a fragmentos de elementos genéticos 

móveis (fagos, plasmídeos e transposons). Sugere que eles eram de origem extracromossômica 

e provavelmente serviram para conferir um princípio de memória (funcionando de uma forma 

análogo aos epítopos na imunidade adaptativa por mamíferos) de um inédito “sistema 

imunológico” procariótico (KARIMI et al., 2018). Posteriormente, o sistema imunológico foi 

proposto para agir usando o princípio de interferência de RNA (RNAi) (MAKAROVA et al., 

2006), baseado na presença de alguns elementos-chave que executariam as funcionalidades 

necessárias. Dois anos depois, em 2007, a primeira evidência experimental comprovando esta 

hipótese foi apresentada por Barrangou et al. (2014), demonstrando que as regiões CRISPR 

com a imunidade adaptativa em Streptococcus thermophilus. Especificamente, a aquisição do 

DNA do fago na extremidade líder de uma matriz CRISPR levou à imunidade hereditária 

específica da sequência contra fagos contendo sequências homólogas. Logo após, foi 

demonstrado em E. coli que a imunidade baseada no CRISPR é mediada por pequenos RNAs 

interferentes, não codificadores (crRNAs) do CRISPR que direcionam o CRISPR associado 

complexo para defesa antiviral (BROUNS et al., 2008). Subsequentemente, a imunidade 

mediada pelo CRISPR contra o DNA plasmidial foi demonstrado em Staphylococcus 

epidermidis e análises bioinformáticas posteriores demonstraram que o sistema CRISPR-Cas é 

um sistema imunológico procariótico ativo contra fagos e plasmídeos utilizada largamente nos 

Reinos Archaea e Bacteria (MARRAFFINI et al., 2008; OSTRIA-HERNÁNDEZ et al., 2015).  

As vantagens de possuir um sistema CRISPR-Cas, como defesa contra-ataques de fagos, são 

evidentes e podem explicar sua distribuição aparentemente ampla. No entanto, o valor desse 

sistema como barreira contra a aquisição de plasmídeos não é tão claro. Neste contexto, a 

aquisição de plasmídeos pela transferência horizontal de genes permite que as bactérias têm a 

capacidade de adaptar a diferentes ambientes ou responder ao estresse ambiental, portanto, 

ocorrem desvantagens quando por exemplo plasmídeos que transmitem resistência a 

antibióticos são degradados/excluídos pela bactéria (JIANG et al., 2013)   

O estudo dos sistemas CRISPR-Cas foi inicialmente visto principalmente como uma 

questão de interesse acadêmico, no entanto, tornou-se aparente que esses módulos 

desempenham papéis essenciais na evolução bacteriana e que têm implicações práticas na 

capacidade de uma determinada espécie bacteriana de adquirir e disseminar DNA associado às 

plasmídeos ou fagos (WESTRA et al., 2019). Além disso, a natureza única das regiões espaciais 
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tem sido sugerida para representar um possível meio para genotipagem no nível de espécies ou 

mesmo ao nível de isolado (KARIMI et al., 2018). 

As espécies de Staphylococcus são um bom exemplo de bactérias que dependem da 

transferência de elementos genéticos acessórios para sua adaptação ao ambiente. Fagos e 

plasmídeos fornecem rotas fundamentais para a disseminação de determinantes de virulência e 

resistência a antibióticos (BAE et al., 2006; DIEP et al., 2006) Cepas patogênicas adquiriram 

resistência a todos os antibióticos conhecidos (FURUYA et al., 2006), principalmente através 

da aquisição de plasmídeos conjugados portadores de genes de resistência (SAIMA et al., 

2020). Curiosamente, essas bactérias também possuem sistemas CRISPR-Cas que fornecem 

imunidade aos plasmídeos (JIANG et al., 2013). Essa observação levou à hipótese de que, como 

consequência das forças de seleção opostas, as regiões CRISPR-Cas estão em um estado 

contínuo de fluxo. Nesse cenário, as sequências CRISPR-Cas são adquiridas e espalhadas por 

transferência horizontal de genes (CHAKRABORTY et al., 2010) e proliferam em habitats nos 

quais os fagos são uma importante fonte de mortalidade e, por outro lado, são prontamente 

perdidos ou tornam-se não funcionais em ambientes onde a aquisição de genes e elementos 

genéticos acessórios (plasmídeos, transposons) são críticos ou essenciais para a evolução 

adaptativa (BERNHEIM, et al.,2019). 

Em contraste com a medicina humana, o estudo dos sistemas CRISPR-Cas em medicina 

veterinária recebeu atenção limitada até agora.  No entanto, uma exceção notável a essa 

tendência foi o estudo de Rossi et al. (2017), que teve como objetivo caracterizar as espécies de 

staphylococcus, isolados da orofaringe de gatos domésticos no Brasil e avaliar os perfis de 

resistência antimicrobiana e a existência de sistemas CRISPR. Os resultados desta investigação 

demonstraram que quase 60% das cepas apresentavam plasmídeos, sendo 99% resistentes a 

pelo menos um dos oito antimicrobianos examinados, sendo um total de 12% considerados 

multirresistentes. A presença de sistemas CRISPR (detectados por PCR), foi baixo (4%) entre 

as 75 cepas estudadas; um achado considerado consistente com papel putativo deste grupo de 

bactérias como reservatório de genes de resistência. Além disso, os autores descreveram pela 

primeira vez a existência de um sistema CRISPR-cas em Staphylococcus lentus. Com base em 

estudos anteriores, que indicaram a associação frequente entre membros do gênero 

Staphylococcus e pulgas, Murrel et al.,(2003); Pornwiroon et al.( 2007); Erickson et al.( 2009); 

Lawrence et al., 2015; Aivelo et al.(2019) seria valioso investigar a presença desses elementos 

na microbiota desses ectoparasitos. Essa informação seria importante em relação à resistência 

aos antibióticos (especificamente ao potencial destas bactérias agirem como reservatórios) e ao 

potencial de suscetibilidade aos fagos. 

 

2.9 Bacteriófagos 

 

Os bacteriófagos, conhecidos como fagos, são vírus que infectam especificamente 

bactérias. Podem ser caracterizados por seus estilos de vida como obrigatoriamente líticos, 

temperados ou crônicos, dentro do hospedeiro (VAN BELLEGHEM et al., 2019). No ciclo 

lítico ou virulento, ao invadir as bactérias, os bacteriófagos se replicam e causam lise das células 

infectadas liberando novos fagos começando um novo ciclo. No ciclo lisogênico, também  

conhecido como temperado, o vírus possui um ciclo lítico, mas adicionalmente é capaz de 

integrar-se na genoma do hospedeiro, ao injetar seu DNA viral, incorporando-se ao genoma da 

bactéria (na forma de um profago), disseminando seu material genético para as células filhas, 

sem que ocorra a lise das células infectadas onde permanecem latentes até serem induzidos 

(geralmente em resposta a algum tipo de dano ao DNA de hospedeiro) a se replicar (KAKASIS; 

PANITSA, 2018). 

about:blank
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 Os fagos também podem se replicar através dos ciclos crônicos ou pseudo-lisogênico, 

estes, ao sair das células hospedeiras, não causam lise (MIRZAEI et al., 2017). O estado 

lisogênico pode ser convertido em lítico quando a bactéria está submetida a condições 

estressantes por exemplo agentes indutores como a mitomicina C, a luz UV, antibióticos em 

concentrações subletais e outros produtos químicos (DE PAEPE et al., 2014). Além disso, a 

competição interespécie entre as bactérias em ambientes naturais pode resultar na produção de 

substâncias como o peróxido de hidrogênio que é capaz de induzir a morte de outras bactérias 

através da indução de fagos lisogênicos (Selva, et al., 2009), demonstrando a importância dos 

estudos sobre o efeito dos bacteriófagos na co-evolução das microbiomas.   

Em contraste com a ideia de usar fagos líticos como terapia antibacteriana, a 

possibilidade de empregar profagos para controle de patógenos recebeu apenas uma atenção 

limitada. No entanto, em algumas situações, a terapia usando indução de profago pode ser 

particularmente atraente como meio de biocontrole por fagos, especialmente onde fagos líticos 

para uma determinada bactéria ou população de bactérias, não podem ser facilmente isolados, 

devido a mecanismos ou requisitos exigentes de crescimento de células hospedeiras de defesa 

fágica codificada pelo hospedeiro (mas onde profágios completos são integrados ao genoma do 

hospedeiro).  

A terapia fágica convencional requer vários estágios, incluindo isolamento, purificação, 

caracterização, produção em massa, determinação de misturas apropriadas de fagos e 

desenvolvimento de um método de entrega apropriado. A possibilidade de usar a indução dos 

profagos presentes na microbiota dos ectoparasitos ainda não foi investigada. Porém estudos 

em laboratório já relataram que os antibióticos podem ser eficazes em níveis subinibitórios 

quando as bactérias carregam fagos latentes, isogênicos (ALBINO, 2011).  

De acordo com Clifton et.al. (2019) utilizando um modelo populacional da relação 

bactéria-fago para examinar o papel que os fagos latentes desempenham na população 

bacteriana ao longo do tempo em resposta ao tratamento com antibióticos, observaram que o 

estresse induzido pela administração de antibióticos, mesmo que as bactérias sejam resistentes 

à morte por antibióticos, é suficiente para controlar a infecção sob certas condições.  

As microbiotas e microbiomas de numerosas espécies de mosquitos e carrapatos têm 

sido o foco de centenas de investigações durante a última década (SCOLARI, et al., 2019; GAO 

et al., 2019; DÍAZ-SÁNCHEZ, et al., 2019). No entanto, apesar desse esforço extensivo, o 

resultado desses estudos foi essencialmente descritivo, com apenas um número muito limitado 

de aplicações práticas relatadas até o momento (CARAGATA, et al., 2019). Ao mesmo tempo, 

e de maneira surpreendente, apenas uma atenção limitada foi dada à avaliação do papel da 

microbiota de pulgas, incluindo C. felis. De fato, somente dois estudos foram realizados durante 

a última década, apesar da importância desse ectoparasita para a saúde humana e animal.  

A finalidade da investigação atual foi empregar uma colônia de laboratório de C. felis 

como um sistema modelo para examinar a composição da microbiota durante diferentes 

estágios de desenvolvimento e avaliar a possível existência de uma microbiota estável. Além 

disso, buscaram avaliar o nível de resistência antimicrobiana na microbiota, a frequência dos 

elementos CRISPR-Cas e desenvolver métodos para estudos futuros que permitiria a ampliação 

do escopo das investigações para incluir populações naturais de C. felis. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

        3.1 Local de Estudos e Coletas de Amostras 

 

O estudo foi realizado nas dependências do Laboratório Multiusuário de Biologia 

Molecular (BIOMOL), Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterinária 

da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). As pulgas da espécie C. felis 

utilizadas no estudo foram coletadas da colônia mantida em gatos do Laboratório de 

Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinária/UFRRJ, cedidas pela Profª Thaís 

Ribeiro Correia Azevedo. As coletas foram realizadas em fevereiro de 2011, maio de 2014, 

agosto de 2015, e maio de 2018. 

            3.2. Processamento de Pulgas para Cultura Bacteriana  

 

As amostras das pulgas (50 ovos, 10 larvas (F3), 10 fêmeas e 10 machos) foram 

coletadas em tubos com tampa de rosca (volume de 1,5 mL) e colocados em gelo por cinco 

minutos para reduzir a atividade. Em seguida, as amostras foram submetidas à lavagem em 

Solução salina tamponada de Fosfato (PBS), pH 7,4 para remoção de bactérias de contaminação 

ambiental/sujeira, seguindo-se o seguinte protocolo. Acrescentou-se 500 µL de PBS estéril nos 

tubos de tampa com rosca contendo as amostras, submetendo-os em seguida a uma 

centrifugação por cinco minutos com rotação de 16000 xg. Este procedimento foi repetido três 

vezes em cada tubo de amostra. Em seguida, as amostras, suspensas em 500 µL de PBS foram 

homogeneizadas utilizando-se 50 mg de esferas de vidro em um "mini-beadbeater" na 

velocidade máxima durante um minuto. Depois de homogeneizadas, as amostras foram diluídas 

em série em PBS (por um fator de 10) para produzir diluições variando de 10-1 a 10-4. 

3.3. Cultura Bacteriana  

 

Alíquotas de 50 µL de cada diluição foram utilizadas para inocular placas em duplicata 

de Ágar nutriente (NA; Difco), que foram então incubadas a 30°C por 96 horas. As placas eram 

examinadas diariamente e representantes dos diferentes tipos de colônia foram selecionadas 

para preparar subculturas em novas placas de NA. Todas as culturas foram sub cultivadas três 

vezes em placas de NA para obter culturas puras. Culturas de estoque foram preparadas usando 

crescimento de 24h recuperado de placas de NA, sendo ressuspendido em caldo nutriente 

(Difco), suplementado com 17% de glicerol e os estoques com posterior armazenamento a -

20°C. 

3.4 Análises Moleculares 

3.4.1 Extração de DNA 

 

A partir das colônias puras isoladas em placas de NA, as bactérias foram suspensas 

numa concentração de aproximadamente 108 células/mL em 500µL de água ultrapura 

(Ambion), em tubos de 1,5mL com tampa de rosca e aquecidas a 100°C por 10 min sendo 

depois centrifugadas (16.000 x g por dois minutos). Após a centrifugação, de 400µL os 
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sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de tampa de rosca e congelados a -20°C 

para análises posteriores. 

 

   3.4.2 Reação em cadeia da polimerase (PCR) para identificação das bactérias 

 

As bactérias foram identificadas por uma combinação de amplificação por reação em 

cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento de amplicons através do método de Sanger. O 

alvo para o ensaio de PCR foi um fragmento de aproximadamente 500 pares de bases (pb), 

referente às regiões hipervariáveis V1, V2 e V3 do gene (16S rDNA) que codifica o RNA 

ribossomal 16S eubacteriana (rRNA). As reações empregaram os iniciadores “primers” 

universais 16S500 “forward” (5‘-TGG AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) e 16S500 

“reverse” (5‘-TAC CGC GGC TGC TGG CAC-3’). A amplificação foi realizada utilizando um 

“mix” composto de uma alíquota de 2 µL de DNA molde, 1,25 µL de tampão de reação (10X 

concentrado), 200 µM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2, 5 pmol de cada primer, 0,5 U de 

platinum Taq “Hot-start” DNA polimerase e água ultra pura (Ambion) para obter um volume 

final de 12,5 µL. As condições de ciclagem para a amplificação foram realizadas com uma 

desnaturação inicial de 95ºC durante cinco minutos (para ativar a polimerase), seguido de 30 

ciclos a 95ºC por 15 segundos, 56ºC por 15 segundos e 72ºC por 15 segundos e a extensão final 

foi realizada a 72 ºC por cinco minutos.  

   3.4.3 PCR para detecção de sistemas CRISPR-Cas 

 

A presença dos sistemas CRISPR em bactérias cocos Gram positivos foi examinada por 

PCR duplex empregando os iniciadores/"primers" e as condições de ciclagem relatados por 

Rossi et al. (2017).  Específicamente, os iniciadores cas1IIF (5'-AAT ATA GAG GGC CAA 

GCG GC-3 ') / cas1IIR (5′-CGC ATG CAG CAA GTT AAT CAG C-3 ′) foram usados para 

detectar um fragmento de 324 pb do gene cas1 das Sistemas CRISPR do tipo II; e cas1IIIF (5'-

TGT TAC TGC GAA GGA AAA TAG C-3 ') / cas1IIIR (5'-CGT CCA CGT TTA AAT TGT 

TTG CC-3 ′), para detectar um fragmento de 471 pb do cas1 gene dos sistemas CRISPR do tipo 

III. Os pares de iniciadores cas1IIF/R e cas1IIIF/R foram utilizados em uma reação duplex 

contendo uma alíquota de 2µL de DNA molde,  0,5 unidades da DNA polimerase  GoTaq G2 

(Promega, Estados Unidos)  2,5 mL de tampão enzimático 5X concentrado (concentração final 

de MgCL2 = 1,5 mM), 0,2 mM de cada dNTP, 0,2 mM de cada primer e água ultra pura 

(Ambion) para obter um volume final de 12,5 µL. Amplificação foi realizada com os seguintes 

parâmetros de ciclo: desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguida por 30 ciclos a 95°C por 

30 s, 50°C por um minuto e 72°C por um minuto e 72°C por três minutos. A espécie S. 

epidermidis (RP62A) foi usada como controle positivo para o tipo III-CRISPR cas 1 e S. 

epidermidis L10 como controle positivo para o tipo II-CRISPR cas1 (ambas gentilmente 

cedidas por Amanda Vieira Araújo Alves do Laboratório de Microbiologia Molecular da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro) foram utilizados como controles positivos da reação. 

Todas as PCRs realizadas neste estudo incorporaram dois controles negativos. O 

primeiro destes compreendia uma amostra em que o DNA de teste foi substituído pela mesma 

quantidade de água de biologia molecular, que foi adicionada ao tubo antes destes serem 

retirados do ambiente (livres de DNA) no qual as misturas para a reação da PCR foram 

preparadas e distribuídas para os tubos de reação individuais. Este controle, denominado água 

dentro, serviu para confirmar que os componentes da mistura da reação estavam livres de DNA 

contaminante. O segundo controle negativo denominado água fora, também foi composto de 
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um tubo pelo qual o DNA foi substituído por um volume equivalente de água de biologia 

molecular. No entanto, este tubo controle foi mantido no ambiente (potencialmente 

contaminado por DNA), durante o período em que os DNA’s moldes foram adicionados aos 

tubos individuais contendo alíquotas da mistura principal para PCR. Este tubo era sempre o 

último tubo a ser preparado. Deste modo, o controle intitulado água fora, serviu para determinar 

se havia ocorrido contaminação durante o processo de adição de amostras de DNA teste nos 

tubos individuais de reação. Uma reação positiva em qualquer controle invalida todas e 

quaisquer reações positivas registradas com os DNA 's nas amostras teste. 

A eletroforese de todos os ensaios acima descritos foi realizada em gel de agarose 1,5%, 

com tampão de corrida Tris-Acetato com EDTA (TAE) (1X= 40 mM Tris base; 40 mM ácido 

acético; 1 mM EDTA pH 8,0), a uma tensão elétrica constante de 5V/cm durante 60 minutos. 

Após a corrida, os fragmentos de DNA presentes no gel de agarose foram corados em Brometo 

de Etídeo (BE: 0,5μg/ml) durante 10 minutos e posteriormente submersos em água destilada 

por 30 minutos para remoção do excesso de BE. Às amostras aplicadas no gel foram 

adicionados 2,5µL de tampão de carregamento de amostra.  

A observação e fotografia foram feitas digitalmente sob iluminação ultravioleta em 

documentador e as imagens resultantes foram analisadas utilizando o software gel analyzer. Em 

todas as PCR’s o peso molecular dos amplicons foi confirmado através da comparação com o 

marcador de peso molecular (100 pb GeneRuler Ladder DNA, produto # SM024, Thermo 

Scientific). 

3.5 Sequenciamento do DNA 

 

Os produtos das PCR foram purificados com Exo-SAP-IT (GE Healthcare Life Sciences 

Code number US 77702) e submetidos ao sequenciamento através do “Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing Kit” (Applied Biosystems Catalog number: 4337455). Os “amplicons” foram 

sequenciados em ambas as direções utilizando os mesmos iniciadores empregados na PCR, e a 

reação de “cycle-sequencing” foi realizada no termociclador modelo 9700 (Applied 

Biosystems), utilizando as seguintes condições: desnaturação inicial à 96°C durante 60 seg, 

seguidos de 30 ciclos de 10 seg a 96°C, 5 segundos à 50°C para o anelamento quatro minutos, 

à 60°C para a extensão. Após a reação, a remoção dos nucleotídeos não incorporados foi feita 

através de precipitação com EDTA/etanol seguido por ressuspensão em 10 μL de formamida 

(Applied Biosystems). Todo o sequenciamento foi realizado utilizando o sequenciador de DNA 

automático (modelo 3500 Applied Biosystems), localizado no Departamento de Parasitologia 

Animal, UFRRJ. O alinhamento das sequências foi realizado utilizando o programa 

Sequencher® (Versão 5.3; Gene codes Corporation), e as sequências obtidas foram 

identificadas usando o programa BlastN, junto ao banco de dados GenBank.  

3.6 Avaliação de Resistência Antimicrobiana 

3.6.1 Preparação de culturas iniciais 

 

Um total de 155 culturas bacterianas, representando as culturas-estoque produzidas a 

partir de quatro pontos de coleta diferentes (2011- 2018), foram utilizadas para inocular placas 

de NA, com incubação a 30°C por 48 horas. Colônias únicas e bem isoladas foram inoculadas 

em 3 mL de caldo nutritivo com incubação a 30°C por 18 h. Posteriormente, as culturas de 

caldo foram armazenadas a 4°C. Esses caldos serviram como culturas iniciais para uso na 
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avaliação da resistência antimicrobiana aos sete compostos seguintes; ampicilina, cloranfenicol, 

cloreto de mercúrio (HgCl2), estreptomicina, nitrofurantoína, oxitetraciclina e rifampicina. 

 3.6.2 Preparação de soluções estoque de agentes antimicrobianos 

 

Os antibióticos foram preparados como soluções estoque em concentrações finais de 

100 mg / mL em PBS (ampicilina, estreptomicina e HgCl2) ou em etanol a 70% (cloranfenicol). 

No caso da oxitetraciclina, a solução estoque foi preparada a uma concentração de 50 mg / mL 

em hidróxido de sódio 0,1 M (NaOH). Todas as soluções foram esterilizadas por filtração por 

membrana (filtro de membrana 0,22 µM, Millipore). As soluções estoquem de nitrifuratonina 

e rifampicina foram preparadas em N, N-dimetil formamida estéril a uma concentração final de 

50 mg / mL. Todas as soluções de estoque foram armazenadas a -20°C em alíquotas de 1 ml, 

para evitar ciclos repetidos de congelamento e descongelamento. 

3.6.3 Culturas controladas 

 

Duas cepas bacterianas, obtidas de dentro da coleção de culturas bacterianas do 

laboratório BIOMOL, foram empregadas como controles internos para garantir a 

reprodutibilidade entre os ensaios. As culturas utilizadas foram Escherichia coli DH5α (código 

R2 na coleção do BIOMOL) e Pseudomonas aeruginosa (código R16). As culturas iniciais 

desses organismos foram preparadas como descrito acima e armazenadas a 4C. Os perfis de 

resistência (concentração inibitória mínima - CIM) das cepas de controle foram determinados 

usando um método padronizado de microdiluição (em caldo) realizado em placas de 96 poços 

(Sarstedt). A concentração inicial foi de 100 µg/mL (preparada em caldo nutriente). Esta 

solução foi diluída em série (por um fator de dois), usando uma pipeta multicanal para produzir 

poços contendo concentrações de 50, 25, 12,5, 6,25. 3.125 e 1.625 µg/mL (o volume final em 

cada poço foi de 150 µL). Cada placa também continha poços com caldo de nutrientes 

(controles livres de antibióticos). Esses poços serviram como controle positivo de inoculação; 

em que o crescimento bacteriano (turbidez) nesses poços foi comparado ao crescimento 

registrado na presença das diferentes concentrações de cada composto antimicrobiano. As 

culturas utilizadas para a determinação da CIM foram preparadas como se segue. As placas de 

NA foram inoculadas com crescimento das culturas iniciadoras (mantidas a 4°C) com 

incubação a 30°C por 48 horas para produzir colônias únicas. As placas (96 poços), contendo 

150 µl de caldo nutritivo / poço, foram inoculadas com crescimento de uma única colônia e as 

placas foram incubadas por três horas para garantir que as culturas crescessem ativamente. A 

inoculação das placas contendo as soluções antimicrobianas foi realizada utilizando uma pipeta 

multicanal. As ponteiras da pipeta foram imersas nas culturas bacterianas e foram 

imediatamente imersas nos poços contendo as soluções antimicrobianas. As placas foram 

incubadas a 30°C por 72 horas, com inspeção diária. O nível de crescimento registrado nos 

poços de controle positivo (sem antibiótico) foi comparado ao obtido nos poços contendo as 

diferentes concentrações de cada antimicrobiano e a última concentração demonstrada para 

inibir o crescimento (turbidez) foi considerada a CIM.  

  3.6.4 Determinação de perfis de resistência antimicrobiana da bactéria isolada de pulgas 

 

Com base no grande número de isolados a serem examinados (137 isolados) foi tomada 

a decisão de usar uma abordagem de linha de corte ("cut-off") para determinar resistência ou 

suscetibilidade. Essa decisão foi motivada principalmente por razões financeiras. Assim, todos 
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os agentes antimicrobianos foram avaliados inicialmente a uma concentração de 10 µg/mL. O 

procedimento usado para preparar as culturas e inocular os caldos foi como relatado acima para 

as culturas de controle. Com base nessas análises iniciais, as culturas foram classificadas como 

resistentes (crescimento a 10 µg/mL) ou suscetíveis (sem crescimento a 10 µg/mL). Todas as 

culturas foram examinadas pelo menos duas vezes e cada experimento incluiu as cepas de 

controle como controles internos de qualidade para a variação intra-ensaio. As estirpes 

consideradas resistentes para os diferentes antimicrobianos foram avaliadas posteriormente 

para determinar a sua capacidade de crescer na presença de concentrações mais elevadas (até 

100 µg/mL) dos compostos aos quais foram inicialmente considerados resistentes. Para 

conseguir isso, concentrações de 12,5, 25, 50 e 100 µg/mL foram avaliadas usando os mesmos 

métodos descritos acima. 

3.7 Análise Eletroforética em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) de Proteínas Totais 

3.7.1 Preparação do crescimento bacteriano 

 

A técnica de desnaturação da eletroforese em gel de poliacrilamida em (SDS-PAGE) foi 

utilizada para examinar o perfil de bandas das proteínas celulares totais das diferentes bactérias 

cocos Gram-positivas recuperadas das pulgas. O crescimento bacteriano para SDS-PAGE foi 

produzido em placas de NA com incubação a 30°C por 48h. Todo o crescimento foi coletado 

das placas e ressuspenso em 5mL de PBS para produzir suspensões homogêneas. As suspensões 

resultantes foram divididas em alíquotas de 1 mL em microtubos com tampa de rosca (volume 

de 1,5 mL) e as células foram coletadas por centrifugação 16000 X g durante 5 min. O 

sobrenadante foi descartado e os “pellets” foram congelados a -20°C. 

   3.7.2 Preparação das amostras e eletroforese  

 

Os “pellets” foram retirados do freezer e homogeneizados em 25 µl de água ultrapura.  

Em seguida 25 µL de tampão da amostra (glicerol 20%, β-mercaptoetanol 10%, SDS  4%, Tris-

HCl pH 6,8 (0,125 M), e azul de bromofenol 0,2%), foram adicionados a cada tubo e misturadas 

(por agitação leve para evitar a produção de um excesso de espuma). Os tubos foram fervidos 

por 10 minutos, centrifugados rapidamente e 20 µL da mistura foram aplicados no gel de 

“stacking” (4% poliacrilamida). Os géis de resolução (12.5% poliacrilamida), com 0,75 mm de 

espessura foram confeccionados e submetidos a corrida (120 V durante 105 minutos) em 

tampão Tris-glicina (25 mM Tris, 192 mM Glicina, 0.1% SDS, pH 8.3), usando um sistema 

mini-Protean 3 (BIO-RAD). Os géis foram corados com azul brilhante de Coomassie R-250 

0,25% (p/v) dissolvido em 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de ácido acético durante 45 

minutos.  

A marcação em excesso (“background”) foi removida por descoloração com uma 

solução de 20% (v/v) de metanol e 5% (v/v) de ácido acético por 30min. Imagens dos géis 

foram capturadas digitalmente por escaneamento. A metodologia empregada neste estudo foi 

qualitativa em vez de quantitativa (nenhum marcador foi incluído nos géis para determinar os 

pesos moleculares das bandas). No entanto, para avaliar a variabilidade intra-experimental, 

todos os géis incluíram uma preparação padronizada de proteínas celulares totais produzidas a 

partir de uma cultura de 24 horas de E. coli DH5α. 
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RESULTADOS 

 

4.1 Identificação dos Isolados Através do Sequenciamento do Gene 16S  rDNA 

 

Foram isoladas e sequenciadas através do gene 16S rDNA um total de 155 bactérias 

cultiváveis pertencentes à microbiota das pulgas C. felis coletadas nos diferentes anos nas 

diferentes fases da vida (ovos, larvas e adultos - machos e fêmeas).  Verificaram trinta isolados 

de 2011; 39 isolados de 2014; 36 isolados de 2015 e 50 isolados de 2018, porém, dentre as 155 

bactérias, 11 isolados não foram identificados por sequenciamento e dois foram excluídos das 

análises, devido contaminação das amostras, portanto, foram identificadas através do 

sequenciamento um total de 142 bactérias. 

Das 142 bactérias identificadas, foram encontrados quatro Filos Firmicutes, 

Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes, sendo Firmicutes o de maior ocorrência. Dentre 

os Filos foram identificados 21 gêneros diferentes, Actinobacterium, Agrococcus, Arthrobacter, 

Bacillus, Brachybacterium, Brevibacterium, Corynebacterium, Curtobacterium, Cytophaga, 

Dermacoccus, Enterobacter, Enterococcus, Exiguobacterium, Jeotgalicoccus, Kocuria, 

Microbacterium, Micrococcus, Naxibacter, Sinomonas, Staphylococcus, e Stenotrophomonas, 

além de 38 espécies (Tabela 1). 

Do Filo Firmicutes, a maioria dos isolados tiveram sua identidade de sequência mais 

significativa atingida pelo gênero Staphylococcus representado por 70,4% da quantidade total 

de bactérias identificadas. Desses 70,4%, a espécie predominante entre todas as fases e anos foi 

S. nepalensis (23,2%), seguida por S. saprophyticus (15,4%), S. lentus (14,7%) e S. cohnii 

(7,7%). 

 

 
Tabela 1. Bactérias cultiváveis pertencentes à microbiota das pulgas Ctenocephalides felis coletadas em diferentes 

anos identificadas por sequenciamento do gene 16S rDNA. 

 

Espécies  2011 2014 2015 2018 Total 

Actinobacteria sp.    2 2 

Agrococcus terrus  1   1 

Arthrobacter creatinolyticus 1    1 

Arthrobacter oryzae 3    3 

Bacillus koreensis 1    1 

Bacillus megaterium 1    1 

Bacillus sp.    1  1 

Brachybacterium sp.    1 1 

Brevibacterium jeotgali  1   1 

Brevibacterium sp.   1  1 

Corynebacterium sp.  1  1 2 

Curtobacterium sp.   1  1 
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Cytophaga sp.  1   1 

Dermacoccus sp.   1 2 3 

Enterobacter cloacae   1  1 

Enterobacter ludwiggi   1  1 

Enterococcus faecalis  2  1 3 

Enterococcus hirae 1    1 

Exiguobacterium acetylicum 1    1 

Jeotgalicoccus sp.   1 3 1 5 

Kocuria koreensii    1 1 

Microbacterium sp.   2  2 

Micrococcus luteus   2  2 

Naxibacter sp. 1    1 

Sinomonas atrocyanae 3    3 

Staphylococcus cohnii 2  3 5 10 

Staphylococcus epidermidis  1 1  2 

Staphylococcus equorum  1    

Staphylococcus kloosii    1 1 

Staphylococcus lentus genotype 1  5 4 6 15 

Staphylococcus lentus genotype 2  5  1 6 

Staphylococcus nepalensis 9 14 4 6 33 

Staphylococcus pettenkoferi    2 2 

Staphylococcus pseudolugduensis  1   1 

Staphylococcus saprophyticus 7 2 2 11 22 

Staphylococcus sciuri    1 1 

Staphylococcus xylosus   1 2 3 

Stenotrophomonas maltophilia    1 1 

Total 30 36 28 48 142 

 

As fases de ovos e larvas apresentaram uma maior variedade de espécies de bactérias 

comparadas às fases adultas (Tabela 2). 

 

 

 

 

Tabela 2. Bactérias cultiváveis das pulgas Ctenocephalides felis coletadas em diferentes anos (2011-

2018) e fases (Ovos, Larvas, Adultos- Machos e Fêmeas, identificadas por sequenciamento do gene 16S rDNA. 
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Fases 

 

 Ano  

Total Gênero  

2011 

 

2014 

 

2015 

 

2018 

 

Ovos 

 

Brachybacterium 

    

1 

 

1 

 Brevibacterium  1   1 

 Corynebacterium  1   1 

 Micrococcus   1  1 

 Naxibacter 1    1 

 Cytophaga  1   1 

 Actinobacterium    2 2 

 Bacillus  2    2 

 Dermacoccus   1 1 2 

 Enterococcus 1   1 2 

 Jeotagaliococcus  1  1 2 

 Sinomonas 3    3 

 Arthrobacter 4    4 

 Staphylococcus 2 7 3 5 17 

 Total 13 11 5 11 40 

Larvas Agrococcus  1   1 

 Brevibacterium   1  1 

 Corynebacterium    1 1 

 Curtobacterium   1  1 

 Enterococcus  1   1 

 Exiguobacterium 1    1 

 Micrococcus   1  1 

 Enterobacter   2  2 

 Jeotagaliococcus   3  3 

 Staphylococcus 7 8 6 9 30 

 Total 8 10 14 10 40 

Fêmeas Dermacoccus    1 1 

 Enterococcus  1   1 

 S. maltophilia    1 1 

 Staphylococcus 6 7 4 12 29 

 Total 6 8 4 14 32 

Machos Bacillus   1  1 

 Kocuria    1 1 

 Microbacterium   2  2 
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4.2 Resistência Microbiana 
  

Na tabela 3 foi observado o número de bactérias (unidades formadoras de colônias / 

mL) nos diferentes anos e estágios do desenvolvimento das pulgas. 

 

 

 

Tabela 3. Número de bactérias (unidades formadoras de colônias / mL) recuperadas dos diferentes estágios de 

desenvolvimento das pulgas processadas entre 2011 e 2018. 

 

 

Estágios 

Anos de coletas 

 2011 2014 2015 2018 

 UFC/mL  

    

   Ovos 

 

          

         2,0 x 104 

 

          3,6 x 105 

 

          8,8 x 104 

 

          1,4 x 105 

  Larvas 

 

         7,8 x 105           2,6 x 106           4,4 x 105           5,0 x 105 

  Fêmeas 

 

         3,6 x 105           5,2 x 105           3,8 x 105           1,8 x 105 

  Machos          2,2 x 105           3,8 x 105           2,4 x 105           2,4 x 105 

UFC=Unidades formadoras de colônias. OBS.: Machos e Fêmeas adultos. 

 

No ano de 2011, um total de 2 x 104 colônias por mL de homogenato foram recuperados 

dos ovos (Tabela 4). Um total de 13 isolados que demonstraram morfologias distintas de 

colônias foram selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 8 

espécies bacterianas (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os 13 isolados. A 

maioria das espécies (7/8) foi Gram-positiva. A única bactéria Gram-negativa foi Naxibacter, 

um betaproteobacteria, considerado um isolado multirresistente, por apresentar resistência a 

três antimicrobianos (ampicilina, nitrofurantoína e estreptomicina, todos em concentração de 

25 µg/mL). 

 Staphylococcus 3 7 2 12 24 

 

 Total 3 7 5 13 28 
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Tabela 4. Resistência bacteriana das bactérias cultiváveis pertencentes à microbiota das pulgas Ctenocephalides 

felis em diferentes fases (Ovos, Larvas, Adultos - Machos e Fêmeas) coletadas em 2011. 

Amostra 
 

 
Identificação (16S rDNA) Perfil de resistência  

Ovos 

 

 

O1 

 

 

Arthrobacter oryzae 

  

 O2 Arthrobacter oryzae N10 

 O3 Arthrobacter oryzae A10 

 O4 Arthrobacter creatinolyticus N50 

 O5 Sinomonas atrocyanae A25 / N25 

 O6 Staphylococcus cohnii   

 O7 Bacillus megaterium   

 O8 Enterococcus hirae   

 O10 Staphylococcus cohnii   

 O11 Naxibacter sp. A25/ N25/S25 

 O12 Sinomonas atrocyanae   

 O13 Sinomonas atrocyanae N50 

 O15 Bacillus koreensis N10 

Larvas 
 

LA1 
Exiguobacterium acetylicum   

 LA2 Staphylococcus aprophyticus N10 

 LB Staphylococcus aprophyticus N10 

 LC Staphylococcus aprophyticus N10 

 LD Staphylococcus nepalensis C10 

 LE Staphylococcus nepalensis C25 

 LF Staphylococcus nepalensis C10 

 LGW                       Staphylococcus aprophyticus N10 

Fêmeas  F1 Staphylococcus nepalensis   

 F2 Staphycoccus saprophyticus  

 F3 Staphylococcus nepalensis   

 F4 Staphylococcus nepalensis   

 F5 Staphylococcus nepalensis C25/ Ox25 

 F6 Staphylococcus aprophyticus N10 

Machos M1 Staphylococcus nepalensis Ox25 
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A=Ampicilina; Cloranfenicol; N=nitrofurantoína; Ox=oxitetraciclina; S=Estreptomicina. 

OBS.: Machos e Fêmeas adultos. 

 

A maioria (9/12) dos isolados Gram-positivos foram bastões representados por 

membros dos Filos Actinobacteria (A. oryzae (3 isolados); A. creatinolyticus (1 isolado); S. 

atrocyanae (3 isolados) e Firmicutes (Bacillus megaterium (1 isolado); Bacillus koreensis (1 

isolado). Os outros três organismos foram cocos Gram-positivos e membros do Filo Firmicutes 

(S. cohnii) (2 isolados) e Enterococcus harae (1 isolado). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados dos ovos de pulgas de 2011 (Tabela 

4), demonstraram que todos os cocos foram sensíveis a cada um dos sete antimicrobianos 

examinados, assim como o isolado de Bacillus megaterium (07). O isolado de Bacillus 

koreensis (O15) mostrou resistência à nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL). Os perfis de 

resistência a antibióticos dos membros da Actinobacteria foram mais variados. O isolado de A. 

creatinolyticus (O4) foi resistente a nitrofurantoína (CIM 100 µg/mL), os isolados de A. oryza 

(O1) e S. atrocyanae (O12) foram sensíveis a todos os sete antimicrobianos. O isolado A. oryzae 

(O2) foi resistente ao nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL), enquanto A. oryzae (O3) foi resistente 

a ampicilina (CIM 12,5 µg/mL). Os outros dois isolados de S. atrocyanae (O5 e O13) também 

demonstraram perfis de resistência distintos. O isolado (O5) foi resistente a ampicilina e 

nitrofurantoína, com valores de CIM de 50 µg/mL para ambos os antimicrobianos. Por último, 

o isolado (013) foi resistente apenas a nitrofurantoína, porém o nível de resistência foi maior 

CIM de 100 µg/ml. Um total de 7,8 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados 

das larvas. Um total de 8 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias foram 

selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas três espécies 

bacterianas, (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os 8 isolados. Todos foram 

Gram-positivos. 

A maioria (7/8) dos isolados foi de cocos representados por membros do Filo Firmicutes 

(S. saprophyticus (quatro isolados); S. nepalensis (três isolados). O outro organismo foi um 

bastão Gram positivo membro do Filo Firmicutes (Exiguobacterium acetylicum;1 isolado). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados de larvas 2011 (Tabela 4), 

demonstrou que todas as bactérias foram resistentes a pelo menos um dos sete antimicrobianos 

examinados, exceto Exiguobacterium (LA1) que foi sensível a cada um dos antimicrobianos 

testados. Ambos os isolados de S. saprophyticus (LA2, LB, LC), apresentaram resistência à 

nitrofuranoína na concentração de 12,5 µg/mL. Os isolados de S. nepalensis (LD, LE e LF), 

foram resistentes ao cloranfenicol (CIM de 12,5 µg/mL), porém, o nível de resistência de S. 

nepalensis (LE) foi maior (CIM 50 µg/mL). 

Um total 3,6 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados das fêmeas. Um 

total de 6 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias foram selecionados e 

utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas duas espécies bacterianas, (com 

base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os seis isolados. Todas as espécies foram 

classificadas como cocos Gram-positivos pertencentes ao Filo Firmicutes (S. nepalensis (4 

isolados); S. saprophyticus (2 isolados). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das pulgas fêmeas de 

2011 (Tabela 4), demonstraram perfis de resistência variados entre as bactérias da mesma 

espécie, S. nepalensis (F5) apresentou resistência ao cloranfenicol (CIM 50 µg/mL) e a 

 M2 Staphylococcus aprophyticus  

 M3 Staphylococcus nepalensis A25/C25/N10/S25/O   x25 
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oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), porém os demais isolados de S. nepalensis (F1, F3 F4), foram 

sensíveis a todos os antimicrobianos testados. O mesmo ocorreu para os isolados de S. 

saprophyticus (F2 e F6), enquanto (F2) foi sensível a cada um dos antibióticos testados, o (F6) 

apresentou resistência à nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL). 

Um total de 2,2 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados de pulgas 

machos (Tabela 3). Um total de 3 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias 

foram selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 2 espécies 

bacterianas, (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os três isolados. Todos os 

isolados foram classificados como cocos Gram-positivos membros do Filo Firmicutes (S. 

nepalensis (2 isolados); S. saprophyticus (1 isolado). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das pulgas machos de 

2011 (Tabela 4), demonstraram que S. saprophyticus (M2) foi sensível a todos os 

antimicrobianos utilizados. Os isolados de S. nepalensis apresentaram perfis de resistência 

distintos, o isolado de S. nepalensis (M1) foi resistente apenas a oxitetraciclina (CIM 50 

µg/mL), enquanto que o S. nepalensis (M3) foi considerado um organismo multirresistente, por 

apresentar resistência a cinco antimicrobianos (ampicilina, cloranfanfenicol, oxitetraciclina e 

estreptomicina, todos em concentrações de 50 µg/mL e nitrofurantoína na concentração de 12,5 

µg/mL). 

No ano de 2014, representados na tabela abaixo, (Tabela 5), um total 3,6 x 105 colônias 

por mL de homogenato foram recuperados dos ovos. Um total de 11 isolados demonstrou 

morfologias distintas de colônias, foram selecionados e utilizados para produzir culturas puras. 

Foram identificadas 8 espécies bacterianas, (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre 

os 11 isolados. A maioria das espécies (7/8) foram Gram-positivas. A única bactéria Gram-

negativa foi o Cytophagae sp. membro do Filo Bacteroidetes, do qual não foi realizado o teste 

antimicrobiano, devido ao fato dessa cepa não ter crescido na placa no dia da realização do 

teste. A maioria (8/11) dos isolados Gram-positivos foram cocos representadas por membros 

dos Filos Firmicutes (S. lentus (dois isolados); S. nepalensis (três isolados), S. equorum (um 

isolado); S. pseudolugnensis (um isolado); Jeotagaliococcus sp. (um isolado). Os outros três 

organismos eram em forma de bastão e membros do Filo Actinobacteria (Brevibacterium 

jeotgali (um isolado); Corynebacterium sp. (um isolado) e do Filo Bacteroidetes (Cytophaga 

sp.; um isolado). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos dos ovos das pulgas de 

2014, demonstraram que Jeotagaliococcus sp. (O10) apresentou resistência a oxitetraciclina 

(CIM acima de 100 µg/mL). O isolado de S. pesudolugnensis (O6) também apresentou 

resistência a oxitetraciclina em um nível de concentração menor (CIM 12,5 µg/mL). Os isolados 

de S. lentus (O1, O7) apresentaram perfis distintos, S. lentus (O1) também foi resistente a 

oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), enquanto S. lentus (O7) foi sensível a cada um dos 

antimicrobianos testados. O mesmo ocorreu com os isolados de S. nepalensis (O2 e O8), ambos 

foram resistentes a nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL), porém o S. nepalensis (08) foi resistente 

também a oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), enquanto que o S. nepalensis (O11) foi sensível a 

cada um dos antimicrobianos testados. 
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Tabela 5. Resistência bacteriana das bactérias cultiváveis pertencentes à microbiota das pulgas Ctenocephalides 

felis em diferentes fases (Ovos, Larvas, adultos - Machos e Fêmeas) coletadas em 2014. 

 

Amostra    Código Identificação (16S rDNA) Perfil de resistência 

   Ovos O1 Staphylococcus lentus genotype 2 Ox 12,5 

 O2 Staphylococcus nepalensis N10 

 O3 Staphylococcus equorum  

 O4 Brevibacterium jeotgali  

 O5 Cytophaga X 

 O6 Staphylococcus pseudolugduensis Ox10 

 O7 Staphylococcus lentus genotype1  

 O8 Staphylococcus nepalensis N10/O25 

 O9 Corynebacterium sp  

 O10 Jeotgalicoccus sp. Ox100 

 O11 Staphylococcus nepalensis  

    Larvas L1 Staphylococcus lentus genotype 2 A100/O12,5 

 L2 Staphylococcus lentus genotype 1  

 L3 Staphylococcus nepalensis C25 

 L4 Staphylococcus nepalensis  

 L5 Staphylococcus lentus genotype 2 A10/O25 

 L6 Staphylococcus saprophyticus  

 L7 Enterococcus faecalis  

 L8 Staphylococcus saprophyticus  

 L9 Staphylococcus lentus genotype 1  

 L10 Agrococcus terrus  

     Fêmeas  F1 Staphylococcus lentus genotype 2 Ox25 

 F2 Staphylococcus nepalensis  

 F3 Staphylococcus nepalensis N10 

 F4 Staphylococcus nepalensis Ox25 

 F5 Staphylococcus lentus genotype 1  

 F6 Staphylococcus nepalensis X 

 F8A Staphylococcus lentus genotype2 Ox25 

 F8B Enterococcus faecalis N10 

      Machos M1 Staphylococcus nepalensis  

 M2 Staphylococcus nepalensis Ox10 

 M3 Staphylococcus nepalensis  
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 M4 Staphylococcus epidermidis Ox25 

 M7 Staphylococcus nepalensis X 

 M8 Staphylococcus nepalensis Ox50 

 M9 Staphylococcus lentus genotype 1  

A=Ampicilina; Cloranfenicol; N=Nitrofurantoína; Ox=Oxitetraciclina; X=Não foi 

testada contra os antimicrobianos. OBS.: Machos e fêmeas adultos.  

 

Um total de 2,6 x 106 colônias por mL de homogenato foram recuperados das larvas. 

Foi selecionado um total de 10 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias 

para produzir culturas puras. Cinco espécies bacterianas foram identificadas (com base no 

sequenciamento de 16S rDNA), entre os 10 isolados. Todas as bactérias foram cocos Gram-

positivas representados por membros dos Filos Actinobacteria (Agrococcus terrus; 1 isolado) e 

Firmicutes (S. lentus (4 isolados); S. nepalensis (2 isolados); S. saprophyticus (2 isolados) e 

Enterococcus faecalis (1 isolado) 

Os dados de resistência a antibióticos das bactérias das larvas coletadas em 2014 (Tabela 

5), demonstraram que os isolados de S. lentus (L1, L2, L5, L9) apresentaram resistência 

distintas, enquanto L1 foi resistente a ampicilina (CIM maior que 100 µg/mL) e a oxitetracilina 

(CIM 25 µg/mL) o isolado de S. lentus (L5) apresentou resistência aos mesmos antibióticos, no 

entanto em concentrações distintas (CIM 12,5 µg/mL e 50 µg/mL, respectivamente), já os 

isolados S. lentus (L2 e L9) foram sensíveis a todos os antibióticos testados. Assim como 

ocorreu com os isolados de S. nepalensis (L3 e L4), onde o (L3) foi resistente ao cloranfenicol 

(CIM 50 µg/mL) e o S. nepalensis (L4) apresentou sensibilidade a todos os antimicrobianos 

testados. Os isolados S. saprophyticus (L6 e L8) e Agrococcus terrus (L10) foram sensíveis a 

todos os antimicrobianos testados.  

Em relação às pulgas fêmeas de 2014, um total de 5,2 x 105 colônias por mL de 

homogenato foram recuperados, um total de 9 isolados que demonstraram morfologias distintas 

de colônias foram selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 3 

espécies bacterianas, entre os 9 isolados. Dentre eles, uma espécie não foi identificada, ficando 

com um total de 8 isolados identificados, (com base no sequenciamento de 16S rDNA). Todos 

os isolados foram cocos Gram-positivos membros do Filo Firmicutes (S. lentus (3 isolados); S. 

nepalensis (4 isolados); Enterococcus faecalis (1 isolado). 

Em relação aos dados de resistência aos antibióticos das bactérias isoladas das pulgas 

fêmeas coletadas em 2014 (Tabela 5), foi observado que Enterococcus faecalis (F8B) 

apresentou resistência à nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL). Os isolados S. lentus (F1, F8A, F5) 

apresentaram resistência distinta, ambos os S. lentus (F1, F8A) foram resistentes à 

oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), porém S lentus (F5) foi sensível a todos os antimicrobianos 

testados. Assim como ocorreu com os isolados de S. nepalensis, enquanto (F2) foi sensível a 

todos os antimicrobianos testados, os isolados S. nepalensis (F3, F4) apresentaram resistência 

a diferentes antimicrobianos, F3 a nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL) e o F4 a oxitetraciclina 

(CIM 50 µg/mL), o isolado S. nepalensis (F6) não foi testado, pois essa cepa não cresceu na 

placa no dia da realização do teste antimicrobiano.  

Um total de 3,8 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados dos machos. 

Um total de nove isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias foram 

selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas três espécies 

bacterianas, entre os nove isolados. Dentre os nove isolados, duas espécies não foram 
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identificadas, ficando com um total de 7 isolados identificados, (com base no sequenciamento 

de 16S rDNA). 

Todas os sete isolados foram classificados como cocos Gram-positivos pertencentes ao 

Filo Firmicutes, sendo S. nepalensis (5 isolados), S. lentus (1 isolado) e S. epidermidis (1 

isolado).  

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das pulgas machos 

coletados em 2014 (Tabela 5), demonstraram que o isolado de S. epidermidis (M4) apresentou 

resistência a oxitetraciclina (CIM 50 g/mL), os isolados de S. nepalensis apresentaram 

resistências distintas, enquanto (M1, M3) foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados, 

os isolados (M2, M8) foram resistente a oxitetraciclina, porém em concentrações diferentes 

(CIM 12,5 e 100 µg/mL respectivamente). O S. nepalensis (M7) não foi testado, pois essa cepa 

não cresceu na placa no dia da realização do teste antimicrobiano. 

  

 

Tabela 6. Resistência bacteriana das bactérias cultiváveis pertencentes à microbiota das pulgas Ctenocephalides 

felis em diferentes fases (Ovo, Larvas, Machos e Fêmeas) coletadas em 2015. 

 

Amostra         Código Identificação (16S rDNA)       Perfil de resistência 

Ovos O1 Staphylococcus nepalensis N10/Ox25 

 O2 Micrococcus luteus A10/Ox25 

 O4 Dermacoccus sp. N50 

 O5A Staphylococcus nepalensis  

 O5B Staphylococcus lentus genotype 1 N10/Ox25 

Larvas L1 Staphylococcus lentus genotype 1 A25/N10 

 L2 Jeotgalicoccus sp. Ox50 

 L3A Jeotgalicoccus sp. Ox50 

 L3B Staphylococcus saprophyticus Ox50 

 L4 Staphylococcus saprophyticus N10/Ox50 

 L5 Micrococcus luteus Ox10 

 L6 Curtobacterium sp.  

 L7 Enterobacterium cloacae A50/O50 

 L8 Enterobacteria ludwiggi 00/C25/N50/S25/Ox50 

 L9 Staphylococcus lentus genotype1 A50/N50 

 L10 Staphylococcus xylosus Ox100 

 L11 Brevibacterium sp. Ox10 

 L12 Jeotgalicoccus sp. Ox10 

 L13 Staphylococcus nepalensis Ox25/N10 

 F1 Staphylococcus cohnii A25 
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 F4 Staphylococcus cohnii N10/O10 

 F5 Staphylococcus lentus genotype1 Ox25 

 F6 Staphylococcus cohnii  

Machos M1 Microbacterium sp.  

 MIB Bacillus sp.  

 M3 Staphylococcus epidermidis   X 

 M4 Microbacterium sp. A12,5 

 M7 Staphylococcus nepalensis Ox10 

A=Ampicilina; C=Cloranfenicol; N=Nitrofurantoína; Ox=Oxitetraciclina; S=Estreptomicina;  

X=Não foi testada contra os antimicrobianos. OBS.: Machos adultos. 

 

No ano de 2015, um total de 8,8 x 104 colônias por mL de homogenato foram 

recuperados dos ovos. Um total de sete isolados demonstrou morfologias distintas de colônias 

foram selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas quatro 

espécies bacterianas, entre sete isoladas. Dentre estas isoladas, duas espécies não foram 

identificadas por sequenciamento, ficando com um total de cinco isolados identificados, (com 

base no sequenciamento de 16S rDNA). Todos os cinco isolados foram classificados como 

cocos Gram-positivos, membros dos Filos Firmicutes (S. nepalensis (2 isolados); S. lentus (1 

isolado) e Actinobacteria (Micrococcus luteus (1 isolado); Dermacoccus sp. (1 isolado). 

(Tabela 6). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos de ovos de pulgas de 

2015 (Tabela 6), demonstraram que somente um isolado foi sensível a todos os antimicrobianos, 

o isolado S. nepalensis (O5A), entretanto, o outro isolado da espécie S. nepalensis (O1) 

apresentou resistência à nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL) e a oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), 

o isolado S. lentus (O5B) apresentou o mesmo perfil de resistência que O1. O Dermacoccus sp. 

(04) foi resistente a nitrofurantoína (CIM 100 µg/mL) e o isolado Micrococcus luteus (O2) 

apresentou resistência a ampicilina (CIM 12,5 µg/mL) e oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL). 

Um total de 4,4 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados das larvas. 

Um total de 14 isolados demonstrou morfologias distintas de colônias foram selecionados e 

utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 10 espécies bacterianas, entre os 

14 isolados.  

A maioria das espécies (8/10) foi classificada como Gram-positivas. Entre os isolados 

identificados (2/10) foram Gram-negativos pertencentes ao Filo das Proteobacterias, o isolado 

Enterobacter cloacae (L7) apresentou resistência a ampicilina e oxitetraciclina (CIM 100 

µg/mL) e Enterobacter ludwiggi (L8) foi considerado um organismo multirresistente, por 

apresentar resistência a mais de três antimicrobianos (ampicilina com uma CIM acima de 100 

µg/mL, cloranfenicol e estreptomicina (CIM 50 µg/mL), nitrofurantoina e oxitetraciciclina CIM 

100 µg/mL. 

A maioria das bactérias isoladas (10/14) foram classificadas como cocos Gram-positivas 

representadas por membros dos Filos Actinobacteria Micrococcus luteus (1 isolado) e 

Firmicutes (S. lentus (2 isolados); Jeotagalioccus sp. (3 isolados); S. saprophyticus (2 isolados); 

S. xylosus (1 isolado); S. nepalensis (1 isolado). Dois isolados Gram-positivos foram bastões 

(2/14) e membros do Filo Actinobacteria (Curtobacterium sp. (1 isolado); Brevibacterium sp. 
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(1 isolado). E (2/14) dos isolados foram bastões Gram-negativos pertencentes ao Filo das 

Proteobacterias, (Enterobacter cloacae (1 isolado); Enterobacter ludwiggi (1 isolado). 

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das larvas de 2015 

(Tabela 6), demonstraram que todos os isolados apresentaram resistência a pelo menos um 

antimicrobiano testado, exceto o Curtobacterium sp (L6) que foi sensível a todos os 

antimicrobianos testados. Os isolados de Micrococcus luteus (L5) e Brevibacterium sp (L11) 

mostraram resistência a oxitetraciclina na mesma concentração de 12,5 µg/mL. O isolado S. 

xylosus foi resistente a oxitetraciclina em uma concentração maior que 100 µg/mL e o S. 

nepalensis foi resistente a oxitetraciclina (CIM de 50 µg/mL) e nitrofurantoína (CIM de 12,5 

µg/mL). Ambos os isolados de Jeotagaliococcus sp apresentaram resistência a oxitetraciclina 

na concentração de 100 µg/mL, porém o (L12) apresentou uma concentração inibitória mínima 

mais baixa de 12,5 µg/mL. Os dois isolados S. lentus (L1 e L9) apresentaram resistência a 

ampicilina e a nitrofurantoína, porém em concentrações distintas, o (L1) apresentou uma CIM 

de 50 µg/mL para ampicilina e 12,5 µg/mL de nitrofurantoína e o (L9) apresentou CIM de 100 

µg/mL para ambos antimicrobianos. Os dois isolados da espécie S. saprophyticus (L3B e L4) 

foram resistentes a oxitetraciclina (CIM de 100 µg/mL), porém o L4 também apresentou 

resistência à nitrofurantoína (CIM de 12,5 µg/mL). 

Um total de 3,8 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperadas das fêmeas. 

Um total de 6 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias foram selecionados 

e utilizados para produzir culturas puras. Dentre os 6 isolados 2 espécies não foram 

identificadas, ficando com um total de 4 isolados identificados por sequenciamento. Foram 

identificadas 2 espécies bacterianas, (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os 4 

isolados.  

Todas as 4 bactérias foram classificadas como cocos Gram-positivos do Filo Firmicutes 

(S. lentus) (1 isolados); S. cohnii (3 isolados).  

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das pulgas fêmeas de 

2015 (Tabela 6), demonstraram que os isolados de S. cohnii (F1, F4, F6) apresentaram perfis 

de resistências distintas, o (F6) foi sensível a todos os antimicrobianos, enquanto (F1) 

apresentou resistência a ampicilina (CIM 50 µg/mL), o (F4) apresentou resistência à 

nitrofurantoína e oxitetraciclina, ambos na mesma concentração de 12,5 µg/mL. E o único 

isolado S. lentus foi resistência a oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL). 

Um total de 2,4 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados dos machos. 

Um total de 9 isolados demonstraram morfologias distintas de colônias foram selecionados e 

utilizados para produzir culturas puras. Dentre os 9 isolados, 4 espécies não foram identificadas 

por sequenciamento, ficando com um total de 5 isolados identificados. Foram identificadas 4 

espécies bacterianas diferentes, (com base no sequenciamento de 16S rDNA) entre os 5 

isolados.  

Dos isolados (2/5) foram identificados como cocos Gram-positivos, pertencentes aos 

Filos Firmicutes (S. epidermidis), (1 isolado); S. nepalensis, (1 isolado) e os outros 3 foram 

identificados como bastões membros dos Filos Actinobacteria (Microbacterium sp.), (2 

isolados) e Firmicutes Bacillus sp. (1 isolado).  

Os dados de resistência a antibióticos das bactérias de pulgas machos coletados em 2015 

(Tabela 6), demonstraram que o isolado de Microbacterium sp. (M4) apresentou resistência a 

ampicilina (CIM de 25 µg/mL), porém o outro isolado de Microbacterium sp. (M1) foi sensível 

a todos os antimicrobianos. O S. nepalensis (M7) mostrou resistência a oxitetraciclina (CIM 

12,5µg/mL). O isolado Bacillus sp. (M1B) foi sensível a todos os antimicrobianos e o S. 



 

34 

epidermidis (M3) não foi testado, pois essa cepa não havia crescido no dia do teste 

antimicrobiano. 

 

 

 

Tabela 7. Resistência bacteriana das bactérias cultiváveis pertencentes à microbiota das pulgas Ctenocephalides 

felis em diferentes fases (Ovos, Larvas, Adultos - Machos e Fêmeas) coletadas em 2018. 

 

Amostra Código    Identificação (16S rDNA) Perfil de resistência 

Ovos O1 Staphylococcus equorum  

 O2 
Staphylococcus lentus        

genotype 2 
  

 O3 Jeotgalicoccus sp.     X 

 O4 
Staphylococcus 

saprophyticus 
N10/Ox25 

 O5 Enterococcus faecalis  

 O6 Actinobacterium sp.  

 O7 Staphylococcus equorum  

 O8 
Staphylococcus lentus 

genotype 1 
 

 O9 Dermacoccus sp. N100 

 O10 Actinobacterium sp.  

 O11 Brachybacterium N10 

Larvas L1 Staphylococcus sciuri  

 L2 Corynebacterium sp. C10/N25/S10 

 L3 Staphylococcus saprophyticus N10/Ox25 

 L4 Staphylococcus nepalensis  

 L5 Staphylococcus cohnii  

 L6 Staphylococcus saprophyticus O10 

 L7 Staphylococcus pettenkoferi  

 L8 Staphylococcus nepalensis  

 L9 Staphylococcus pettenkoferi Ox50 

 L10 Staphylococcus cohnii N10 

Fêmeas  F1 Staphylococcus saprophyticus  

 F2 Staphylococcus xylosus  

 F3 Staphylococcus saprophyticus Ox10 

 F5 Staphylococcus saprophyticus  
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 F6 Staphylococcus kloosii Ox50 

 F7 Staphylococcus equorum  

 F8 Dermacoccus sp. N50 

 F9 Staphylococcus saprophyticus  

 F10 
Staphylococcus lentus genotype 

1 
Ox10 

 F11 
Staphylococcus lentus genotype 

1 
 

 F12 Staphylococcus saprophyticus  

 F13 Staphylococcus nepalensis O10 

 F14 Staphylococcus saprophyticus N10/Ox25 

 F15 Stenotrophomonas maltophilia 
A100/H10/R100/N10

0/S100/Ox50 

Machos M3 
Staphylococcus lentus genotype 

1 
 

 M4 Staphylococcus xylosus  

 M5 Staphylococcus nepalensis  

 M6 Staphylococcus saprophyticus Ox25 

 M7 
Staphylococcus 

nepalensis 
 

 M8 Staphylococcus cohnii  

 M9 Staphylococcus cohnii  

 M10 Staphylococcus saprophyticus Ox50 

 M11 
Staphylococcus lentus genotype 

1 
 

 M12 Staphylococcus cohnii  

 M13 
Staphylococcus lentus genotype 

1 
 

 M14 Kocuria koreensii R100/N50 

 M15 Staphylococcus nepalensis Ox25 

A=Ampicilina; C=Cloranfenicol; N=Nitrofurantoína; Ox=Oxitetraciclina; 

S=Estreptomicina; R=Rifampicina; H=Cloreto de mercúrio; X=Não foi testada contra os 

antimicrobianos. OBS.: Machos e fêmeas adultos. 

 

No ano de 2018, um total de 1,4 x 105 colônias por mL de homogenatos foram 

recuperados dos ovos (Tabela 3). Um total de 11 isolados demonstrou morfologias distintas de 

colônias foram selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 8 

espécies bacterianas, (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os 11 isolados.  
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Todas foram classificadas como Gram-positivas. A maioria (8/11) dos isolados foram 

cocos representadas por membros do Filo Firmicutes (S. equorum (2 isolados); S. lentus (2 

isolados), genotype 1 e 2); S. saprophyticus (1 isolado); Jeotgalicoccus sp. (1 isolado); 

Demacoccus sp. (1 isolado) e Enterococcus faecalis (1 isolado). Os outros três organismos 

foram bastões (3/11) e membros do Filo Actinobacteria (Actinobacterium sp. (2 isolado); 

Brachybacterium sp. (1 isolado).  

Os dados de resistência a antibióticos das bactérias dos ovos coletados em 2018 (Tabela 

7) demonstraram que sete isolados (O1, O2, 05, O6, O7, O8, O10) foram sensíveis a todos os 

antimicrobianos testados. O isolado de S. saprophyticus (O4) mostrou resistência à 

nitrofurantoína (CIM 12,5 ug/mL) e a oxitetraciclina (CIM 50 ug/mL). O isolado Dermacoccus 

sp. também apresentou resistência à nitrofurantoína, porém com uma concentração maior (CIM 

acima de 100 ug/mL), e o isolado Brachybacterium foi resistente a nitrofurantoína (CIM 12,5 

ug/mL). A bactéria Jeotagaliococcus sp. (O3) não foi testada porque essa cepa não cresceu no 

dia do teste antimicrobiano. 

Um total de 5,0 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperados das larvas. 

Um total de 12 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias foram 

selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Entretanto dois isolados não foram 

identificados por sequenciamento. Foram identificadas seis espécies bacterianas, (com base no 

sequenciamento do 16S (rDNA) de 10 isolados. Todos os isolados foram identificados como 

Gram-positivos. 

 A maioria (9/10) foram cocos e membros do Filo Firmicutes (S. sciuri), (1 isolado); S. 

nepalensis (2 isolados); S. saprophyticus (2 isolados); S. cohnii (2 isolados) e S. pettenkoferi (2 

isolados). O único Gram-positivo em forma de bastão foi membro do Filo Actinobacteria, 

Corynebacterium sp. (1 isolado), essa bactéria foi considerada um organismo multirresistente, 

por apresentar resistência a três antimicrobianos diferentes (cloranfenicol CIM 12, 5 µg/mL, 

nitrofurantoína CIM 50 µg/mL e CIM estreptomicina 12,5 µg/mL).  

Os dados de resistência a antibióticos das bactérias isoladas de larvas coletadas 2018 

(Tabela 7), demonstraram os isolados S. scuri (L1), S. nepalensis (L4 e L8) foram sensíveis a 

todos os antimicrobianos. Os isolados de S. saprophyticus (L3 e L6), apresentaram perfis de 

resistência distintos, o isolado (L3) foi resistente à nitrofutrantoína (CIM 12,5 µg/mL) e a 

oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), enquanto o (L6) foi resistente somente a oxitetracilina com 

uma concentração inibitória mínima menor que L3 (CIM 12,5 µg/mL). Os dois isolados de S. 

cohnii (L10 e L5) também apresentaram resistencia diferente, o (L10) apresentou resistência a 

nitrofurantoína (CIM 12,5 µg/mL) enquanto a L5 foi sensível a cada um dos antibióticos 

testados. Os perfis de resistência de S. pettenkoferi (L7 e L9) também foi diferente, enquanto 

(L9) foi resistente a oxitetraciclina (CIM 100 µg/mL), o (L7) foi sensível a cada um dos 

antimicrobianos testados. 

Um total de 1,8 x 105 colônias por mL de homogenato foram recuperadas das fêmeas. 

Um total de 14 isolados que demonstraram morfologias distintas de colônias foram 

selecionados e utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 8 espécies 

bacterianas, (com base no sequenciamento de 16S rDNA), entre os 14 isolados.  

A maioria das espécies (7/8) foram cocos Gram-positivos. A única bactéria Gram-

negativa foi Stenotrophomonas maltophilia (F15), pertencente ao Filo Proteobacteria, esse 

isolado (F15) foi considerado um organismo multirresistente, por apresentar resistência a todos 

os antibióticos utilizados e em concentrações bem elevadas, cloreto de mercúrio (CIM 12,5 

µg/mL), oxitetraciclina (CIM 100 µg/mL), e para os demais antibióticos a CIM foi acima de 

100 µg/mL. 
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 Os isolados (13/14) Gram-positivos foram representadas por membros dos Filos 

Firmicutes (S. sapro (6 isolados); S. lentus (2 isolados); S. xylosus (1 isolado); S. kloosii (1 

isolado); S. equorum (1 isolado); S. nepalensis (1 isolado) e Actinobacteria (Dermacoccus sp. 

(1 isolado).   

Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das pulgas fêmeas 

coletadas em 2018 (Tabela 7) demonstraram que S. kloosii mostrou resistência alta a 

oxitetraciclina (CIM 100 µg/mL), S. nepalensis também apresentou resistência a 

oxitetraciclina, porém em uma concentração mais baixa (CIM 12,5 µg/mL). O isolado 

Dermacoccus sp. demonstrou resistência alta a nitrofurantoína (CIM 100 µg/mL). Os isolados 

de S. saprophyticus apresentaram perfis de resistências diferentes. Os isolados (F1, F5, F9, F12) 

foram sensíveis a todos os antimicrobianos testados, enquanto que os isolados (F3 e F14) 

apresentaram resistências distintas entre sí, enquanto o isolado (F3) foi resistente a 

oxitetraciclina com uma CIM 12,5 µg/mL, o isolado (F14) foi resistente a oxitetraciciclina com 

uma CIM mais alta que de 50 µg/mL e a nitrofurantoina (CIM 12,5 µg/mL). 

Um total de 2,4x105 colônias por mL de homogenato foram recuperados dos machos. 

Um total de 13 isolados demonstrando morfologias distintas de colônias foram selecionados e 

utilizados para produzir culturas puras. Foram identificadas 6 espécies bacterianas, (com base 

no sequenciamento de 16S rDNA), entre os 13 isolados.  

Todos os isolados foram cocos Gram-positivos membros dos Filos Firmicutes (S. lentus 

(3 isolados); S. xylosus (1 isolado); S. nepalensis (3 isolados); S. sapro (2 isolados); S. cohnii 

(3 isolados) e Actinobacteria (Kocuria koreensii (1 isolado). 

 Os dados de resistência a antibióticos dos isolados bacterianos das pulgas 

machos coletados em 2018 (Tabela 7), demonstraram que todos os S lentus e S. cohnii foram 

sensíveis aos antimicrobianos testados, assim como o isolado S. xylosus. Os dois isolados de S. 

saprophyticus (M6 e M10) apresentaram resistência a oxitetraciclina, porém em concentrações 

diferentes (CIM foi de 50 µg/mL e 100 µg/mL respectivamente). Os três isolados de S. 

nepalensis também apresentaram resistência distintas, os isolados S. nepalensis (M5 e M7) 

foram sensíveis a todos os antibióticos testados, enquanto o isolado S. nepalensis (M15) 

apresentou resistência a oxitetraciclina (CIM 50 µg/mL), por fim a espécie Kocuria koreensis 

apresentou resistência à nitrofurantoina (CIM 100 µg/mL) e a rifampicina com uma CIM acima 

de 100 µg/mL.  

Apesar de algumas espécies iguais terem sido isoladas da mesma fase e ano, por 

exemplo, S. nepalensis M7 e S. nepalensis M15 que foram isoladas em 2018, as características 

morfológicas descritas apresentaram distinções quanto aspectos visuais morfológicos como a 

cor das colônias (M7 colônia média perolada, M15 colônia média amarela forte) essa 

caracterização foi provavelmente devido à presença/competição de outras bactérias presentes 

na mesma placa. Os perfis distintos de resistência a antibióticos registrados para isolados 

considerados idênticos com base nos dados de sequenciamento mostraram que a seleção 

baseada em diferenças na morfologia das colônias era muito eficaz e demonstrou que várias 

cepas da mesma espécie estavam presentes na amostra. 

Resumidamente, entre as 142 bactérias, 137 foram testadas quanto o perfil de 

suscetibilidade frente a sete antimicrobianos nas diferentes concentrações (concentrações). Os 

antibióticos que apresentaram o maior número de cepas resistentes foram a oxitetraciclina e 

nitrofurantoína. Um total de 54,74% (75/137) foi resistente a pelo menos um dos 

antimicrobianos testados e também pode-se observar que 28% das bactérias resistentes 

apresentaram resistência a pelo menos dois antibióticos diferentes. Dos 136 isolados 33,08% 

(45/136) foram resistentes a oxitetraciclina; 25,55% (35/137) foram resistentes a 

nitrofurantoína; 10,22% (14/137) foram resistentes a ampicilina; 5,84% (8/137) foram 
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resistentes ao cloranfenicol; 3,65% (5/137) foram resistentes a estreptomicina; 2,19% (3/137) 

foram resistentes a rifampicina e 0,72% (1/137) foram resistentes ao cloreto de mercúrio. Entre 

os isolados resistentes, 6,66% (5/75) foram resistentes a pelo menos três classes diferentes de 

antimicrobianos, sendo, portanto, considerados multirresistentes. Entre os 100 Staphylococcus 

isolados, 50% apresentaram resistência a pelo menos um antibiótico e uma cepa de S. nepalensis 

isolada em 2011 foi considerada multirresistente, devido a sua resistência a três classes de 

antimicrobiano distinto. 

 

4.3 Detecção de Sequências Associadas ao CRISPR-CAS. 

 

A triagem dos cocos Gram-positivos usando o PCR duplex para CRISP-Cas identificou 

um único isolado de S. saprophyticus (recuperado de uma fêmea - isolados F12) em 2018, como 

positivo para o amplicon de 324 pb correspondente à proteína CasII. As tentativas de sequenciar 

este amplicon não tiveram êxito. 

 

4.4 Análises das proteínas celulares totais usando SDS-PAGE 

 

Uma análise inicial das diferentes espécies de cocos Gram-positivos (identificados pelo 

seqüenciamento do 16S rDNA, demonstrou que cada espécie de Staphylococcus, incluindo os 

dois genótipos de S. lentus, apresentava um perfil único de bandas em géis de 12.5% 

poliacrilamida (Figura 1 e Figura 2).  Em relação aos quatro isolados identificados como 

espécies de Jeotgalicoccus sp. três produziram o mesmo perfil de bandas (Figura 1), enquanto 

o quarto isolado (que possuía uma sequência de 16S rDNA distinta), tinha um perfil distinto 

(no entanto diferente de todos das outras bactérias; dados não mostrados). Dados semelhantes 

foram registrados para os três isolados identificados como Dermacoccus sp. (o perfil mostrado 

por dois dos isolados é apresentado na Figura 1). A resolução dos padrões de bandas foi 

melhorada quando um pente que produzia poços maiores foi utilizado para preparar os géis de 

empilhamento.  Na figura 1, o gel de empilhamento continha 15 poços, enquanto (Figura 2) os 

géis de empilhamento continham apenas dez poços. 
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Figura 1. Perfis de bandas obtidos pela separação por SDS-PAGE (12,5% de acrilamida) das proteínas celulares 

totais produzidas a partir de isolados representativos de cocos Gram-positivos recuperados de pulgas. 

 

EC= E. coli; 1=S. cohnii 2= S. lentus (genótipo I); 3= S. nepalensis; 4= S. saprophyticus; 

5=S. equorum; 6= S. kloosii; 7= Staphylococcus sp.; 8= S. pseudo lugdunensis; 9=S. scuri; 10= 

S. xylosus; 11= Jeotgalicoccus sp.; 12= Dermacoccus sp. 

. 

 

Figura 2. Perfis de resolução de bandas obtidos usando géis de empilhamento    contendo dez em vez de 15 poços. 

1= S. lentus (genótipo I), 2= S. lentus (genótipo II) EC= E. coli 3= S. nepalensis (isolado 

2011) 4= S. nepalensis (isolado 2018) 5= S. saprophyticus (isolado 2011) 6= S. saprophyticus 

(Isolado em 2018). 
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5 DISCUSSÃO 

 

A importância de estudar a microbiota, principalmente a porção bacteriana, como um 

componente central da biologia de todos os eucariotos está firmemente estabelecida 

(HADRICH, 2018; CARTHEY et al., 2020). O número de estudos das microbiotas de seres 

humanos e animais (de produção, de estimação e selvagens), cresceu exponencialmente na 

última década e essa tendência também foi refletida no campo da entomologia médica 

(Fredensborg et al., 2020; Pollet et al., 2020; Gurgung et al., 2019; Hyde et al., 2019), resultando 

em centenas de artigos relacionados à composição e (em alguns poucos casos) aspectos 

funcionais das microbiotas de artrópodes vetores de agentes virais, parasitários e bacterianos 

(HEALY et al., 2017; ALFANO et al., 2019; SOUZA-NETO et al., 2019). A quantidade 

limitada de dados funcionais foi atribuída, por alguns autores (BRINKER et al., 2019; Pollet et 

al., 2020), a dificuldades na comunicação efetiva do significado (principalmente o significado 

ecológico) de grandes quantidades de dados de sequenciamento (TIPTON et al., 2019).  

A pulga de gato (Ctenocephalides felis) é o ectoparasita mais comum de cães e gatos 

domésticos em todo o mundo (LAWRENCE et al., 2019; TIPTON et al., 2019). No entanto, até 

o momento, apenas quatro estudos, dos quais dois foram realizados na Austrália (Murrell et al., 

2003; Lawrence et al., 2015) e dois na América do Norte (Pornwiroon et al., 2007; Vasconcellos 

et al., 2018) examinaram a composição e a possível importância/influência à microbiota da 

pulga sobre fisiologia, biologia do desenvolvimento, reprodução e competência em vetores. A 

microbiota de outras espécies de pulgas também recebeu alguma atenção, mas seria justo 

afirmar que, em comparação com carrapatos e mosquitos, as pulgas recebem atenção limitada, 

sem estudos realizados no Brasil.  

Os estudos iniciais de microbiotas de artrópodes, como os atribuídos ao autor Murrel et 

al., (2003), usaram métodos baseados na cultura. No entanto, essa abordagem foi gradualmente 

substituída pelo uso de técnicas independentes de cultura cada vez mais complexas, com o 

sequenciamento da próxima geração “Next Generation Sequencing” (NGS), também 

denominado metagenômica, que atualmente é visto por muitos autores como o método padrão-

ouro para determinação e caracterização de microbiota. O principal argumento a favor dessa 

abordagem é que ela gera uma análise mais precisa e profunda das espécies bacterianas 

presentes em um determinado hospedeiro, do que pode ser obtido com a cultura (CAO et al., 

2017; GREAY et al., 2018). Este argumento é apoiado pelas limitações amplamente 

reconhecidas das técnicas de cultura existentes para recuperar a maioria das bactérias presentes 

nas amostras ambientais (CAO et al., 2017; HADRICH et al., 2018; GREAY et al., 2018; 

CARTHEY et al., 2020; FREDENSBORG et al., 2020). Os rápidos avanços nas tecnologias de 

sequenciamento, juntamente com a queda dos custos, apresentam amplas oportunidades para 

estudos de microbiomas em uma vasta e diversificada gama de ambientes (HADRICH et al., 

2018; CARTHEY et al., 2020; POLLET et al., 2020). No entanto, esses impressionantes 

desenvolvimentos tecnológicos foram acompanhados por um crescimento considerável no 

número de variáveis metodológicas, incluindo amostragem, armazenamento, extração de DNA, 

pares de iniciadores, tecnologia de sequenciamento, versão química, comprimento de leitura, 

tamanho da pastilha e pipelines de análise, entre outros. Um fato frequentemente esquecido é 

que esse aumento na variabilidade ameaça comprometer tanto a reprodutibilidade quanto a 

comparabilidade dos estudos realizados (LAUDADIO et al., 2019). 

Curiosamente, observamos um retorno gradual sob às investigações dos componentes 

culturais das microbiotas, em muitas áreas de pesquisa (microbiologia clínica, microbiologia 

de alimentos e controle biológico etc.).  Em muitos casos, esses métodos são usados em 

conjunto e/ou como métodos complementares ao NGS (PANDYA et al., 2017; 



 

41 

DISSANAYAKE et al., 2018; PERUZY et al., 2019). Esse fenômeno emergiu da constatação 

de que, embora a detecção e (em alguns casos), a quantificação da microbiota possa ser 

relativamente e facilmente obtida por análise metagenômica, a capacidade atual de usar esses 

dados para aplicações práticas é muito limitada. Além disso, a metagenômica apresenta uma 

série de desvantagens, principalmente a ignorância de populações menores, presentes em uma 

concentração menor que 105 UFC / mL e a caracterização taxonômica não confiável dos 

membros da microbiota no nível da espécie (LAGIER et al. 2012; SANKAR et al. 2015; 

TAMAMES et al., 2019). Essas desvantagens e a necessidade de caracterizar totalmente as 

bactérias motivaram alguns pesquisadores a expressarem mais interesse pela cultura, 

desenvolvendo novas técnicas que visam o cultivo de bactérias anteriormente não cultivadas 

(OVERMANN, GARCIA-PICHEL,2013). Entre esses métodos, a 'culturômica', desenvolvida 

pela primeira vez em 2012 e baseada na diversificação das condições da cultura, para imitar o 

mais próximo possível os ambientes naturais em que as bactérias vivem, permitiu o isolamento 

de mais de 1000 espécies bacterianas do intestino humano ao longo dos últimos anos 

(OVERMAN et al., 2013; LAGIER et al. 2012, 2016). 

No presente estudo, a decisão de usar uma abordagem baseada em cultura, em vez de 

empregar análises baseadas em sequenciamento especificamente, “Next Generation 

Sequencing” (NGS), para caracterizar a microbiota, foi realizada principalmente por razões 

financeiras. Isso foi claramente necessário, dada a contínua crise no financiamento para a 

pesquisa científica brasileira (MONTEIRO, 2020). No entanto, é importante ressaltar que os 

estudos microbiológicos através dos métodos tradicionais de cultura permitem obter colônias 

puras individualizadas, tornando a realização de testes rápidos e de baixo custo na identificação 

bacteriana. Como por exemplo, para testar e quantificar a susceptibilidade de isolados 

clínicos/ambientais a antimicrobianos, ou a realização de testes rápidos de identificação de 

espécies, por exemplo, os métodos de SDS-PAGE ou Ionização e dessorção a laser assistida 

por matriz “Time of Flight” (MALDI-TOF) espectrometria de massa. A disponibilidade de 

culturas bacterianas também é essencial para a realização do processo conhecido como 

paratransgênese que se fundamenta no uso de simbiontes cultiváveis para interferir na 

transmissão de patógenos transmitidos por vetores (LOPEZ-ORDONEZ et al., 2018).  

Os níveis de crescimento bacteriano recuperados em placas de ágar nutriente das 

amostras de pulgas estavam na faixa de 2,0 × 104 (ovo; 2011) a 2,6 × 106  ufc/mL (larvas, 2014). 

Os ovos apresentaram consistentemente as menores contagens bacterianas (Tabela 3), e os 

maiores números registrados foram nas amostras larvais. Observamos que muitas colônias 

recuperadas em placas de ágar nutriente apresentaram morfologias altamente semelhantes. No 

entanto, na subcultura, como culturas puras no mesmo meio, foi possível perceber uma 

variedade de tipos distintos de colônias, que exibiam uma variedade de características de textura 

e olfativas únicas: características que não eram detectadas ao crescer nas placas de cultura mista 

originais. No entanto, em alguns casos, foi observado o contrário, assim colônias que 

apresentavam morfologias distintas em culturas mistas subsequentemente apresentaram 

morfologias semelhantes às de outras bactérias isoladas das mesmas amostras, quando 

cultivadas como culturas puras. Esse foi particularmente notável no caso da produção de 

pigmentos. Dado que seria impraticável produzir culturas puras de cada colônia individual, 

acreditamos que é possível que nossa avaliação baseada na cultura possa ter subestimado a 

diversidade de espécies em algumas amostras e superestimado em outras. Em alguns casos, a 

hipótese de superestimação foi sustentada pelos dados gerados a partir da identificação por 

sequenciamento das culturas puras. Assim, na maioria das amostras de pulgas, a mesma espécie 

bacteriana foi identificada mais de uma vez, indicando que as características morfológicas não 

eram suficientes para permitir a identificação diferencial. No entanto, os dados dos testes 

resistentes a antibióticos mostraram que, em alguns casos, bactérias mostrando a mesma 
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sequência 16S rDNA apresentaram valores distintos de CIM para várias antimicrobianas, 

indicando que eram isolados distintos da mesma espécie e fornecendo suporte para a hipótese 

de sub-representação.  

A identificação bacteriana foi realizada por análise de sequência de aproximadamente 

500 nucleotídeos das regiões V1, V2 e V3 do gene 16S rRNA, com um total de 38 espécies 

bacterianas cultiváveis diferentes sendo identificadas (Tabelas 1 e 2). As sequências de RNA 

ribossômico procarionte 16S (rRNA) são amplamente utilizadas na microbiologia ambiental e 

na evolução molecular como marcadores confiáveis para a classificação taxonômica e análise 

Filogenética das bactérias. A sequência do gene 16S rRNA foi usada pela primeira vez em 1985 

para análise Filogenética (LANE et al., 1985). Por conter regiões altamente conservadas para o 

desenho do primer e regiões hipervariáveis para identificar características Filogenéticas dos 

microrganismos, a sequência do gene 16S rRNA se tornou o gene marcador mais amplamente 

utilizado para a criação de perfis de comunidades bacterianas (TRINGE, HUGENHOLTZ, 

2008). A sequência completa do gene 16S rRNA tem aproximadamente 1400 pares de bases 

(bp) e consiste em nove regiões hipervariáveis que são separadas por nove regiões altamente 

conservadas (BAKER et al., 2003; WANG et al., 2008). Devido ao custo elevado do 

sequenciamento do gene inteiro, as sequências do gene 16S rRNA usadas na maioria dos 

estudos são sequências parciais (YANG et al., 2016). Portanto, a seleção de primers adequados 

é fundamental para estudar a Filogenia e taxonomia bacteriana em vários ambientes. No 

entanto, a seleção das regiões hipervariáveis mais eficientes para análise Filogenética e 

classificação taxonômica ainda é discutida. Utilizamos os primers contidos no sistema 

comercial de identificação MicroSeq 500 16S rRNA (Thermofisher), desenvolvido há mais de 

20 anos, mas que ainda hoje é amplamente utilizado. Este sistema amplifica os primeiros 500 

nucleotídeos da extremidade 5' da sequência 16S rDNA e foi relatado para identificação de 

isolados bacterianos que sistemas comerciais automatizados não conseguiram identificar 

corretamente. (FONTANA et al., 2005; YANG et al., 2016).  Apesar das sequências parciais 

possuírem algumas vantagens em relação às sequências completas, como redução do tempo de 

análise e diminuição do custo do trabalho, vale ressaltar não podemos ter 100% de 

confiabilidade nos resultados, principalmente para identificação de espécies do mesmo gênero 

como, por exemplo, Staphylococcus sp., que apresentam um elevado grau de similaridade 

sequencial entre as espécies.  

Um dos principais objetivos desta investigação foi determinar a existência (ou não) de 

uma microbiota estável / “core”, cuja presença pode formar uma plataforma para métodos 

inovadores de controle, com base na manipulação da microbiota. Um total de 142 espécimes 

foram identificadas e classificadas em 4 Filos, 21 gêneros e 38 espécies. A composição das 

populações bacterianas presentes nos diferentes estágios de desenvolvimento das pulgas 

demonstrou certo grau de variabilidade, principalmente entre as fases de ovos e larvas, mas 

algumas espécies foram comuns em todas as fases, e durante todos os anos.  Neste contexto, 

membros do gênero Staphylococcus, principalmente espécies classificadas como coagulase-

negativo (CoNS) foram o mais abundante (11/38).   

Como foi relatado para algumas outras espécies de artrópodes de importância para saúde 

humana e animal, (Scolari et al., 2019) os resultados da atual investigação indicaram que a 

colônia de pulgas empregada neste estudo contém uma microbiota estável, dentro da qual três 

espécies de estaFilococos (S. lentus, S. nepalensis e S. saprophyticus) representaram os 

componentes predominantes nos estágios de larvas e adultos. Sendo, portanto, considerada a 

microbiota central das pulgas C. felis da qual pode servir como alvo para manipulação do 

microbiota. Estudos têm demonstrado que a biologia de muitos parasitas e vetores é 

influenciada por, e em alguns casos depende da presença ou ausência de determinados grupos 

de microrganismos que influenciam profundamente sua ecologia e evolução (KOYLE, et al., 
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2016; REESE; DUNN, 2018). Dessa maneira, ao identificarmos uma microbiota central 

presente ao longo de tanto tempo incluindo nas diferentes fases da vida do hospedeiro, podemos 

saber qual o ponto inicial de partida para estudos relacionados a manipulação da microbiota, 

como uma ferramenta para o controle microbiano (TAYLOR, et al., 2012; ZUG; 

HAMMERSTEIN, 2015; SALDAÑA et al., 2017; GAO, et al., 2018).     

O estudo vigente procurou expandir o conhecimento em relação à microbiota da pulga 

C. felis e produzir os primeiros dados referentes a este aspecto da biologia de pulgas na América 

Latina. Em contraste aos quatro estudos anteriores (Murrell et al., 2003; Pornwiroon et al., 

2007; Lawrence et al., 2015; Vasconcellos et al., 2018) que apenas examinou adultos. Neste 

foram feitos em quatro estágios de desenvolvimento diferentes, especificamente ovos, larvas e 

adultos do gênero, machos e fêmeas, os quais foram coletadas ao longo de quatros anos 

intercalados (2011, 2014, 2015, 2018). Como visto, representa-se o primeiro estudo sobre este 

tema a incluir as variáveis espaciais e temporais no desenho da investigação. A importância de 

incluir variáveis temporais e espaciais nos estudos da microbiota de qualquer espécie pode 

parecer óbvia, no entanto, poucos estudos com artrópodes incluíram essas variáveis (LALZAR 

et al., 2012; DURON et al., 2017). A importância de considerar a questão da escala nos estudos 

de microbiota de carrapatos foi recentemente revisada (Pollet et al., 2020) e também foi 

discutido no contexto da microbiota intestinal de mosquitos na China (Li et al., 2019) e na 

América do Norte (DUGUMA, et al., 2019). Na opinião desses autores, uma grande quantidade 

dos dados produzidos sobre esses tópicos é essencialmente sem significado, fora do contexto 

dos estudos individuais, principalmente porque é extremamente difícil realizar comparações 

intra-estudo e como tal, apesar de mais de 100 estudos publicados no caso de carrapatos e quase 

300 artigos referente a mosquitos nossa compreensão funcional do microbiota desses vetores 

deve ser considerada como preliminar.  

Dentro do gênero Staphylococcus existe uma gama de espécies que além de comporem 

parte da flora normal da pele e membranas mucosas de mamíferos e aves, podem também agir 

como agentes patogênicos oportunistas na medicina humana e veterinária. Neste ofício, não 

encontramos espécies patogênicas obrigatórias, no entanto, algumas das espécies isoladas já 

foram relatadas como patógenos facultativos de humanos e animais. Entre elas, os CoNS que 

são um grupo de bactérias que anteriormente eram considerados inofensivos Ma, et al. (2019), 

porém o seu papel tem se tornado cada vez mais reconhecido por seu potencial para causar 

doenças graves (TEIXEIRA, 2009). Um aspecto particularmente interessante das CoNS é suas 

capacidades de servir como um reservatório potencial de genes de resistência a antimicrobianos 

(Fišarová, et al., 2019) em produzir biofilmes, o que torna as infecções associadas com esse 

grupo particularmente difíceis de serem tratadas (GÓMEZ-SANZ, et al., 2019).  

A transmissão de estafilococos comensais de animais para humanos e vice-versa é 

reconhecida, principalmente entre animais de estimação e seus donos (YEHUALAESHET, et 

al., 2019).  As análises executadas por Ma, et al., (2019), na Austrália, caracterizou a 

diversidade de estafilococos mucocutâneos de cães e gatos. Os autores observaram que a 

maioria dos isolados eram CoNS (93 de 107, 86,9%). Algumas destas espécies foram 

encontradas dentro da microbiota das pulgas C. felis, o que também foram examinados e 

encontrados neste ensaio, e no estudo de Murrell et al, (2003) incluindo as espécies: S. sciuri, 

S. xylosus, S. cohnii, S. epidermidis e S. pettenkoferi. Embora exista uma grande variedade de 

Staphylococcus sp. com diferentes espécies hospedeiras em ambientes distintos preferidos, é de 

conhecimento que a transmissão de estafilococos comensais ocorre comumente entre 

indivíduos nos níveis intra e interespécies (MA, et al., 2019). Nesse contexto, uma vez que 

ocorre a transmissão de microrganismos entre animais domésticos e seres humanos (relação 

interespecífica), o mesmo pode ocorrer entre a pulga e os animais em que parasitam, dessa 

forma é necessário conhecer os organismos comensais da microbiota de animais domésticos na 
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consideração do surgimento e epidemiologia da resistência antimicrobiana, assim como, o 

surgimento de patologias associados a infeções bacterianas. Portanto, mais estudos são 

necessários para compreender a coabitação potencial entre vetor-hospedeiro como um fator de 

risco para aquisição, infecção e transmissão de estafilococos (GÓMEZ-SANZ et al., 2019). 

É de conhecimento que muitos artrópodes abrigam uma riqueza de bactérias 

simbióticas, das quais exercem um forte efeito na adaptação do hospedeiro e que influenciam 

na sua evolução (POLLET et al., 2020). Embora os recentes avanços nos métodos moleculares 

tenham permitido uma quantificação abrangente de comunidades microbianas em um conjunto 

diverso de espécies, a maioria dos grupos de artrópodes ainda permanece amplamente 

inexploradas. Os insetos possuem uma grande diversidade de microrganismos, sendo a maioria 

deles simbiontes mutualistas, porém tanto o ambiente em que estes estão inseridos quanto às 

fontes de alimentação interferem nessa composição da microbiota. Insetos criados em 

condições laboratoriais possuem uma alimentação mais homogênea, diferente dos que vivem 

livremente na natureza (LOPEZ-ORDONEZ et al., 2018). Nesta sondagem e acompanhamento 

laboratorial, as fases de ovos e larvas apresentaram consistentemente, maiores em variedades 

de espécies, sendo principalmente bactérias ambientais, incluindo gêneros ainda não 

identificado na microbiota de pulgas e que já foram identificados na microbiota de outros 

insetos, como Jeotgalicoccus, Naxibacter e Exiguobacterium (Chun-Hong, et al., 2014; 

Bahrndorff, et al 2017; Khan, et al., 2017), enquanto os adultos apresentaram variedade de 

espécies bacteriana limitada (principalmente Staphylococcus) possivelmente refletindo as 

mudanças bioquímicas e fisiológicas associadas com o processo de  metamorfoses.     

As três principais espécies de Staphylococcus sp., juntos com S. cohnii foram relatadas 

como patógenos oportunistas com potencial zoonótico e a maioria foi identificada como 

componente da microbiota oral de gatos domésticos no Brasil (ROSSI et al.,2017).  A espécie 

de maior prevalência na colônia brasileira foi S. nepalensis, estando presente em todas as fases 

do ciclo biológico do artrópode e os anos de diagnóstico. Por outro lado, Nováková et al. (2006) 

observou a ocorrência de S. nepalensis em diferentes fontes, incluindo material clínico humano, 

sugerindo que essa espécie pode ser ocasionalmente patogênica. Os gêneros S. lentus e S. 

nepalensis foram encontrados posteriormente em diferentes ordens de insetos, (Chandel et al., 

2013; Maleki-Ravasan et al., 2015) e foram relatados como patógenos oportunistas de galinhas 

quando em associação com o ácaro hematófago Dermanyssus gallinae (VALIENTE et al., 

2009). Em contraste, no caso da mosca Musca domestica, S. lentus foi tido como benéfico para 

o desenvolvimento das larvas (ZUREK, et al., 2000).  

No ensaio, as espécies S. lentus foram isoladas no ano de 2014, 2015 e 2018, mas foram 

ausentes a presença destas nas amostras processadas em 2011. Assim, apesar de ter sido relatada 

a sua importância em alguns hospedeiros citados acima, aparentemente a sua presença não é 

necessária para o desenvolvimento da colônia. A mesma conclusão pode ser atribuída a S. 

cohnii, que esteve presente em todos os anos, exceto 2014. Essa espécie é considerada como 

uma bactéria ambiental capaz de causar infecções oportunistas em humanos (SOLDERA et al., 

2013). 

Em comum com S. nepalensis, a espécie S. saprophyticus foi encontrada em todos os 

anos e fases das pulgas. Essa espécie está presente na microbiota normal da pele, região 

periuretral e mucosas das vias urinárias e genitais de humanos e quando ocorre um desequilíbrio 

da microbiota ela pode estar responsável por infecção urinária, segundo Levinson (2010), 

encontrou coincidentemente, e esta foi a espécie que mais apresentou resistência ao antibiótico 

nitrofurantoína, do qual é utilizado para tratamento de infecção urinária. Os autores, Lopez-

Ordonez et al. (2018) compararam a diferença da diversidade da microbiota de Triatoma 

dimidiata nas diferentes fases da vida dos insetos criados em laboratório com os do coletado no 

ambiente, o que também constataram que  Staphylococcus foi o gênero mais abundante (6/14 
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isolados). Contudo, sendo S. saprophyticus a espécie de maior prevalência detectada. Alguns 

estudos baseados na avaliação da microbiota de insetos a partir de meio de cultura, 

demonstraram a prevalência de espécies do gênero Staphylococcus caracterizadas como 

coagulase-negativo (CoNS) em carrapatos, pulgas e piolhos (Murrell, et al., 2003) e em 

carrapatos, como vistas por Egyed, et al.( 2014); Lucero-Velasco et al. (2018), o que 

corroboram com os dados encontrados neste experimento. As investigações de Lucero-Velasco 

et al. (2018), analisou a microbiota cultivável de carrapatos Rhipicephalus sanguineus e 

também encontrou algumas bactérias em comum com às do atual estudo, como: S. epidermidis, 

S. cohnii, Jeotgalicoccus, B. megaterium, Actinobacteria e M. luteus. Todas estas bactérias 

foram encontradas na colônia de pulgas. No entanto, a sua isolação foi esporádica. No presente 

estudo Jeotgalicoccus sp. foi isolado das fases de ovos e larvas em todos os anos, exceto em 

2011. Essas bactérias são comuns no meio ambiente e no estudo apresentaram alta resistência 

à oxitetraciclina.  

Foram isoladas duas cepas S. epidermidis em 2014 e 2015. A cepa isolada em 2014 

apresentou resistência à oxitetraciclina. Essa cepa tem sido relatada como patogênica em 

medicina veterinária, relacionado a infecção de pele e ouvido de cães (Ma et al., 2019), sendo 

frequentemente isolado em animais de estimação como patógeno primário, ou isolado de 

animais saudáveis (SCHOENFELDER, et al., 2010; LONCARIC, et al. 2019).  Em um estudo 

feito por Weiß et al. (2013) na Alemanha, isolaram bactérias de uma clínica veterinária e 

observaram que a maioria das cepas fenotipicamente resistentes a múltiplos antimicrobianos 

pertenciam a essa espécie. O que também foi relatado por Gómez-Sanz et al. (2019), nas 

espécies S. epidermidis como a predominante entre os animais testados, com uma prevalência 

geral de 12,1% (9,3% entre cães versus 25% em gatos), correspondendo a 66% das cepas. Em 

seres humanos, S. epidermidis foi a espécie mais comum entre as infecções por CoNS (24-80%) 

(GÓMEZ-SANZ, et al., 2019). 

A caracterização das bactérias cultivadas em termos de resistência aos compostos 

antimicrobianos demonstrou que a maior parte da microbiota das pulgas não se apresenta como 

um reservatório para mecanismos de resistência antimicrobiana. O exame desse aspecto da 

microbiota foi realizado com base nos achados de pesquisadores brasileiros que identificaram 

resistência múltipla a antimicrobianos em espécies de estafilococos (incluindo aqueles 

recuperados e relatados neste estudo), isolados da cavidade oral de gatos saudáveis no estado 

do Rio de Janeiro (ROSSI et al., 2017). A triagem das culturas bacterianas para componentes 

do sistema imunológico CRISPR-CAS, demonstrou uma ausência quase total entre os cocos 

Gram-positivos recuperados neste estudo, um achado similar aos dados apresentados em 

relação às espécies de estafilococos associados com gatos (ROSSI et al., 2017).   

A maioria das pesquisas que investigam a capacidade dos insetos de abrigar bactérias 

resistentes a antibióticos concentrou-se nas moscas e o seu potencial como vetores para 

transportar bactérias resistentes a antibióticos de instalações de produção animal para 

populações humanas (HYDE, et al.,2019). Além disso, também foi constatado que abelhas, 

formigas e vários insetos que alimentam de plantas carreiam bactérias resistentes a antibióticos 

(IGNASIAK; MAXWELL, 2017). Não há pesquisas detalhadas sobre a flora microbiana de 

pulgas C. felis e esse é o primeiro relato sobre a resistência antimicrobiana de bactérias 

cultiváveis de pulgas C. felis. Conduziram-se nesta evidência científica, o isolamento de 

bactérias resistentes a antibióticos, incluindo um baixo número de isolados resistentes a 

múltiplos antibióticos. Este achado faz sentido uma vez que foi relatado que o uso de 

antibióticos, para tratamento dos gatos empregados na manutenção da colônia, é limitado.  

Entre as 142 bactérias identificadas por sequenciamento, 137 foram testadas quanto ao 

perfil de suscetibilidade frente a sete antimicrobianos de diferentes concentrações (10; 12,5; 25; 

50; 100 µg/ mL). Um total de 54% (75/137) foi resistente a pelo menos um dos antimicrobianos 

https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10493-013-9762-y#auth-1
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testados e pode-se observar que 28% das bactérias resistentes apresentaram resistência a pelo 

menos dois antibióticos diferentes.  Entre os 137 isolados examinados 33% (45/137) foram 

resistentes a oxitetraciclina e 25% (35/137) foram resistentes à nitrofurantoína. Uma revisão da 

literatura e conversas informais com médicos veterinários da UFRRJ, apontam que esse 

antibiótico não é um agente de primeira linha na medicina veterinária sendo infrequentemente 

utilizado para tratamento de infecções urinárias e a presença de resistência bacteriana é rara 

(WEESE et al. 2019). As pesquisas de Pompa et al. (2010), com o uso desse medicamento para 

o tratamento de gatos com infecções bacterianas obtiveram sucesso no tratamento de bactérias 

multirresistentes. Como as pulgas foram obtidas a partir de uma colônia controlada em animais 

de laboratório, é considerado e provável que a elevada resistência a esse antimicrobiano 

encontrado pode ser conferida a partir de mecanismos de resistência inata.  

A maior frequência de resistência foi encontrada para oxitetraciclina, que faz parte do 

grupo das tetraciclinas, assim como visto no trabalho de Rossi, et al. (2017), que avaliou a 

resistência antibacteriana presente na microbiota cultivável da cavidade oral de gatos. Os 

autores constataram que a maioria das cepas de Staphylococcus sp. foi resistente ao grupo das 

tetraciclinas, fármacos amplamente utilizados na medicina humana e veterinária. Dessa forma, 

pode ter ocorrido ao longo dos anos uma pressão de seleção seletiva no meio ambiente, tornando 

amplamente resistente a esse medicamento. Neste sentido, este estudo demonstrou que 50% 

dos isolados de Staphylococcus identificaram resistência a pelo menos um dos antimicrobianos 

testados (50/100). Em concordância com Boiocchi et al. (2019) em que avaliou a resistência 

antimicrobiana da microbiota de moscas, onde o gênero Staphylococcus sp. também foi 

encontrado e apresentou a maior proporção de cepas resistentes num total de 83,3%.  

Conforme sugerido por vários autores, os CoNS podem ser capazes de trocar material 

genético, incluindo elementos que codificam resistência antimicrobiana, entre si. Além de 

também poder atuar como um reservatório de genes resistentes a antimicrobianos para espécies 

patogênicas como S. aureus Rossi et al. (2017), principalmente se os genes de resistência 

estiverem associados a plasmídeos. Embora a maioria das espécies do gênero Staphylococcus 

seja comum e inofensivo na microbiota de mamíferos, o contato com outras bactérias 

patogênicas que compartilham o mesmo ambiente e apresentam genes de resistência em 

plasmídeos, podem acarretar a chance de transferência de genes de resistência antimicrobiana 

(ROSSI et al., 2016). Esse gênero é um exemplo de bactérias que dependem da transferência 

de elementos genéticos acessórios para sua adaptação e consequentemente evolução; os fagos 

e plasmídeos fornecem rotas fundamentais para a disseminação de determinantes de virulência 

e resistência a antibióticos (BAE et al., 2006). Neste encargo de análises técnicas não 

verificamos a presença de plasmídeos e fagos, porém foi observado que entre os isolados que 

apresentaram resistência 6,7% (4/75), foram resistentes a pelo menos três classes diferentes de 

antimicrobianos, sendo, portanto, considerados multirresistentes aos gêneros, 

Corynebacterium, Naxibacter e Stenomaltophulius; e à espécie, Enterococcus faecalis. 

Curiosamente, em contraste com a maioria das cepas de S. nepalensis, um único isolado (M3) 

recuperado de uma pulga macho, em 2011 demonstrou resistência a 5 dos 7 compostos 

antimicrobianos avaliados. A ausência desse fenótipo nas amostras subsequentes (2014-2018) 

indicou que, na ausência de pressão seletiva, essa cepa não era mantida na microbiota da 

colônia. Isso pode ter refletido, efeitos negativos na replicação e competitividade associados ao 

transporte desses determinantes de resistência. Pesquisas futuras terão como escopo determinar 

a natureza molecular desse fenótipo de MDR. 

 Ainda na pesquisa relatado por Rossi et al. (2017) demonstraram que a maioria das 

cepas estafilocócicas isoladas apresentaram ser multirresistentes as drogas testadas e com 

potencial patogênico, observaram também que algumas dessas cepas apresentaram plasmídeo 

e não apresentavam sistema CRISPR, ou seja, repetições palindrômicas curtas agrupadas e 
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regularmente interespaçadas e proteínas associadas a CRISPR, que representam uma estratégia 

de defesa de várias bactérias e muitos Archaebacterias contra bacteriófagos e/ou DNA 

exógenos; principalmente de origem plasmidial (JIANG et al., 2013).  

Nesse aperfeiçoamento diagnóstico, uma única cepa de S. saprophyticus apresentou 

sistema CRISPR e esta foi sensível a todos os antimicrobianos testados, o que condiz com a 

hipótese de sua função, segundo Rossi, et al. (2017).  

O que procurou no sistema de CRISPR e em outras cepas cocos gram-positivos que 

foram sensíveis a todos os antimicrobianos e essas constaram a serem negativas. Contudo, o 

sistema CRISPR ainda precisa ser melhor estudado para saber a sua relação entre os DNAs 

exógenos com a história evolutiva das bactérias.  

As pulgas são animais móveis e ágeis, alguns cientistas apontam que 

uma pulga consegue saltar até 200 vezes o seu tamanho, além de sua reprodução ser espantosa, 

com apenas dois casais de pulgas adultas colocadas num animal pelo período de 90 dias, ao 

final, já haverá mais de 2.500 formas jovens no ambiente e mais de 450 pulgas adultas 

alimentando-se ao mesmo tempo no hospedeiro, dessa maneira, elas poderiam atuar como um 

vetor para espalhar bactérias resistentes a antibióticos entre ambientes. Os insetos já foram 

identificados como uma via possível pela qual os determinantes da resistência a antibióticos se 

espalham das áreas rurais para as urbanas (ZUREK; GHOSH, 2014). Por essa razão é de 

extrema importância   pesquisas de resistências antimicrobianas em pulgas, porém de acordo 

com este estudo, foi demonstrado pouco risco de transferência antimicrobiana, visto que poucas 

bactérias foram multirresistentes.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

A identificação de duas espécies de Staphylococcus que foram isoladas continuamente 

durante um período de sete anos, em todas as fases da vida das pulgas criadas na colônia, foi 

ao mesmo tempo inovador e proporcionou informações pertinentes sobre a temática avaliada 

neste experimento. No entanto, é importante questionar a importância desse achado em relação 

às populações naturais de pulga de gato. Para resolver isso, prevê-se que seria necessário colher 

muitas centenas de pulgas adultas de animais naturalmente infectados. No entanto, como 

afirmado anteriormente, a ciência brasileira está sofrendo uma das piores crises financeiras da 

história recente e, como tal, o uso de análises consideradas caras com base nas sequências de 

colônias bacterianas não seria uma opção viável para esses testes e consequentemente para as 

pesquisas nessa área. Nesse contexto, o custo associado à realização da análise baseada em 

sequência de um único fragmento de 500 pb de 16S rDNA, é atualmente de R $70,00 subindo 

para R $210,00 para sequenciar o gene inteiro, o que torna dispendioso financeiramente os 

procedimentos, e até mesmo inviável dependendo do que se pretende colocar em pauta de 

estudo. Na tentativa de encontrar uma solução para esse obstáculo, foi realizado uma avaliação 

do SDS-PAGE das proteínas celulares totais como meio de fornecer identificação diferencial 

de cocos Gram-positivos recuperados de pulgas. Os resultados desta análise foram promissores 

e permitiram a identificação diferencial de S. lentus, S. nepalensis e S. saprophyticus a um custo 

inferior a 10 centavos por isolado.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Após as análises realizadas neste trabalho, foi possível concluir que: 

 

● Cada uma das diferentes etapas da vida da pulga C. felis apresentou uma microbiota 

única, no entanto, um componente central de todas as amostras era membro do gênero 

Staphylococcus. A presença constante da mesma espécie de Staphylococcus sp., em 

múltiplos estágios de vida, sugere que estas bactérias são componentes essenciais da 

microbiota das pulgas C. felis da colônia;  

 

● As espécies de maior ocorrência foram: S. nepalensis, S. saprophyticus. As quais foram 

relatadas previamente como patógenos oportunistas com potencial zoonótico;  

 

● Algumas bactérias foram resistentes aos antimicrobianos testados, dentre elas, poucas 

demonstraram fenótipos resistentes a múltiplos antimicrobianos, representando pouco 

risco de transferência antimicrobiana, visto que poucas bactérias foram 

multirresistentes, e,  

 

● Ao realizar uma avaliação do SDS-PAGE das proteínas celulares totais como meio de 

fornecer identificação diferencial de cocos gram-positivos recuperados de pulgas. Os 

resultados desta análise foram promissores e permitiram a identificação diferencial de 

S. lentus, S. nepalensis e S. saprophyticus a um custo inferior a 10 centavos por isolado.  
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