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Analise da microbiota bacteriana cloacal de tartarugas Trachemys dorbigni (Duméril &

Bibron, 1835) e Trachemys scripta elegans (Wied, 1839) em cativeiros do RS.

RESUMO: A introducdo de espécies exdticas pode trazer prejuizos nas mais diversas areas,
do ponto de vista microbioldgico, pode levar ao surgimento de doencas. No Rio Grande do
Sul, as populacdes nativas de tartarugas-tigre-d’dgua (7. dorbigni) estdo sendo afetadas pela
introdugdo de tartarugas-de-ouvido-vermelho (7. scripta elegans), considerada exoética na
regido. O presente trabalho teve como objetivo analisar a diversidade bacteriana cloacal de
tartarugas-tigre-d’4gua e tartarugas-de-ouvido-vermelho, verificar se a antropizac@o afetou o
perfil de susceptibilidade desses microrganismos a antimicrobianos, e verificar se as bactérias
presentes em7. scripta elegans apresentam algum risco as tartarugas 7. dorbigni.
Foramrealizadas coletas de suabes cloacais em cinco individuos de cada espécie de
tartarugas, em dois cativeiros. A diversidade de bactérias foi determinada por meio de Maldi-
TOF e o perfil de suscetibilidade das mesmas através do método de disco de difusdo. Das
amostras também foram isolados enterococos.Dezoito espécies bacterianas foram
identificadas,sendo Hafnia alvei, Citrobacter freundii, Morganella morganii e Raoultella
ornithinolytica as mais predominantes. As amostras de tartarugas-de-ouvido-vermelho
apresentaram maior diversidade bacteriana, além disso nove espécies foram encontradas
somente nelas, entre elas a Edwardsiella tarda, causadora de doencas em queldnios. Dos
isolados submetidos ao teste de disco de difusdo, 13 apresentaram algum tipo de resisténcia
aos antibidticos testados. Como conclusdo, as tartarugas-de-ouvido vermelho sdo portadoras
de microrganismos que podem representar um risco as demais tartarugas, bem como para
outros animais. Além disso, as tartarugas-de-ouvido-vermelho podem atuar como agentes
etiologicos de novos patdgenos a populacdes de tartarugas nativas, bem como para o habitat

como um todo.

Palavras-chave: microbiologia de quelonios, resisténcia antimicrobiana, ecologia microbiana,

conservacao.



Analysis of the bacterial microbiota in the cloacal of Trachemys dorbigni (Duméril &

Bibron, 1835) e Trachemys scripta elegans (Wied, 1839) in captivity of the RS

Summary: The introduction of exotic species bring wounded in several areas, in
microbiological point of view, can lead to the emergence of diseases. In Rio Grande do Sul,
the native populations of black-bellied slider (7. dorbigni) are being affected by the
introduction of red-eared slider (7. scripta elegans), considered exotic in the region. The
objective of the present work was to examine bacterial diversity cloacal of black-bellied
sliderand red-eared slider, tested if antibiotic was affected by anthropization of these
microorganisms, and detect if the bacteria present in 7. scripta elegansrepresent some risk to
T. dorbigni. Cloacals swabs were collection in five individuals of each species of turtles in
captivity. The diversity of bacteria was determined by means of Maldi-TOF and the
susceptibility of antibiotic profile through the disk diffusion method. The samples also were
isolated enterococi. Eighteen bacterial species were identified being Hafnia alvei, Citrobacter
freundii, Morganella morganii and Raoultella ornithinolytica the more prevalent. Samples
from red-eared slider showed higher bacterial diversity, besides nine species were found only
in them, including the Edwardsiella tarda, causing diseases in turtles. Isolates submitted to
the diffusion disc test, 13 showed some resistance to antibiotics tested. As a conclusion the
red-eared slider are carriers of micro-organisms that may pose a risk the other turtles, as well
as for other animals. In addition, the red-eared slider can act as etiological agents of new

pathogens to populations of native turtles, as well as for the habitat as a whole.

Keywords: chelonians microbiology, antimicrobial resistance, microbial ecology,

conservation.



1. INTRODUCAO

A introducdo de espécies exdticas em ambientes naturais tem sido um grande
problema nos dias atuais, pois as mesmas podem ser responsaveis por desequilibrios
ecoldgicos nas comunidades. Uma espécie quando introduzida fora de seu local de ocorréncia
natural pode se tornar uma grande competidora de espécies nativas, limitando fontes de
alimento, abrigos e até predando alguma espécie. Além disso, por ndo estar em seu habitat
natural, a espécie exética pode estar livre de predadores especificos, intensificando ainda
mais o seu poder invasivo (Coutinho, 2002). Outro problema é que a introducdo de espécies
exoéticas pode modificar o habitat, causando o rompimento do isolamento reprodutivo entre as

espécies nativas.

Nesse trabalho, as espécies de estudo pertencem a ordem Testudines e a familia
Emydidae. Entre as espécies do género Trachemys, destacam-se a Trachemys dorbigni
(Duméril & Bibron, 1835), vulgarmente conhecida como tartaruga-tigre-d’dgua e a
Trachemys scripta elegans, popularmente conhecida como tartaruga-de-ouvido-vermelho

(Figura 1).

Figura 1. Individuos de T. dorbigni (E) e T. scripta elegans (D) no “Lago das

Tartarugas”, localizado no Parque Zooldgico de Sapucaia.



A espécie T. dorbigni é mais abundante na regido sul do Brasil, onde ocorre
naturalmente, bem como no Uruguai e no norte da Argentina. Tem-se o conhecimento de que
os individuos dessa espécie sd@o onivoros oportunistas (Bujes er al. 2011). Ja a T. scripta
elegans (Weid, 1839), é uma tartaruga semi-aqudtica e considerada exética visto que ocorre
naturalmente no Texas, Novo México, partes indeterminadas no nordeste do México,
Oklahoma, leste de Kansas, leste de Indiana, Kentucky, Tennessee e Alabama (Rossi et al.
2006). Em habitat natural esses animais possuem hébito alimentar herbivoro, no entanto,
também podem ser onivoros, alimentando-se de insetos, pequenos peixes, bem como ovos e
ossos de anfibios e roedores (Rossi et al. 2006). Em cativeiro, possuem uma dieta
estritamente onivora, tendo preferéncia por carnes e ragdes para gatos, cies e especificas para
tartarugas. Além disso, também se alimentam de verduras e frutas, porém estes, com menor

interesse (Rossi et al. 2006).

No Brasil, T. scripta elegans é uma espécie exotica que pode ser encontrada
facilmente em lojas de animais e em bancas de feirantes (Coutinho, 2002). No entanto,
muitos compradores acabam soltando esses animais em locais publicos — como pracas e
parques que possuam pequenos lagos — quando o espécime atinge um tamanho maior, e com
isso, 0 animal acaba se adaptando ao local. Outra consequéncia da introdugdo de T. scripta
elegans no Brasil é a possivel hibridizagdo com espécies nativas, podendo resultar em
descendentes com baixa aptiddo através da introgressao, na espécie nativa, de alelos menos
adaptados ao contexto ecoldgico local (Figueiredo, 2014). No Rio Grande do Sul, as
populacdes de T. dorbigni estdo sendo afetadas pela introducdo de 7. scripta elegans, visto

que Figueiredo (2014) ja apontou a ocorréncia de hibridizag@o entre as duas espécies.

Do ponto de vista microbioldgico, a introdugdo de espécies exéticas também pode
causar o surgimento de doengas em humanos e aos outros animais, devido a diferente
microbiota da qual esses animais sdao portadores. Visto isso, € necessdrio ter conhecimento
dessa comunidade microbiana para compreender se a mesma pode causar danos mais graves

ao novo local colonizado e para os demais individuos que ali ocorrem.

O microbioma € o conjunto de diversos microrganismos que estdo presentes em um
organismo. Esses microrganismos s@o muito importantes, pois estdo envolvidos em vias
metabdlicas, modificando-as a ponto de influenciar, inclusive, em alguns padrdes
comportamentais do hospedeiro. Esses microrganismos ajudam na aquisi¢do de nutrientes e

na resposta imunolégica do hospedeiro, e podem influenciar no comportamento,



desenvolvimento, reproducdo e a satide geral do organismo hospedeiro (Colston & Jackson,
2016). De acordo com Colston & Jackson (2016), a influéncia do hospedeiro sobre seu
microbioma ainda estd sendo determinada. No entanto, tem-se o conhecimento que tanto a
dieta do hospedeiro, quanto a filogenia mostram-se importantes preditores da composi¢io da
comunidade microbiana endégena. Goodrich et al. (2016) afirmaram que estas comunidades
microbianas variam em composi¢do em todo o corpo, dependendo dos nichos definidos

fisica, quimica e imunologicamente.

Yuan et al. (2015) analisaram amostras fecais de tartarugas-do-deserto (Gopherus
polyphemus) e demonstraram que hd uma pequena associacdo entre a estrutura do
microbioma e o parentesco, visto que fora encontrado semelhanga entre o microbioma de
individuos irméos e de pais em relagdo a prole. Essas relagdes podem ter surgido através da
transmissdo parental direta durante o desenvolvimento do ovo, da interagdo entre os irmaos

no ninho, ou até mesmo por coprofagia influenciada por parentes proximos.

Quando queldnios sdo criados com outras espécies, em especial mamiferos, que
também possuem enterobactérias em sua microbiota intestinal, estas podem provocar doengas
cutaneas ulcerativas, e assim levar ao desenvolvimento de quadros septicémicos, como
necrose hepdtica, anorexia, caquexia e morte (Jacobson, 2007). Répteis em geral sdo capazes
de portar uma grande variedade de patégenos que podem causar infec¢des em humanos,
sendo as bactérias potenciais patdogenos responsdveis por diversas zoonoses nesses animais
(Ebani, 2005). A contaminacio do ambiente é uma forma de disseminar bactérias resistentes,
principalmente em grandes centros urbanos. Esta situacdo torna-se demasiadamente
preocupante no momento em que sdo encontradas bactérias comensais resistentes aos

antimicrobianos em popula¢des de animais selvagens.

< e

Com base nos aspectos ecoldgicos e microbioldgicos relacionados a introducdo de
espécies exdticas, o presente trabalho tem como objetivos: a) identificar e comparar a
diversidade de bactérias cultivaveis presentes na cloaca de tartarugas das espécies T. dorbigni
e T. scripta elegans provenientes de ambientes de recuperagdo, considerados como cativeiros;
b) verificar o perfil de suscetibilidade desses microrganismos a antimicrobianos; e c) verificar
se as bactérias presentes na cloaca de 7. scripta elegans apresentam algum risco em relacdo a

patogenos, as tartarugas 7. dorbigni.



2. MATERIAL E METODOS
Area de Estudo

O presente trabalho abordou duas areas de estudo, o Parque Zoolégico de Sapucaia

(PZS) e o Centro de Reabilitacdo de Animais Silvestres e Marinhos (CERAM).

Parque Zoolégico de Sapucaia (PZS): A primeira coleta foi realizada em outubro de
2017 no Parque Zoolégico de Sapucaia. O Zooldgico pertence a Fundagdao Zoobotéanica do
Rio Grande do Sul (FZB/RS),a qual esti vinculada, desde 1999, & Secretaria do Meio
Ambiente do RS (SEMA-RS). O PZS estd situado no municipio de Sapucaia do Sul (RS)
(29°48°05.1°S, 51°09°59.2”W), e possui uma &rea total de 780 hectares (ha) - sendo 620 ha
pertencentes a drea de Reserva Florestal Padre Balduino Rambo e 160 ha ao zooldgico
propriamente dito. O Zooldgico abriga aproximadamente 130 espécies de animais, entre aves,
répteis e mamiferos. Ele também mantém e possibilita a reproducdo de animais, inclusive de

espécies ameacadas de extingdo e espécimes incapazes de retornar ao seu habitat natural.

As tartarugas do género Trachemys sdo alojadas em dois ambientes de acordo com
sua procedéncia. As tartarugas provenientes de fora do Zooldgico — encaminhadas pela
Patrulha Ambiental da Brigada Militar da Regido Sul (PATRAM-RS) para reabilitacio, ou
devido a abandono — sdo alocadas em um recinto isolado, onde hd um pequeno lago no qual
as mesmas podem banhar-se; e em um lago maior, ha as tartarugas que nasceram no Parque
Zoolégico, onde vivem em contato com outras espécies de animais, como cisnes € gansos,
numa espécie de habitat natural. No entanto, para este trabalho, foram utilizadas somente as
tartarugas pertencentes ao primeiro ambiente (Figura 2A). E de suma importincia cientifica o
trabalho realizado no PZS, visto que o mesmo visa contribuir para a formagdo de mentalidade
conservacionista, cumprindo assim com suas fun¢des de pesquisa, conservacdo, educacio

ambiental, lazer e turismo (Parque Zoolégico, 2012).
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Figura 2. Locais onde as amostras foram coletadas: A) “Lago das Tartarugas”, no
Parque Zoolégico, em Sapucaia do Sul, RS; B) Piscina onde as tartarugas sdo mantidas apds

a reabilitacio no CECLIMAR, em Imbé, RS.

Centro de Reabilitacio de Animais Silvestres e Marinhos (CERAM): A segunda
coleta foi realizada CERAM, localizado no Centro de Estudos Costeiros, Limnolégicos e
Marinhos (CECLIMAR) no municipio de Imbé (RS) (29°58°25.1”S, 50°08°13.9”W). O
CERAM tem como objetivo o atendimento qualificado a espécimes da fauna costeira e
marinha que sofreram algum impacto antrépico, tais como vazamentos de petréleo, interacio
com atividade pesqueira, poluicio marinha, e a realizacdo de pesquisas sobre biologia,
ecologia e medicina veterindria destes individuos (CERAM, 2018). De acordo com o website
do CERAM, o mesmo também tem como objetivo a educacdo da populacido e comunidade
em geral no que tange os aspectos de selecdo natural relacionado a estes animais e uma
gestdo ambiental mais adequada da zona costeira, visando a atenuacdo das pressdes

antropicas e da interferéncia na rotina de vida dos animais na natureza.

Primeiramente, antes de serem alocadas, as tartarugas que chegam ao CERAM sdo
submetidas a uma andlise do quadro clinico para verificacdo do estado de satde em que esses

animais se encontram. Nesse momento sdo verificados parametros como peso e tamanho de
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carapaca, patologias aparentes, ferimentos no corpo, etc. Apds realizada essa andlise, os
animais ficam em quarentena em um tanque especifico, onde ali permanecem recebendo
medicacdo quando necessaria, até que estejam sauddveis para serem transferidos para outro

tanque com as demais espécies.

O segundo ambiente € uma piscina de fibra, de aproximadamente 15.000 1, onde as
tartarugas sauddveis se encontram (Figura 2B). Esse ambiente, no entanto, estd localizado
fora das dependéncias do CERAM, mas ainda dentro do CECLIMAR. Neste tanque h4 duas
espécies de tartarugas —7. dorbigni e T. scripta elegans - uma espécie de cdgado — Phrynops
hilarii - e alguns individuos hibridos dessas espécies, os quais ainda ndo foram
sistematicamente classificados. Devido a pouca quantidade de tartarugas que havia no local,

foram utilizadas tartarugas dos dois ambientes do CECLIMAR.
Coleta das amostras

Foram selecionadas 5 fémeas jovens das espécies T. dorbigni e T. scripta elegans em
cada um dos pontos de coleta (PZS e CERAM), totalizando 20 espécimes. Os animais foram
contidos fisicamente e alocados em um tanque, separados dos demais, em seguida,
informagdes como peso, tamanho da carapaga e tamanho do plastrio foram medidos e

registrados antes de realizar a coletado suabe cloacal.

Foi introduzido na cloaca de cada espécime um suabe estéril, e realizado movimentos
circulares por cerca de 30 segundos. Os suabes foram armazenados em Meio Stuart para
transporte até o Laboratério de Microbiologia Ambiental, localizado no Instituto de Ciéncias
Basicas da Saidde (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, onde foram

mantidos sob refrigeracdo até a realizacdo das andlises microbioldgicas.
Andlise da diversidade bacteriana

Os suabes cloacais das tartarugas foram mergulhados em 3 mL de Agua Peptonada,
por 24h a 37°C. Seguidamente, 100 pL foram utilizados para dilui¢do seriada em solugdo
salina 0,85%, até 10°, e entdio, as diluicoes 10* ¢ 10° foram plaqueadas em meio Agar
Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHIA, Brain Heart Infusion Agar) em duplicata, e incubadas
por 24h a 37°C, posterior a esse periodo de incubacio foi realizada a contagem das unidades
formadoras de colénia (UFC). As demais diluicdes foram descartadas devido a
impossibilidade de contagem das UFC decorrente da formacdo de tapete bacteriano sobre o

agar.
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Foram selecionadas 10 coldnias morfologicamente diferentes de cada amostra, e as
mesmas foram semeadas em BHIA seguidas de incubag@o por 24h a 37°C. Posteriormente, as
caracteristicas fenotipicas das coldnias foram analisadas, tais como morfologia e
pigmentacdo, seguidos de realizacdo de testes de coloracdo de Gram e catalase. Por fim, os
isolados foram armazenados em solugcdo contendo 10% de leite desnatado em p6 (Molico,
Nestlé®) e glicerol 10% (v/v), sob refrigeracdo a -20°C para posterior identificacdo das

espécies.
Isolamento de Enterococcus

Para o isolamento de enterococos foi utilizado como base a metodologia realizada por
Prichula (2014). Os suabes cloacais foram adicionados em tubos contendo 3mL de Agua
Peptonada estéril, e incubados em estufa bacterioldgica por 24h a 37°C. Apés incubacio,
ImL deste in6culo foi adicionado em 9mL de Caldo Azida Dextrose — um meio de cultura
que possui propriedades seletivas para enterococos e estreptococos, devido a capacidade de
inibir o transporte de elétrons (Huff, 2016) — que também fora incubado sob as mesmas

condicdes.

Foram realizadas dilui¢cdes seriadas a partir de 1mL da solug¢do de Caldo Azida, em 9
mL de solucao salina 0,85% estéril, até a diluicao 102 e entdo, uma aliquota de 100uL desta
dilui¢io foi semeada pelo método de espalhamento em superficie em Agar BHIA contendo
NaCl 6,5%, em duplicata. As placas foram incubadas por 48 h a 37°C. Enterococos toleram
altas salinidades durante seu crescimento, devido a isso o cloreto de sddio € utilizado como
meio seletivo, no entanto, neste trabalho néo foi possivel isolar Enterococcus sp. sob essas
condicdes, portanto, reduzimos a concentracdo de NaCl para 3,5%, e entdo, foi possivel obter

crescimento desses microrganismos.

Posteriormente, 10 colOnias isoladas foram selecionadas aleatoriamente e semeadas
em placas de Agar Bile Esculina (BEA), seguido de incubagio por 24 h a 37°C. O BEA foi
utilizado por permitir uma identificacdo presuntiva para o género Enterococcus, pois os
mesmos sdo capazes de realizar a hidrdlise da esculina na presenga de bile, gerando glicose e
esculetina. Esta udltima reage com ions de ferro presentes no meio, resultando em uma
coloragdo escura no meio de cultura (Huff, 2016). As coldnias positivas para bile foram
semeadas por esgotamento em dgar BHI, incubadas sob as mesmas condicdes anteriores.

Ap6s o periodo de incubagio, foram submetidas ao teste da catalase, e a coloracdo de Gram,
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e em seguida foram armazenadas em solucdo contendo 10% de leite desnatado em pé

(Molico, Nestlé®) e glicerol 10% (v/v), sob refrigeracdo a -20°C.
Identificacdo dos isolados bacterianos

A identificacdo das espécies bacterianas foi realizada através de Maldi-TOF,
equipamento que utiliza os principios da espectrometria de massa a partir de proteinas como
base para identificacdo dos microrganismos. Para submeter as amostras para a andlise, foi
necessario realizar dois repiques em meio BHIA — pois as mesmas ji se encontravam em
meio Molico — seguido de incubagdo por 24h a 37°C cada. A partir da cultura obtida no
segundo repique, uma mistura de coldnias foi adicionada a 300uL de dgua milli-Q estéril, e
em seguida foi adicionado 900uL de etanol absoluto. Por fim, a solucdo foi homogeneizada

em vortex e as amostras foram armazenadas a 4°C, por no maximo 7 dias.
Extragdo de DNA para andlise do gene 16S

A fim de determinar a espécie bacteriana das amostras que ndo foram identificadas
por Maldi-TOF, foi realizada a extragdo de DNA total conforme descrito em Donato et al.
(2004) para posterior envio das amostras para sequenciamento. Para tal, foi retirada uma
aliquota da amostra que estava armazenada em leite desnatado e glicerol, e semeada por
esgotamento em dgar BHI, seguido de incubagdo em estufa bacterioldgica por 24h a 37°C.
Posterior a incubagfo, foi transferida uma aliquota deste crescimento para 2mL de caldo BHI,
que foi incubado por 24 h a 37°C. Logo ap6s, foi transferido 1mL deste crescimento para um
microtubo eppendorf de 1,5mL, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 4 min. O
sobrenadante foi descartado, e depois foi adicionado 40uL de solucdo de lise [5S mL de NaOH
1M; 2,5 mL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de S6dio)] para ressuspender o precipitado. Este,
foi submetido a banho seco por 15 min a 100°C, seguido de diluicdo em 460uL de tampédo TE
1X [Tris HC1 1M, EDTA 0,5M, pH 8,0] e centrifugacdo a 14.000 rpm por 4 min. O
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para um no microtubo eppendorf de 0,6mL, e

armazenado sob refrigeracéo a -20°C.
Suscetibilidade antimicrobiana

A determinag@o do perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi verificada através do
método de disco de difusdo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2017). Para a realizacdio do antibiograma, foram utilizados os seguintes

antimicrobianos (as concentragdes foram expressas em ug mL™): Amicacina (AMI 30),
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Ampicilina + Sulbactam (ASB 20), Cloranfenicol (CLO 30), Cefoxitina (CFO 30),
Ciprofloxacina (CIP 5), Estreptomicina (EST 10), Gentamicina (GEN 10) e Tetraciclina
(TET 30). Os isolados estavam em solucdo de leite desnatado (Molico, Nestlé®), e foram
repicados em BHIA por método de esgotamento e incubados em estufa bacterioldgica por 24
h & 37°C. Posteriormente, coldnias puras foram selecionadas e diluidas em SmL de solucdo
salina 0,85%, até atingir a turvagdo equivalente a solucdo padrdo 0,5 da escala de McFarland

(equivalendo a 10° UEC/mL).

Em seguida, um suabe estéril foi embebido na solucdo e foi realizado estrias em 3
direcoes em placas de meio de cultura Agar Miiller-Hinton. Posteriormente, os discos
contendo os antimicrobianos foram colocados sobre a superficie dos meios, e as placas foram
incubadas por 24 h a 37°C, para posterior medi¢@o e interpretacdo do diametro dos halos de

inibigao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversidade bacteriana

Foram obtidos 180 isolados, destes, 90 eram provenientes de suabes cloacais de
tartarugas T. dorbigni, e 90 de T. scripta elegans (Tabela 1). Em duas amostras de suabes
cloacais, uma de 7. scripta elegans e outra de T. dorbigni (n = 9) ndo foi possivel isolar

microrganismos.

Dos 180 isolados, 129 (72 %) foram identificados através do Maldi-TOF e 51 (28 %)
ndo foram identificados, sendo classificados como “espécies ndo identificadas”. O Maldi-
TOF é um equipamento cujo banco de dados € composto em sua maioria por amostras
clinicas, sendo esta € uma limitacdo do emprego deste equipamento quando sdo analisadas

amostras nao clinicas.

Em relagdo a riqueza de diversidade bacteriana, foram isoladas 18 espécies de
bactérias no total, havendo uma prevaléncia de bactérias Gram-negativas (83 %; n = 15) em
relacdo a bactérias Gram-positivas (17 %; n = 3). Dentre as bactérias Gram-negativas, Hafnia
alvei foi a espécie mais abundante, representando 24% (n = 43) dos isolados, seguidamente
de Citrobacter freundii (10%; n= 17), Morganella morganii (8%; n= [4) e Raoultella
ornithinolytica (8%; n= 14).
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Os 51 isolados que nédo foram identificados como espécies foram separados baseados
em caracteristicas morfotinturais e teste de catalase (Tabela 2). A maioria dos quais,
caracterizou-se como Gram-negativos (n = 41). A identificacdo destas espécies serd realizada

posteriormente por sequenciamento da regido /6S do rRNA.

Em relag@o ao local de coleta, das amostras de tartarugas provenientes do PZS foram
obtidos 90 isolados, sendo destes, 72 identificadas a nivel de espécie e 18 ndo puderam ser
identificadas. A andlise por Maldi-TOF identificou 11 espécies bacterianas presentes nas
tartarugas do PZS (n = 9), sendo H. alvei (78 %; n =7) e R. ornithinolytica (44 %; n = 4) as
mais abundantes. Oito das 11 espécies foram isoladas somente em tartarugas-de-ouvido-
vermelho, as quais foram Aeromonas sp. (33,3 %; n = 3), Edwardsiella tarda (22,2 %; n = 2),
Proteus hauseri (22,2 %; n = 2), Klebsiella oxytoca (11,1 %; n = 1), Staphylococcus
haemolyticus (11,1 %; n = 1) e Yersinia frederiksenii (11,1 %; n = 1) (Tabela 1).

Ja nas tartarugas provenientes do CERAM/CECLIMAR (n = 9) foram identificados
57 isolados, sendo um total de 12 espécies bacterianas distintas. As mais abundantes foram
H. alvei (55,6%; n =5) e C. freundii (44%; n = 4). Diferente do que fora observado no PZS, a
microbiota de ambas espécies de tartarugas apresentou maior similaridade, embora tenha sido
observado a abundincia de algumas espécies bacterianas somente em uma espécie de
tartaruga. Nas tartarugas oriundas do CERAM/CECLIMAR, Aeromonas sp. (33 %; n = 3),
Enterococcus faecalis (33 %; n = 3), Shewanella putrefaciens(22 %; n = 2) e Escherichia coli
(11 %, n = 1) foram isoladas somente a partir de amostras de tartarugas-tigre-d’dgua, porém
em baixa abundancia. As espécies que foram isoladas somente em amostras de tartarugas-de-
orelha-vermelha foram Enterobacter asburiae (11 %, n = 1), Enterococcus casseliflavus (11
9, n = 1) e Plesiomonas shigelloides (11 %, n = 1), todas encontradas em poucos individuos.

Trinta e trés isolados nao puderam ser identificados (Tabela 1).
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Tabela 1. Isolados bacterianos obtidos de cada espécie de tartaruga Trachemys em

ambos os pontos de coleta.

Bactéria T. dorbigni T. scripta elegans .To tal o
isolado
PZ CM Subtotal PZ CM Subtotal

Gram-positivas

Enterococcus casseliflavus 0 0 0 0 0.56%
Enterococcus faecalis 0 4 4 0 0 0 4 2.22%
Sthaphylococcus haemolyticus 0O 0 0 0 0.56%
Gram-negativas

Aeromonas sp. 0 3 3 1 0 1 4 2.22%
Aeromonas hydrophila 0O 0 0 2 0 2 1.11%
Aeromonas veronii 0o 2 2 0 0 0 2 1.11%
Citrobacter freundii 8 3 11 1 5 6 17 9.44%
Edwardsiella tarda 0 0 0 4 0 4 2.22%
Enterobacter asburiae 0 0 0 0 2 2 2 1.11%
Escherichia coli 0o 2 2 0 O 0 2 1.11%
Hafnia alvei 13 11 24 18 19 43 23.89%
Klebsiella oxytoca 0 0 2 0 2 2 1.11%
Morganella morganii 0o 2 2 100 2 12 14 7.78%
Plesiomonas shigelloides 0O 0 0o 2 2 2 1.11%
Proteus hauseri 0o o0 0 11 0 11 11 6.11%
Raoultella ornithinolytica 6 4 10 1 3 4 14 7.78%
Shewanella putrefaciens 0 3 3 0 0 0 3 1.67%
Yersinia frederiksenii 0O o0 1 0 1 1 0.56%
Spp. ndo identificada 13 16 29 5 17 22 51 28.33%
Total isolado 40 50 50 40 180 100%

* Spp.: espécies; PZ: Parque Zoolégico; CM: CERAM-CECLIMAR.

Tabela 2. Resultado dos testes de coloracdo de Gram e dos testes de catalase

realizados nos isolados cuja espécie ndo foi identificada por Maldi-TOF (n = 51).

Catalase Total
Gram — -
Positivo Negativo
Positivo 0 10 (20 %) 10
Negativo 2549 %) 16 (31 %) 41

Quanto a presenca das bactérias na cloaca de T. scripta elegans e T. dorbigni, cinco
grupos de bactérias estavam presentes em ambas espécies de tartarugas analisadas. A H. alvei
foi observada em igual frequéncia em ambas as espécies de tartarugas analisadas (67 %). J4,
as espécies C. freundii, R. ornithinolytica e Aeromonas sp. foram mais abundantes nas

amostras de 7. dorbigni, quando comparadas com 7. scripta elegans. Por outro lado, M.
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morganii foi isolada em maior frequéncia em 7. scripta elegans (44 %)(Figura 2). Dentre as
espécies bacterianas identificadas em tartarugas 7. dorbigni, quatro espécies tiveram
ocorréncia somente nestes individuos, sendo elas Aeromonas veronii (11 %), E. faecalis (33
%), E. coli (11 %) e S. putrefaciens (22 %). Ja entre os individuos de T. scripta elegans as
espécies bacterianas que foram identificadas somente em tartarugas-de-ouvido-vermelho
foram: Aeromonas hydrophila (22 %), Edwardsiella tarda (22 %), E. asburiae (11 %), E.
casseliflavus (11 %), Klebsiella oxytoca (11 %), Plesiomonas shigelloides (11 %), Proteus
hauseri (22 %), Staphylococcus haemolyticus (11 %) e Yersinia frederiksenii (11 %) (Figura
2). Ao todo, nove espécies bacterianas foram encontradas somente em tartarugas 7. scripta
elegans, o que indica que a espécie exdtica realmente apresentou uma microbiota diferente da
tartaruga nativa, e que pode estar atuando como hospedeiro para patégenos que

possivelmente causam doencas em tartarugas, como a E. tarda que causa doenca em

queldnios.
Frequéncia de bactérias isoladas de T dorbigni e T scripta
elegans.
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Figura 3. Frequéncia dos microrganismos identificados nas tartarugas 7. dorbigni

(n=9) e T. scripta elegans (n=9) analisadas em ambos locais de coleta.

Hafnia alvei € uma bactéria Gram-negativa, anaerdbia facultativa, que compde a

microbiota intestinal de humanos, no entanto tem sido associada como a causa de doencas do
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trato gastrointestinal (Okada & Gordon, 2003). Esta bactéria também faz parte da microbiota
de aves, répteis e peixes (Moreno, 2009). Hafnia alvei ¢ comumente isolada em ambientes
naturais como na 4gua e no solo, e também pode ser encontrada em esgotos (Moreno, 2009,
Padilla et al. 2014). Esse agente se comporta como patégeno oportunista pouco comum, que
pode causar infec¢des nosocomiais, como gastroenterite, bacteremia, pneumonia, meningite,
infecgdes de feridas pds-operatdrias, endoftalmite e abscesso gliteo em humanos (Moreno,
2009). No entanto, ainda ndo ha estudos em relacdo a patogenicidade de H. alvei sobre
tartarugas. A prevaléncia de H. alvei neste trabalho foi similar aos resultados obtidos por
Nowakiewicz et al. (2015), onde foi realizada uma anélise comparativa da microbiota cloacal
de cédgados-de-carapaga-estriada (Emys orbicularis) entre espécimes jovens criados em
cativeiro, e adultos provenientes de habitat natural. Os individuos adultos de hébitat natural
apresentaram uma maior diversidade bacteriana do que os espécimes juvenis. Neles foram
isoladas algumas espécies que sdo consideradas como uma potencial ameaca a satide publica,
como Salmonella sp., e também foram isolados agentes etiolégicos de doencas de animais
ectotérmicos, sendo H. alvei uma delas, bem como Aeromonas sobria, Aeromonas caviae, E.

tarda e C. braakii.

Citrobacter freundii € uma bactéria Gram-negativa, aerdbia ou facultativa,
considerada uma espécie comensal do trato intestinal de humanos e outros animais (Hossain
et al. 2017). Citrobacter freundii tem prevaléncia no solo e na dgua, e por isso, ¢ comumente
encontrada em répteis, principalmente em infec¢des de tartarugas (Hossain et al. 2017). E
considerado como o principal agente etioldgico da Doenga Ulcerativa Cutanea Septicémica
(Septicaemic Cutaneous Ulcerative Disease, SCUD) (Soccini & Ferri, 2004), que causa
lesdes na carapaga de quelonios, e a partir disso, pode promover simultaneamente quadros de
anorexia, letargia e septicemia, podendo levar o espécime a 6bito (Rangel-Mendoza et al.
2014). A SCUD pode ser transmitida horizontalmente para outras tartarugas em poucos dias,
principalmente em condi¢des de cativeiro (Hossain et al. 2017). Assim como neste trabalho,
o isolamento de C. freundii a partir de suabes cloacais de tartarugas 7. scripta elegans
provenientes de zooldgicos também fora observada por Chiaccio et al. (2014), o que indica

que esses microrganismos podem ser comumente encontrados nesses ambientes.

Outra espécie muito observada entre as amostras de tartarugas neste trabalho foi M.
morganii, uma bactéria Gram-negativa, comumente encontrada no ambiente e no trato
intestinal de humanos, demais mamiferos e répteis como componente natural da microbiota

(Wimalasena et al. 2017). De acordo com Di lanni et al. (2015), M. morganii € uma causa
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incomum de infec¢des nosocomiais em humanos, todavia, tem sido isolada principalmente de
infecgdes do trato urindrio, e pode estar relacionada com a sepse neonatal. Em anfibios e
répteis M. morganii pode estar envolvida em vdrias infec¢cdes, como pneumonia, peritonite,
empiema, pericardite, artropatia, endoftalmite, meningite, entre outros (Wimalasena et al.
2017). Recente, M. morganii foi isolada de um espécime de 7. scripta que apresentava sinais
de conjuntivite, e neste mesmo individuo, também fora isolado S. haemolyticus (Di lanni et

al. 2015).

Raoultella ornithinolytica ¢ um bacilo Gram-negativo, encapsulado, que habita
ambientes aqudticos e recentemente tem sido isolada de ambientes hospitalares (Seng et al.
2016). O género Raoultella ja havia sido isolado em quel6nios anteriormente, inclusive em
tartarugas 7. scripta elegans. Chiacchio et al. (2014) isolaram R. planticola de amostras de
suabe cloacal de tartarugas-de-orelha-vermelha oriundas do Zooldgico Municipal de
Guarulhos, Sdo Paulo. Esse dado em conjunto com o resultado obtido no presente estudo,
indica que bactérias do género Raoultella podem ser comuns em ambientes como zooldgicos,
visto que neste trabalho, R. ornithinolytica fora isolada predominantemente no Parque

Zoolégico de Sapucaia, em tartarugas-tigre-d’agua.

Edwardsiella tarda € uma bactéria Gram-negativa, que compde a microbiota do trato
digestivo de répteis como crocodilos e tartarugas, e também pode ser encontrada em cobras e
sapos (Shin et al. 2017, Marsh & Gorbach, 1982). Como fora apresentado por Nowakiewicz
et al. (2015), E. tarda é um dos principais causadores de doencas em animais ectotérmicos.
Este microrganismo € considerado como um dos causadores de septicemia em crocodilos, e,
em humanos tem sido associado a diversas doengas como gastroenterite, meningite,
colecistite, endocardite, osteomielite, mionecrose, infeccdes dos tecidos moles, bacteremia e
septicemia (Shin et al. 2017). Ao oposto do que fora encontrado por Santos et al. (2011),
E.tarda ndo foi isolada em abundancia, no entanto, assim como neste respectivo trabalho, a
ocorréncia na espécie T. scripta elegans também fora documentada. Sobrinho et al. (2017)
isolaram trés espécies bacterianas em seu estudo com tartarugas 7. scripta elegans, também
mantidas em cativeiro, em um municipio de Pernambuco, Brasil, e obtiveram resultado
similar ao obtido neste trabalho em relacdo a espécie E. tarda, onde fora isolada em 5% das

20 amostras, ao todo.

Klebsiella sp. tem sido associada a abscessos da glandula secretora de sal e da parede

peritoneal, broncopneumonia, lesdes integumentares, rinite obstrutiva, dermatite ulcerativa
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traumadtica, doenga da concha ulcerativa e estomatite ulcerativa em tartarugas marinhas de
cativeiro e selvagens (Santoro et al. 2006). Ahmed et al. (2007) isolaram Klebsiella oxytoca
em diversos animais mantidos em zooldgico, dentre eles tartarugas, cobras e lagartos. Ainda
ndo se tem conhecimento do impacto e do papel dessa bactéria em populagdes do género
Trachemys, embora ja tenha sido isolada anteriormente por Santos et al. (2011). A baixa
ocorréncia de C. freundii e K. oxytoca € um resultado similar ao que fora obtido por Santos et

al. (2011) para a espécie T. scripta elegans.

Proteus hauseri é um bacilo Gram-negativo, bem difundido no ambiente e no trato
gastrointestinal de humanos e animais (Pathirana et al. 2017). Proteus hauseri teve uma
grande abundincia, no entanto, deve-se levar em consideragdo a metodologia utilizada e a
forma de crescimento dessa bactéria, bem como sua morfologia. Seu crescimento em meio de
cultura € dominante sobre outras coldnias bacterianas, caracterizado pelo desenvolvimento de
anéis concéntricos que sdo formados a partir da diferenciacio celular (Belas et al. 1998).Em
tartarugas marinhas Profeus spp. tem sido relacionado como a causa de enterite fibrinosa e
necrosante, broncopneumonia exudativa, pneumonia granulomatosa, hepatite granulomatosa
e/ou necrosante, nefrite granulomatosa e abscessos renais (Ords et al. 2005). Chiacchio et al.
(2014) e Di lanni et al. (2015) também isolaram Proteus spp. em tartarugas-de-orelha-
vermelha, no entanto ainda ndo se tem conhecimento sobre o impacto desse microrganismo
na saude das tartarugas. Pathirana er al. (2017) identificaram a prevaléncia de genes de
viruléncia em tartarugas criadas como pet, e uma alta similaridade entre a sequéncia do gene
mrpA dos isolados de Proteus spp. provenientes das tartarugas domésticas e de humanos.
Este gene é responsdvel por diversos fatores de viruléncia da bactéria, como a capacidade de
aderéncia ao tecido epitelial, formacdo de biofilme, e ao fendmeno swarming — caracterizado
pela capacidade de se espalhar sobre a superficie (Pathirana et al. 2017). Portanto, as
tartarugas criadas como pet poderiam ser transmissoras do patégenos para os humanos,

aumentando assim o risco de infec¢des urindrias e respiratdrias.

Em seu trabalho sobre a colonizacdo de Enterobacteriaceae presente na cloaca de
tartarugas 7. scripta elegans, Chiacchio (2014) isolou Escherichia coli em poucas amostras,
resultado similar ao que fora obtido no presente trabalho. Por ser um componente comum da
microbiota bacteriana do intestino de répteis, E. coli ndo pode ser interpretada como um
patégeno (Rangel-Mendoza et al. 2014), para tal sdo necessdrias andlises adicionais com a
finalidade de determinar o sorotipo da populacdo de E. coli presente no ambiente do

CECLIMAR, local em que fora isolada.
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Aeromonas hydrophila é uma bactéria Gram-negativa que ocorre naturalmente em
ambiente aqudtico, principalmente por ser um componente da microbiota de peixes, répteis e
anfibios. Frequentemente tem sido indicada como agente etiologico de doencas locais e
sistémicas em répteis e peixes (Son et al. 1997), e tem sido isolada de tartarugas de dgua doce
com sinais clinicos de anorexia e septicemia (Soccini & Ferri, 2004), porém ainda néo fora
particularmente relacionada a alguma patogenicidade (Fichi et al. 2016). Assim como no
presente trabalho, Soccini& Ferri (2004) também isolaram A. hydrophila da cloaca de
tartarugas-de-orelha-vermelha (7. scripta elegans), no entanto ainda ndo havia sido registrada
a presenca de Aeromonas spp. em tartarugas-tigre-d’dgua (7. dorbigni), sendo o presente

trabalho o primeiro a realizar este registro na literatura.

Yersinia frederiksenii ¢ uma bactéria Gram-negativa, comum do trato gastrointestinal
de répteis e raramente estd associada a alguma infeccdo nesses animais, ao contrario de outras
espécies desse género, como Y. enterocolitica e Y. pseudotuberculosis (Carvalho et al. 2013).
Assim como no presente trabalho, Nowakiewicz et al. (2015) e Soccini& Ferri (2004)
também tiveram poucos isolados de Yersinia spp. em tartarugas Emys orbicularis e T. scripta
elegans, respectivamente. Carvalho et al. (2013) observaram a presenca de Y. frederiksenii

em amostras cloacais de lagarto Teid (Tupinambis merianae).

Shewanella putrefaciens € uma bactéria pleomorfica, Gram-negativa, aerdbia
facultativa, com ampla distribuicio no ambiente e tem sido isolada de ambientes aquaticos,
sedimentos e campos de petrdleo (Vogel et al. 1997). De acordo com o mesmo estudo, essa
bactéria é capaz de reduzir metabolicamente muitos aceptores de elétrons, tais como ferro,
manganés, nitrato, nitrito, 6xido N-trimetilamina, entre outros, utilizando-os na cadeia de
transporte de elétrons ao invés de utilizar oxigénio como os demais aerdbios obrigatorios.
Devido a essa versatilidade metabdlica, bem como sua grande abundincia em ambientes
marinhos, S. putrefaciens aparentemente possui um importante papel na transformacio de
matéria orgdnica em ambientes salinos. Em relacdo a humanos, esse microrganismo tem sido
isolado de fezes, urina, dlceras de pele, infec¢des de ouvido, didlises peritoneais, infec¢des
intra-abdominais e bacteremia (Vogel et al. 1997). Heinol et al. (2015) isolaram S.
putrefaciens a partir de suabes orais de tartarugas Sternotherus odoratus e Pelusios
castaneus, mantidas em cativeiro, sendo uma das bactérias mais abundantes nas tartarugas
analisadas. Analisando a microbiota cloacal de tartarugas-cabecudas (Caretta caretta) pré e
pos tratamento com oxitetraciclina, Kelly er al. (2006) verificaram que os isolados de S.

putrefaciens apresentavam resisténcia ao antibidtico apds uma semana de tratamento, no
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entanto, um més depois a bactéria ndo fora isolada novamente, indicando que oxitetraciclina
tem o potencial de alterar a microbiota cloacal de C. caretta. Fichi et al. (2016) também
isolaram S. putrefaciens de 2 tartarugas-cabecudas, no entanto, de amostras de 6rgéos e
visceras — bexiga, pulmdo e cérebro — p6s-6bito dos individuos, que foram encontrados
encalhados e ja sem vida na costa da Toscana, Itdlia. Embora seja uma espécie bacteriana que
ja fora isolada em quel6nios, ainda ndo se tem conhecimento sobre o potencial patogé€nico
dessa bactéria nesse grupo de animais, sendo este trabalho possivelmente o primeiro a

registrar a presenga desse microrganismo em tartarugas 7. dobigni.

Bactérias do género Enterobacter siao Gram-negativas, possuem cinco flagelos
polares que auxiliam na motilidade e estdo presentes no trato gastrointestinal de humanos e
outros animais, bem como no solo, na dgua, em plantas e também em insetos (Santos et al.
2015). Em humanos tem sido associada a infecc¢des respiratdrias, de pele, do trato urinério, do
sistema nervoso central e do trato gastrointestinal (Santos et al. 2015). Estdo relacionadas a
diversas doencas em répteis, tais como estomatite, cloacite, infec¢des de ouvido, abscessos
viscerais e subcutineos, infeccdes do trato respiratério superior e pneumonia (Ebani &
Fratini, 2005). Santoro et al. (2006) isolaram Enterobacter aglomerans de amostras de
tartarugas-verde (Chelonia mydas) e associaram a abscessos na glandula secretora de sal e na
parede peritoneal, broncopneumonia, rinite obstrutiva, dermatite ulcerativa, estomatite

ulcerativa, entre outras doengas.

Plesiomonas shigelloides ¢ um bacilo Gram-negativo, mével, é incapaz de produzir
capsula ou esporos, apresenta tolerincia em ambientes alcalino e dcido, bem como também
apresenta um grau relativamente alto de halotolerancia (Stock, 2004). Devido a isso, podem
ser encontradas primeiramente em ambientes de d4gua doce, assim como em dguas salobras ou
estuarinas e também em ambientes marinhos, estes, no entanto em menor abundancia (Janda
et al. 2016). Desde 2000 j4 ha registros da ocorréncia de P. shigelloides em répteis, como
jacarés e lagartos (Janda et al. 2016). Recentemente foi associada a microbiota oral e cloacal
de queldnios, como Emys orbiculata e Mauremys rivulata, ambos provenientes de um lago

do Mediterraneo (Hacioglu & Tosunoglu, 2014).

Staphylococcus haemolyticus foi uma das poucas bactérias Gram-positivas isoladas
entre as tartarugas de ambos locais de coleta. E um microrganismo pertencente ao grupo dos
estafilococos coagulase-negativos (CNS, coagulase-negative staphylococci), os quais sdo os

principais componentes da microbiota natural da pele humana, e também sdo considerados
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como saprofitos (Di Ianni et al. 2015). Staphylococcus haemolyticus ja fora isolado em outras
espécies de répteis. Pessoa (2009) isolou estafilococos em 29% das 100 amostras de suabes
de cloaca de jabutis-piranga (Geochelone carbonaria), e no trabalho de Santoro et al. (2006)
Staphylococcus spp. foi isolado em 73,2% dos 70 suabes cloacais de tartarugas-verde
(Chelonia mydas). Do ponto de vista patogénico, Staphylococcus spp. tem sido associado a
broncopneumonia exudativa, pneumonia granulomatosa, nefrite granulomatosa, hepatite
granulomatosa e/ou necrosante e abscessos renais em tartarugas marinhas (Orés et al. 2005).
Contudo, os estudos para a ocorréncia dessa espécie em tartarugas do género Trachemys
ainda sdo escassos, sendo o presente trabalho, provavelmente o primeiro na literatura a
identificar S. haemolyticus na subespécie 7. scripta elegans. Para determinar a
patogenicidade desse microrganismo nas tartarugas terrestres — como a tartaruga-de-orelha-

vermelha e tartaruga-tigre-d’dgua — s@o necessdrios mais estudos.

Enterococcusspp. sao bactérias Gram-positivas, comumente encontradas no trato
gastrointestinal de humanos e animais, tais como mamiferos, répteis e aves (Lebreton et al.
2014) A presenca de Enterococccus spp. ja havia sido identificada em outras espécies de
tartarugas. Haserback et al. (2011) isolaram Enterococcus spp. de amostras fecais de
tartaruga-mordedora (Chelydra serpentina). Pereira (2016) isolou diversas espécies de
enterococos em amostras fecais de tartarugas-verde (Chelonia mydas) e tartarugas-de-pente
(Eretmochelys imbricata), dentre elas E. faecalis e E. casseliflavus, ambas também isoladas
nas tartarugas analisadas no presente trabalho. Ao contrario do que foi obtido neste trabalho,
E. faecalis foi um dos microrganismos mais abundantes no trabalho de Nowakiewicz et al.
(2015), onde analisaram a microbiota cloacal de cagiddos-de-carapaca-estriada que viviam em

cativeiro e em seu ambiente natural.
Suscetibilidade antimicrobiana

Em relacdo a susceptibilidade aos antimicrobianos, foram submetidos a testes de disco
de difusdo um total de 45 isolados, sendo 22 isolados de T. dorbigni e 23 isolados de T.
scripta elegans, todos oriundos do Parque Zooldgico (Tabela 3). Ao todo 13 isolados
apresentaram algum tipo de resisténcia aos antimicrobianos testados, cinco provenientes de
tartarugas T. dorbigni e oito provenientes de tartarugas 7. scripta elegans. Os demais isolados
bacterianos submetidos ao teste apresentaram suscetibilidade a todos antimicrobianos. O teste

de suscetibilidade aos antimicrobianos dos demais isolados sera realizado em breve.
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Tabela 3. Resisténcia bacteriana dos isolados oriundos do Parque Zooldgico de

Sapucaia, demonstrando resisténcia plena (R) e resisténcia intermedidria (I).

Antibiéticos”

Espécie Individuo® Bactéria

ASB AM CFO CIP EST GEN TET
T. dorbigni A Citrobacter freundii R
T. dorbigni A Citrobacter freundii R
T. dorbigni A Citrobacter freundii I
T. dorbigni A Hafnia alvei I
T. dorbigni B Citrobacter freundii R
T. s. elegans C Morganella morganii I
T. s. elegans D Morganella morganii I I
T. s. elegans D Edwardsiella tarda I I
T. s. elegans D Hafnia alvei I
T. s. elegans D Edwardsiella tarda I
T. s. elegans E Raoultella ornithinolytica I
T. s. elegans E Staphylococcus haemolyticus R R
T. s. elegans E coco Gram-negativo/catalase negativo R R I I I

a: Letras iguais indicam que os isolados foram obtidos a partir da mesma tartaruga.
b: Antimicrobianos: Ampicilina-Sulbactam (ASB), Amicacina (AMI), Cefoxitina (CFO), Ciprofloxacina (CIP),
Estreptomicina (EST), Gentamicina (GEN) e Tetraciclina (TET).

A maioria dos isolados apresentou perfil de resisténcia a Cefoxitina (8/13), dentre
eles, cinco foram resistentes ao antibidtico, € 0s demais demonstraram resisténcia
intermediaria. Duas espécies bacterianas demonstraram resisté€ncia a Cefoxitina, Citrobacter
freundii e Staphylococcus haemolyticus, além de um isolado cuja espécie ndo fora

identificada.

O isolado de espécie desconhecida — um coco Gram-negativo e catalase negativo — foi

0 unico que apresentou resisténcia a mais de dois antibidticos testados, embora resisténcia

N

intermediaria também tenha sido verificada. A bactéria foi resistente a Amicacina € a

N

Cefoxitina, e apresentou resisténcia intermediaria a Ciprofloxacina, Gentamicina e

(%

Tetraciclina. Esse dado indica que a bactéria em questdo pode ser considerada como multi-
resistente, e serve de motivacao para seguir com o objetivo de determinar as espécies que nio

foram identificadas pelo Maldi-TOF.
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A resisténcia de C. freundii as cefalosporinas ja havia sido documentada por Foti et
al. (2009), no entanto, em seu trabalho a bactéria foi isolada de tartarugas-cabecudas (Caretta
caretta) e fora utilizado Cefalotina, uma cefalosporina de primeira geracdo, ao invés de

Cefoxitina - cefalosporina de segunda geragdo.

Os dois isolados de E. tarda analisados demonstraram resisténcia intermedidria a
alguns antimicrobianos. A resisténcia intermedidria a Cefoxitina demonstrada por um isolado
de E. tarda foi um resultado similar ao obtido por Shin et al. (2017), onde fora verificado a
susceptibilidade a antimicrobianos de isolados oriundos de diversas tartarugas domésticas,
dentre elas T. scripta scripta. Também fora verificado nos isolados de E. tarda um perfil de
resisténcia intermedidria apresentada pelos mesmos para os antibidticos Ampicilina-
Sulbactam e Estreptomicina. No entanto, ainda ndo hd na literatura dados similares aos

obtidos em nosso trabalho.
Isolamento de Enterococus

Das amostras do Parque Zoolégico foram obtidos20 isolados com caracteristicas
fenotipicas e bioquimicas de Enferococcus spp., sendo 10 oriundos de uma tartaruga T.
dorbigni e 20 oriundos de uma tartaruga 7. scripta elegans. Um total de 20 isolados a partir
das amostras obtidas no CERAM/CECLIMAR foram obtidos, sendo 10 isolados de cada
espécie. Todos foram submetidos a identificacdo através do Maldi-TOF, no entanto, sé fora
possivel determinar em nivel de género, o qual foi confirmado como Enterococcus. Esses
isolados ainda ndo puderam ser submetidos a confirmacdo em nivel de espécie através de

PCR devido a falta de tempo para a anélise dos dados e redacdo do presente trabalho.

O isolamento dos provaveis enterococos sé foi possivel apds alterarmos a
concentragdo de Cloreto de Sodio (NaCl) presente no meio de cultura, de 6,5% para 3,5%,
diminuindo assim, a pressdo seletiva sobre os microrganismos. Contudo essa alteracdo na
metodologia sé ocorreu durante o isolamento dos dois dltimos suabes provenientes do PZS, e,
portanto, das 8 amostras anteriormente analisadas, que ndo apresentaram crescimento em
meio de cultura com 6,5% de NaCl, talvez também pudesse ser observado crescimento
bacteriano caso a concentragdo de sal fosse menor. A confirmagdo da presenga de bactérias
do género Enterococcus nessas amostras serd realizada a partir de PCR empregando

oligonucleotideos espécie especifica.
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A fim de cumprir o prazo estabelecido para a entrega do presente trabalho, ndo foi
possivel realizar os experimentos para isolamento de Enterococcus spp. nas amostras
provenientes do CERAM/Ceclimar. Toda via, 500 pL do Caldo Azida Dextrose que
apresentou turbidez apds a adicdo da 4gua peptonada (vide Material e Métodos) fora
armazenado em microtubos eppendorfs contendo 500 uL de glicerol, para posteriormente dar

continuidade no isolamento.

A resisténcia observada para crescer em meios hipersalinos ndo é uma caracteristica
comum dos enterococos jd identificados na literatura, visto que de acordo com Pereira
(2016), sao microrganismos tolerantes a variacdes de pH e temperatura, sendo capazes de se
adaptarem as mais diversas condi¢des ambientais. O resultado observado nos indica que ha a
possibilidade de termos isolado nas tartarugas Trachemys sp. uma nova espécie de
enterococos, uma vez que em amostras de ambas espécies de tartarugas oriundas do
CERAM/Ceclimar, fora observada a presenca de isolados do género Enterococcus, os quais
foram capazes de crescer em meio de cultura sem qualquer seletividade para esses
microrganismos. A confirmacio de espécie por PCR, bem como o seqiienciamento do DNA

total irdo determinar se nossa hipdtese estd realmente correta.
4. CONCLUSAO

As tartarugas exoticas, T. scripta elegans apresentaram uma maior diversidade
bacteriana do que as tartarugas nativas 7. dorbigni. Esse dado sustenta a hipétese de que
espécies exodticas realmente sdo capazes de introduzir novos microrganismos em locais onde

as mesmas sdo introduzidas, seja de maneira direta ou indireta através do ser humano.

A alta abundéncia de C. freundii nas amostras de tartarugas-tigre-d’agua (7. dorbigni)
indica que estas, quando em situacdes de estresse, tendem a ser mais suscetiveis a
desenvolverem a SCUD, em relacdo as tartarugas-de-orelha-vermelha (7. scripta elegans). O
fato dos isolados de C. freundii terem apresentado resisténcia a antibidticos é um fator que
deve ser considerado para determinar o potencial zoondtico da cepa bacteriana presente nessa

populacdo de tartarugas presente do Parque Zooldgico.

O perfil de resisténcia dos isolados de C. freundii e E. tarda para antimicrobianos da
classe cefalosporina estd de acordo com o que consta na literatura para outras espécies de
queldnios, e indica que caso essas cepas sejam capazes de causar alguma doenca nos

quelodnios, as tartarugas portadoras desses microrganismos podem representar um grande
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risco de propagar patologias para as demais tartarugas do ambiente, bem como para outras
espécies de animais, e até mesmo para humanos.No entanto, sdo necessarios mais estudos
para afirmar que de fato € o contato com o ser humano que influenciou a aquisi¢do do perfil

de resisténcia desses microrganismos.

A alta abundancia da bactéria Hafnia alvei em amostras de ambas tartarugas estd de
acordo com o que fora obtido em outros estudos que analisaram a microbiota desses
individuos, indicando que sdo um componente natural da microbiota de tartarugas do género
Trachemys. No entanto, sdo necessdrias mais andlises para verificar se esses microrganismos

podem apresentar algum risco de patogenicidade para as tartarugas.

A baixa abundancia observada de Proteus mirabilis, Escherichia coli, Staphylococcus
haemolyticus, Yersinia frederiksenii estd de acordo com o que fora observado em outros
trabalhos na literatura para diferentes espécies de quelonios. No entanto, este foi o primeiro a
isolar Staphylococcus haemolyticus e Plesiomonas shigelloides de tartarugas T. scripta

elegans.

O presente trabalho também foi o primeiro a registrar a presengca de Aeromonas spp.
Enterococcus faecalis, e Shewanella putrefaciens em tartarugas tigre-d’dgua, embora esses
microrganismos sejam considerados como componentes naturais da microbiota de répteis.
Ainda que haja diversos trabalhos a respeito de fatores ecoldgicos de 7. dorbigni, até entdo

sd0 escassos 0s que analisam a microbiota desses individuos.

E de suma importincia obter conhecimento da microbiota presente nas tartarugas-
tigre-d’agua, visto que sdo espécies nativas do Rio Grande do Sul e estdo sob constantes
ameacgas ecoldgicas, e, portanto, os nossos dados acrescentam informacdes fundamentais para

a literatura dessa espécie.

Nossos resultados também sustentam a hipétese de que as tartarugas podem ser
consideradas como agentes etiologicos de patdgenos oportunistas prejudiciais aos humanos
quando criadas como pet. Portanto é recomendado manté-los longe de locais de alimentacgéo e
preparo de alimento, como por exemplo, cozinhas, € manter o animal sob condi¢des

adequadas de higiene.

Além disso, répteis aparentemente sauddveis podem ser portadores de patdégenos
oportunistas causadores de doencas em outros animais, como caes, gatos, e demais

mamiferos. Devido a isso, o comércio ilegal de tartarugas exdticas — como a tartaruga-de-

28



ouvido-vermelho — assim como a introdugdo em diferentes habitats, ndo sdo recomendados,
visto que na maioria das vezes a origem do animal é desconhecida, e 0 mesmo pode ser

responsavel pela introdugdo de novas cepas bacterianas no ambiente.
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