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“We gaze continually at the world and it grows dull
in our perceptions. Yet seen from another’s vantage
point, as if new, it may still take our breath away. [...]
for you are life, rarer than a quark and unpredictable

beyond the dreams of Heisenberg.”

Alan Moore, na Graphic novel “Watchmen”, 1986.
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Resumo

Enterococos estdo presentes no solo, 4gua e plantas, assim como fazem parte da microbiota de
diversos animais, tais como primatas. Estes possuem um parentesco proximo com seres humanos,
alem de corriqueiramente dividirem habitat com os mesmos. Estudos de perfis de resisténcia de
bactérias comensais como enterococos, principalmente de amostras nasais, sdo rarissimos. Neste
estudo foram avaliados enterococos isolados de 14 amostras de suabes nasais de macacos-prego
(Sapajus nigritus) selvagens quanto ao seu perfil de resisténcia. Estas amostras foram coletadas nos
municipios de Maracaja e Passo de Torres, em Santa Catarina. Os isolados foram identificados por
Maldi-Tof e testados para a sensibilidade frente a 11 antimicrobianos diferentes pelo método de
disco-difusdo. Foram obtidos 26 enterococos de oito amostras de suabes nasais de macacos, trés
provenientes de macacos de Maracaja e cinco de Passo de Torres. As espécies identificadas foram
E. faecalis (50%) e E. casseliflavus (50%). Dos 26 isolados, 25 apresentaram susceptibilidade
reduzida a pelo menos um farmaco testado, sendo que as bactérias apresentaram maiores
frequéncias de susceptibilidade reduzida a eritromicina (84,6%) e a rifampicina (61%). Em
amostras provenientes de macacos de Maracaja foi possivel identificar isolados de E. faecalis (n=3)
e E. casseliflavus (n=2) com perfil de resisténcia a maltiplos farmacos (RMF). Como concluséo,
foi possivel isolar enterococos de amostras e observar isolados com perfil de susceptibilidade
reduzida. As presencas de isolados com susceptibilidade reduzida podem ser atribuidas ao
resistoma ambiental, bem como a interacdo dos macacos com seres humanos e a permanéncia de
antibidticos no ambiente.

1 Introducéo

O Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, compreendendo aproximadamente
103.870 espécies animais diferentes e a maior diversidade de primatas, em torno de 140 taxons,
incluindo o bugio, 0 macaco-prego, o sagui e 0 mico (Sociedade Brasileira de Primatologia, 2018).
Sapajus nigritus (macaco-prego ou macaco-prego preto) fazem parte da familia Cebidae,
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caracterizada como macacos-prego robustos com adornos ou tufos na cabega (Rylands et al., 2011).
Os macacos-prego sdo animais de tamanho médio, pesam de 2,5 kg até 5 kg, e apresentam
dimorfismo sexual. Segundo Rodrigues (2013), é o género reconhecido como um dos maiores
onivoros entre 0s primatas neotropicais, possuindo uma dieta altamente adaptativa, o que acaba os
levando para o contato direto com uma gama diversa de micro-organismos. E uma espécie endémica
do Brasil, possuindo ampla distribuicdo no territorio entre o Estado de Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul (Martins et al., 2012). Por apresentar tolerancia a mudanca de habitat, e ter a
capacidade de permanecer em meio urbano, a espécie consequentemente entra em contato com
humanos (Martins et al., 2012).

Estudos tem mostrado que a proximidade de animais selvagens com a atividade humana
aumenta o namero de bactérias resistentes nos animais selvagens. Allen et al., 2010, observou que
amostras provenientes de animais selvagens que viviam perto de residuos ou agua agricola
abrigavam mais bactérias resistentes aos antibi6ticos do que as amostras de animais que viviam em
ambiente menos impactado. A contaminagdo do ambiente desempenha um papel importante na
selecdo e disseminacdo de bactérias resistentes aos antibiéticos (Singer et al. 2016). Fluidos
bioldgicos, como urina e fezes, contaminados com antimicrobianos ou bactérias resistentes sdo
importantes fontes para a disseminacao da resisténcia no ambiente (Baquero et al. 2008; Gothwal
e Shashidhar, 2014). Residuos liquidos ou esgotos também sdo fontes de introducdo de bactérias
resistentes no meio ambiente. Alem disso, bactérias resistentes ja foram isoladas em animais
silvestres recuperados de diferentes nichos (Santos et al. 2013; Smith et al. 2014, Santestevan et al.
2015, Bondarczuk et al. 2016, Prichula et al. 2016, Furness et al. 2017, Bengtsson-Palme et al.
2018). Recentemente foram encontradas cepas de enterococos resistentes em isolados de suabes
retais de macacos-prego (S. nigritus) do sul do Brasil (Grassotti et al. 2018).

O género Enterococcus é composto por bactérias Gram positivas, anaerobias facultativas,
comensais dos tratos gastrointestinais, oral e nasal de humanos e animais, além de serem
amplamente distribuidos no solo, 4gua, plantas e alimentos. Sua onipresenca reflete sua capacidade
de tolerar faixas de pH e temperaturas, bem como variacGes de salinidade (Lebreton et al. 2014).
Muitas espécies deste género sdo intrinsecamente resistentes a muitos agentes antimicrobianos
comumente usados contra cocos Gram-positivos, tais como cefalosporinas, acido nalidixico e
baixos niveis de aminoglicosideos e clindamicina (lincosamidas) (Lebreton et al. 2014).

Os enterococos tem se tornado um dos patdgenos hospitalares mais importantes das dltimas
décadas (Gilmore et al. 2013). A sua relevancia clinica baseada ndo somente na sua crescente
prevaléncia nos Ultimos anos, mas também no elevado indice de cepas resistentes aos antibidticos
tais como vancomicina e rifampicina. Enterococos resistentes a antibioticos ja foram isolados de
fontes diferentes, incluindo animais selvagens (Riboldi et al. 2009, Cassenego et al. 2011, Poeta et
al. 2005, Barros et al. 2011, Jackson et al. 2009; Santestevan et al. 2015, Prichula et al. 2016).
Dados epidemiolégicos sugerem que 0s enterococos sdo importantes reservatorios de genes de
resisténcia aos antimicrobianos, que podem ser transmitidos de outras espécies bacterianas,
incluindo patdégenos (Eaton e Gasson, 2001).

O género compreende mais de 50 espécies, sendo as espécies E. faecalis, E. faecium, E.
hirae, E. cecorum e E. durans, frequentemente encontradas nos tratos gastrointestinais dos animais
(Poeta et al. 2005, Lebreton et al. 2014, Santestevan et al. 2015, Prichula et al. 2016). A distribuicéo
das espécies, bem como as diferencas nas proporc¢des em cada nicho, pode variar de acordo com as
caracteristicas individuais de cada animal (idade, sexo), habitat (variacbes sazonais, dieta) e
localizacdo geografica (Lebreton et al. 2014). Até o momento, existem poucos estudos avaliando a
presenca de enterococos em amostras nasais. Jackson et al. (2009) demonstrou a presenca de E.
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faecalis e E. faecium em amostras nasais de cdes e gatos domésticos. Se tratando de animais
selvagens, ndo existem estudos avaliando enterococos nestes animais, provavelmente devido aos
habitos migratorios de algumas espécies e a dificuldade em obter amostras. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi isolar e avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em enterococos
isolados de amostras de suabes nasais de macacos-prego selvagens (S. nigritus) coletados em Santa
Catarina, Brasil, e correlacionar os resultados com a sobreposi¢céo de habitat desses animais com
humanos.

2 Materiais e métodos
2.1 Coleta das amostras

Catorze amostras de suabes nasais foram coletadas em maio de 2018 de macacos-prego
selvagens. Os animais foram capturados no Parque Ecolégico Maracaja, municipio de Maracaja
(latitude 28°50'48" sul, longitude 49°27'10" oeste) e no Morro dos Macacos, municipio de Passo de
Torres (latitude 29°20'06" sul, longitude 49°43'22" oeste), ambos em Santa Catarina, Brasil (Tabela
1). Para captura dos animais nessas localidades, foram utilizadas armadilhas do tipo Tomahawk,
e, apos a captura, os macacos foram anestesiados com doses intramusculares de Xilazina (20
mg/mL) e Cetamina (100 mg/mL), pelos médicos veterinarios do IBAMA. Todas as amostras
nasais foram coletadas e mantidas em meio Stuart (Kasvi, Parana, Brasil) e transportados para o
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Este estudo foi realizado de acordo com as recomendac@es do Instituto Brasileiro de Meio
Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) e do Instituto Chico Mendes de conservagéo
da biodiversidade (ICMBio). O protocolo foi aprovado pelo sistema de autorizacdo de informagéo
em biodiversidade (SISBIO) nimero 56640.

2.2 Isolamento e identificacdo de espécies de enterococos

Os suabes foram transferidos para tubos contendo dgua peptonada tamponada (Himedia,
Mumbai, india), e incubados por 24 horas a 35°C. Apds o periodo de incubacdo, 1 mL foi
transferido para 9 mL de caldo azida dextrose e incubadas por mais 24 horas a 35°C. De cada
diluicdo, inoculou-se 100 pl em placas de agar com infusdo de cérebro e coracdo (Himedia,
Mumbai, India) suplementadas com NaCl a 6,5% (Santestevan et al. 2015, Prichula et al. 2016).
Colonias bacterianas que apresentaram a morfologia colonial caracteristica do género
Enterococcus, com coldnias puntiformes, circulares, cremosas foram selecionadas de cada amostra.
Isolados selecionados foram inoculados em placas de agar bile esculina (Acumedia), e incubados
durante 24 horas em temperatura de 35°C. Critérios fenotipicos, como tamanho / volume, forma,
cor, coloracdo de Gram, producdo de catalase e hidrolise da esculina foram empregados para a
identificacdo presuntiva do género. Os isolados que resultaram em catalase negativo e cocos Gram
positivos foram semeados para placas de dgar BHI (Signa-Aldrich) e incubados durante 48 horas
na temperatura de 35°C. As col6nias selecionadas foram armazenadas de acordo com Cody et al.
(2008), onde foram mantidas em criotubos com 1 mL de solucdo 10% de glicerol e 10% de leite
desnatado, a -20°C. Para a identificacdo das espécies, os preservados foram repassados para agar
BHI (Signa-Aldrich) por método de esgotamento e incubados por cerca de 24 horas a 35°C. Em
seguida, estes isolados foram submetidos ao equipamento do MALDI-TOF.

2.3 Avaliacdo de susceptibilidade aos antibidticos

Todas os isolados identificados como enterococos foram submetidos ao teste de
antibiograma por disco-difusdo. Para tanto, col6nias isoladas foram transferidas para tubos com
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solucdo salina com concentracdo de 0,85%. Com auxilio de um suabe, as suspensdes bacterianas
com turbidez 0,5 escala Mac Farland (equivalente 1,5 x 108UFC/mL) foram espalhadas em meio
agar Mueller Hinton (Himedia), com altura de 0,5 cm para melhor difusdo dos antibi6ticos. Sobre
a suspensao foram distribuidos discos contendo antibidticos e as placas foram mantidas em estufa
durante 24 horas a 35°C. Os antibi6ticos utilizados foram: ampicilina (AMP 10 ug), ciprofloxacina
(CIP 5 pg), cloranfenicol (CLO 30 pg), eritromicina (ERI 15 ug), estreptomicina (EST 300 ug),
gentamicina (GEN 120 pg), nitrofurantoina (NIT 300 pg), norfloxacina (NOR 10 ug), rifampicina
(RIF 5 pg), tetraciclina (TET 30 pg) e vancomicina (VAN 30 pg), conforme recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Apds um periodo de incubacdo, os halos
de inibi¢do de crescimento bacteriano observados tiveram seus didmetros medidos em milimetros,
e foram comparados com os valores disponiveis na tabela padrdo para interpretacdo de halos de
inibicdo (CLSI, 2018). Os isolados resistentes a trés ou mais antibioticos ndo relacionados foram
consideradas resistentes a multiplos farmacos (RMF). Isolados intermediérias e resistentes foram
consideradas em uma Unica categoria e classificadas como resistentes aos antibioticos.

3 Resultados
3.1 Frequéncia de espécies de enterococos nas amostras

Foram obtidos 26 isolados do género Enterococcus de oito dos catorze (57,1%) suabes
nasais de macacos-prego selvagens. Destas 26 cepas, treze (50%) foram identificadas como E.
faecalis e treze (50%) como E. casseliflavus (tabela 2). As amostras provenientes de macacos de
Maracaja apresentaram mais E. faecalis (66,7%) do que as de Passo de Torres (35,7%), sendo o
oposto para E. casseliflavus, onde 33,3% das cepas eram provenientes das amostras de suabes
nasais de animais capturados em Maracaja e 64,3% de animais de Passo de Torres.

3.2 Perfil de susceptibilidade das cepas

Os resultados do perfil de suscetibilidade das espécies de Enterococcus isoladas estdo
apresentados na tabela 3. Do total de isolados, vinte e cinco (96,1%) apresentaram perfil de
susceptibilidade reduzida a pelo menos um antimicrobiano. Uma elevada frequéncia de isolados
apresentou susceptibilidade reduzida a eritromicina (84,6%), seguida por rifampicina (61,5%),
norfloxacina (26,9%) e ciprofloxacina (26,9%). Somente um enterococos (nimero 31.2) isolado de
uma amostra de Maracaja foi suscetivel a todos os antimicrobianos testados. Em relacédo ao local
de coleta das amostras, os isolados de E. faecalis provenientes de suabes nasais dos macacos de
Maracaja apresentaram maiores frequéncias de susceptibilidade reduzida a ciprofloxacina (25%) e
eritromicina (87,5%) do que os isolados de E. casseliflavus, que apresentaram maior frequéncias
em relacdo a norfloxacina (50%) e rifampicina (100%). Todos os E. faecalis isolados dos macacos
de Passo de Torres apresentaram susceptibilidade reduzida a ciprofloxacina e eritromicina, com
80% desses também sendo com susceptibilidade reduzida a norfloxacina, enquanto os isolados de
E. casseliflavus apresentaram esse perfil também para eritromicina (77,7%) e a rifampicina
(88,8%).

Analisando os dados apresentados na tabela 3, percebemos o perfil de RMF em algumas
bactérias, as quais foram analisadas conforme Magiorakos et al. (2012). Trés E. faecalis e dois E.
casseliflavus apresentaram RMF, sendo todos estes provenientes das amostras 29 e 32, ambas de
macacos de Maracaja. As classes de antimicrobianos as quais as bactérias apresentaram RMF foram
as fluoroquinolonas/macrolideos/rifampicinas.
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4 Discussao

Até 0 momento, ndo existem trabalhos que investigaram a distribuicdo de enterococos em
amostras de suabes nasais de macacos-prego (S. nigritus), o Unico estudo que existe avaliando a
distribuicdo do género em amostras nasais em animais foi realizado com cées e gatos domesticos
(Jackson et al., 2008). Estudos com seres humanos demonstram a presenca de enterococos com
perfis de resisténcia nas vias aéreas (Yameen et al. 2013). Diferente do que foi observado por
Grassotti et al. (2018), onde foi detectada uma elevada frequéncia de diferentes espécies de
enterococos (E. faecalis, E. hirae, E. faecium, E. durans, E. casseliflavus, E. raffinosus, E. avium,
E. gallinarum) em amostras de fezes/suabes retais de macacos-pregos selvagens, nas amostras
nasais de macacos-pregos selvagens foram observadas somente a presenca das espécies E. faecalis
e E. casseliflavus. Jackson et al. (2008), avaliando amostras de suabes orais, retais, nasais de cées
e gatos, também verificou pouca variabilidade nas espécies de enterococos isolados de amostras de
suabes nasais de cées e gatos, quando comparados com amostras do trato gastrointestinal, visto que
identificaram apenas as espécies E. faecalis e E. hirae nas amostras de cées e E. faecium e E. hirae
nas amostras de gatos.

A presenca do género nas vias nasais dos macacos pode estar associada ao habito que os
macacos tém de inserir seus dedos nas narinas e na boca dos outros macacos por periodos de tempo
prolongados, conhecido do inglés de handsniffing (Perry, 2011). Este comportamento poderia ser a
explicacdo de E. faecalis e E. casseliflavus estarem colonizando as vias nasais, ja que estas espécies
séo frequentemente isoladas de folhas, frutas e solo (Abriouel, 2008), superficies onde as méos do
macaco estdo diretamente em contato, pois coletam alimento do solo.

Das catorze amostras de suabes nasais testadas, em cinco (35,7%) nédo foi possivel isolar
enterococos. Este resultado pode ser explicado devido ao fato de que presenca de enterococos nas
vias aéreas e orais € muito menos abundante do que no trato gastrointestinal (Gilmore et al. 2013).
Estes resultados também corroboram com Jackson et al. (2008), onde das 276 amostras de suabes
nasais de cdes e gatos avaliadas obtiveram uma baixa frequéncia de amostras positivas para
enterococos.

A maioria dos isolados demonstrou resisténcia a pelo menos um antibiético, sendo a maioria
com susceptibilidade reduzida a eritromicina. E. faecalis e E. casseliflavus com susceptibilidade
reduzida a eritromicina ja foram encontrados em cepas isoladas de porcos europeus (Jackson et al.
2004), bem como em suabes nasais de cées e gatos domésticos (Jackson et al. 2008). Por exemplo,
na espécie Sparus aurata, peixe de alto valor comercial, foram encontradas cepas de enterococos
altamente resistentes a eritromicina, chegando a 58,7% de resisténcia (Barros et al. 2011). Os
isolados identificados no presente estudo também apresentaram susceptibilidade reduzida a
fluoroquiolonas e principalmente a rifampicina, assim como demonstrado por Enne et al. (2004),
onde foram encontradas cepas de mutantes espontaneas resistentes a rifampicina em porcos. A
resisténcia a rifampicina ja foi constatada também em animais marinhos, como aves, mamiferos e
tartarugas (Prichula et al., 2016). Em Grassotti et al. (2018), altos niveis de isolados com
susceptibilidade reduzida a eritromicina e rifampicina também foram encontrados em fezes e suabes
retais de macacos-prego selvagens, e Costa (2018) encontrou 0 mesmo padrdo ao estudar guano de
morcegos selvagens. Susceptibilidade reduzida a eritromicina e rifampicina pode estar ligada tanto
a mutacdo espontanea e resisténcia intrinseca (Mundy et al. 2000), quanto a pressao seletiva devido
a exposicdo desses antimicrobianos ao ambiente. Os locais onde ocorreram as coletas (Morro do
Macacos e Parque Ecologico Maracaja, Santa Catarina) sdo bastante visitados por turistas, e o efeito
destes humanos neste ambiente pode ser fonte de micro-organismos resistentes, que podem entrar
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em contato com o0s macacos. Nenhum isolado com susceptibilidade reduzida a ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, gentamicina, nitrofurantoina e tetraciclina foi encontrado.

Cinco isolados, trés E. faecalis e duas E. casseliflavus, apresentaram RMF, todas de uma
amostra de Maracaja. Por estes isolados serem provenientes de um parque ecoldgico, é possivel que
0 transito de turistas esteja impactando as microbiotas locais. Essa mesma multirresisténcia foi
constatada em Grassotti et al. (2018) e Jackson et al. (2008), onde a espécie E. faecalis foi a qual
apresentou o maior nivel de RMF. A multirresisténcia apresentada pelos isolados também pode ser
explicada pela a troca de material genético por plasmideos e troca cromossdmica, assim como a
resisténcia intrinseca apresentada pelo género enterococos (Mundy et al. 2000).

Como a espécie Sapajus nigritus € muito comum no sul do pais (Martins et al., 2012), com
grande frequéncia divide habitat com seres humanos. Os pontos de coleta deste trabalho apresentam
municipios com areas urbanas cercadas por fragmentos e trilhas florestais, o que leva ao contato
com estes macacos e algumas vezes ao conflito com os mesmos (Rocha, 2013). Uma vez que estes
animais ndao apresentam histérico de uso de antibioticos, a presenca de cepas resistentes pode ter
duas origens: a contaminagdo do ambiente, antibiéticos podem ficar por anos presentes no solo apds
contaminacdo (Kemper, 2008); e a outra o resistoma ambiental, visto que o proprio ambiente pode
funcionar com reservatorio para genes de resisténcia (Dantas, 2008). Sendo animais selvagens e
reservatorios de diversas bactérias possivelmente patdgenas (Zaniolo et al. 2018), o convivio com
estes macacos pode gerar disseminacdo destas cepas resistentes para humanos. Tan et al. (2018)
corrobora essa hipotese de disseminacdo, onde amostras de suabes nasais de fazendeiros
apresentaram cepas de E. faecalis similares as isoladas de porcos com os quais eles manipulavam.
Por este motivo é necessario ter conhecimento atualizado sobre a microbiota destes animais e seus
respectivos padrbes de resisténcia, uma vez que nas localidades estudadas turistas tem contato
direto com estes macacos.
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Tabelas

Tabela 1: Dados sobre os animais empregados no presente estudo.

Numero da Amostra Sexo/idade Local de coleta Data da coleta
(Nasal)
29 Macho jovem P.E.M. 15/05/2018
30 Fémea jovem P.E.M. 15/05/2018
31 Fémea adulta P.E.M. 15/05/2018
32 Macho adulto P.E.M. 15/05/2018
33 Fémea jovem M.M.A. 16/05/2018
34 Macho adulto M.M.A. 16/05/2018
35 Macho adulto M.M.A. 16/05/2018
36 Macho jovem M.M.A. 16/05/2018
37 Fémea jovem M.M.A. 16/05/2018
38 Macho jovem M.M.A. 16/05/2018
39 Fémea jovem M.M.A. 16/05/2018
40 Fémea adulta M.M.A. 16/05/2018
41 Fémea jovem M.M.A. 16/05/2018
42 Macho jovem M.M.A. 16/05/2018

P.E.M.: Parque Ecoldgico Maracaja, Maracaja, Santa Catarina. M.M.A.: Morro dos Macacos, Passo de Torres, Santa
Catarina



408  Tabela 2: Numero de isolados de cada espécie de enterococos por local de coleta.

Numero (%) de enterococos isolados

Espécie

Maracaja Passo de Torres Total (%)
E. faecalis 8 (66,7) 5(35,7) 13 (50,0)
E. casseliflavus 4 (33,3) 9 (64,3) 13 (50,0)
Total 12 (100) 14 (100) 26 (100)

409  Tabela 3: Numero (%) de cepas com susceptibilidade reduzida isoladas de suabes nasais de
410  macacos-prego selvagens.

Numero (%) de isolados ndo susceptiveis
aos antimicrobianos

Espécie (N°) CIP* ERI* NOR* RIF* RME**

« E-faecalis (8) 2(25,00 7(87,5) 1(12,5)  4(50,0) 3(37,5)

‘T

(&]

g E. casseliflavus 0 3(75,0) 2(50,0) 4(100) 2(50,0)

= 4

Subtotal (12) 2(16,6) 10(83,3) 3(25,0)  8(66,6) 5(41,6)
E. faecalis (5) 5(100)  5(100)  4(80,0) 0 0

D

T

@ £ E. casseliflavus 0 7(77,7) 0 8(88,8) 0

e r0O

Subtotal (14) 5(35,7) 12(85,7) 4(28,6) 8(57.1) 0
Total (26) 7(26,9) 22(84,6) 7(26,9) 16(61,5) 5(19.2)

*antibioticos: CIP: ciprofloxacina, ERI: eritromicina, NOR: norfloxacina, RIF: rifampicina, RMF:
resisténcia a maltiplos farmacos.



411  Tabela Suplementar: Tamanho dos halos de inibicdo em milimetros (mm) por isolado bacteriano.
412 AMP 10pg; CIP 5pg; CLO 30pg; ERI 15ug; EST 300pg; GEN 120pg; NIT 300pg; NOR 10ug;
413  RIF 5ug; TET 30ug; VAN 30pg. *: Resistente intermediario; **: Resistente.

Isolado | AMP CIP CLO ERI EST GEN NIT NOR RIF TET VAN
29.1 23 23 21 17* 14 20 19 18 19 27 18
29.2 29 18* 21 15* 17 17 22 17 12** 21 16*
29.3 26 19* 25 18* 19 20 23 18 15** 24 19
29.4 28 21 22 16* 14 16 21 16* 14** 23 18
311 28 24 25 20* 19 19 19 20 25 29 18
31.2 28 24 24 23 14 19 20 19 26 26 17
31.3 29 23 25 20* 15 20 21 19 25 30 18
314 26 23 24 16* 13 18 20 20 21 27 17
32.2 25 23 24 20* 17 16 22 17 17 26 18
324 25 23 25 21 20 21 23 16* 16** 27 20
325 24 21 24 20* 18 20 22 16* 13** 26 18
32.6 26 23 27 23 21 21 24 17 19* 27 20
331 27 19* 24 18* 17 21 22 16* 25 23 19
33.2 26 17* 21 16* 17 18 20 16* 24 22 19
33.3 30 18* 24 17* 16 17 20 15* 21 23 17
33.4 26 20* 22 21 20 22 24 18 21 25 24
335 28 20* 26 20* 19 22 25 16* 22 23 21
351 30 26 27 20 20 22 23 20 16> 30 20
35.2 30 25 25 19* 20 24 24 21 15** 31 21
35.3 34 27 26 23 21 22 21 20 14** 34 20
35.5 31 23 27 20 21 23 21 20 17 35 20
39.3 29 24 28 29 23 23 25 21 19* 29 20
41.6 29 25 25 20 22 23 23 20 12** 32 21
41.7 28 25 21 20 21 21 24 19 15** 31 20
41.8 27 23 25 20 20 21 21 18 12** 26 19

42.11 30 29 30 22* 23 23 24 21 32 30 22
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