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Identificagdo e sensibilidade a antimicrobianos de bactérias isoladas da superficie

cuténea de tartarugas marinhas do litoral norte do RS.

RESUMO: Devido a dificuldade em se obter amostras, poucos sdo 0s estudos que
avaliam bactérias presentes nos animais selvagens. As tartarugas marinhas sdo animais
marinhos migratdrios que devido as acdes antropogénicas estdo na lista de animais em
extingdo. O residuo das cidades liberado no ambiente, dispersa microrganismos que
competem com espécies nativas, aléem de farmacos, metais pesados e outros poluentes
que também sdo fatores interferentes para a vida marinha. Uma vez que as tartarugas
marinhas podem ser utilizadas como bioindicadores da qualidade dos habitats marinhos,
o0 objetivo do presente estudo foi avaliar quais bactérias estariam presentes na superficie
cuténea de diferentes espécies de tartarugas marinhas encontradas no litoral norte do
Rio Grande do Sul. A partir de uma bacterioteca, foram selecionadas 114 bactérias
previamente isoladas de superficies corporal, cloacal e ocular das tartarugas marinhas
das espécies: Chelonia mydas, Caretta caretta e Eretmochelys imbricata. As bactérias
foram reativadas e submetidas a identificacdo por MALDI-TOF e sequenciamento do
gene 16S rRNA. Além disso, os isolados foram submetidos ao teste de disco de difusdo
para identificar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos. 69 obtiveram sucesso na
reativacdo. Foram identificados 34 isolados dos géneros Enterocococcus, Bacillus,
Listeria, Staphylococcus, Brachybacterium e Exiguobacterium. O teste de
susceptibilidade a antimicrobianos verificou perfil de resisténcia em 24 dos 30 isolados
testados. Concluiu-se que o despejo de dejetos e o alto indice de poluicdo das praias
podem afetar a microbiota de animais marinhos e ocasionar um aumento da incidéncia

de patogenos resistentes a antimicrobianos.

Palavras-chave: Microbiota; Queldnios; Perfil de Resisténcia.



Identification and sensibility to antimicrobials of isolated bacterials from the skin

surface of sea turtles on the North coast of RS.

ABSTRACT: Due to the difficulty in obtaining samples, few studies evaluating
bacteria present in wild animals. Sea turtles are migratory marine animals that due to
anthropogenic actions are on the list of endangered animals. The waste from cities
released into the environment, disperses micro-organisms that compete with native
species, as well as drugs, heavy metals and other pollutants that are also interfering
factors for marine life. Since sea turtles can be used as bioindicators of marine habitat
quality, the objective of the present study was to evaluate which bacteria would be
present on the cutaneous surface of different sea turtle species found on the northern
coast of Rio Grande do Sul. From bacteriotheca, 114 bacteria previously isolated from
body, cloacal and ocular surfaces of the marine turtles of the species Chelonia mydas,
Caretta caretta e Eretmochelys imbricata, were selected. Bacteria were reactivated and
subjected to MALDI-TOF identification and sequencing of the 16S rRNA gene. In
addition, the isolates were submitted to the diffusion disc test to identify the
antimicrobial resistance profile. 69 isolates were successful at reactivation. 34 isolates
of the genera Enterococcus, Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Brachybacterium and
Exiguobacterium were identified. The antimicrobial susceptibility test verified
resistance profile in 24 of the 30 isolates tested. It was concluded that the discharge of
manure and the high pollution index of the beaches can affect the microbiota of marine

animals and cause an increase in the incidence of antimicrobial resistant pathogens.

Keywords: Microbiota; Chelonians; Profile of Resistance.



1. INTRODUCAO

As tartarugas marinhas sdo animais migratérios que possuem como rota a costa
brasileira. Atualmente sdo conhecidas apenas oito espéecies desta linhagem reptiliana no
mundo e, dentre estas, cinco habitam e se reproduzem no Brasil. Estes animais sdo
subdivididos em duas familias, sendo a familia Dermochelyidae representada pela
espécie Dermochelys coriacea (Linnaeus, 1766), e a familia Cheloniidae representada
pelas espécies Caretta caretta (Linnaeus, 1758), Chelonia mydas (Linnaeus, 1758),
Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) e Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829)
(Baptistotte, 1992).

Microrganismos aquéticos sdo a principal fonte de oxigénio e carboidratos no
ambiente aquético, e, além disso, sdo responsaveis também pela base da cadeia trofica
dos rios, lagos e oceanos. Pouco se conhece sobre a microbiologia marinha, em grande
parte pela dificuldade de coletar e/ou cultivar os microrganismos. Estima-se que um
terco de toda a vida do planeta consista em microrganismos presentes no fundo do mar
(Tortora et al., 2012). Estudos de Almeida (2009) demonstraram que 0S géneros mais
comuns de bactérias marinhas encontradas nas zonas féticas do oceano sdo Vibrio,
Photobacterium, Pseudomonas, Yangia, Aeromonas e Alteromonas.

Os microrganismos sdo de grande importancia para manutencdo do equilibrio
biolégico dos organismos vivos e dos compostos presentes no ambiente. Cada animal
possui uma microbiota especifica, a qual auxilia na ingestdo de nutrientes e sintese de
vitaminas. Os microrganismos, também possuem papel fundamental na manutencédo dos
ciclos bioldgicos, como o do nitrogénio e do carbono, atuando na decomposicdo dos
materiais que retornam ao ambiente como nutrientes a serem utilizados (Tortora et al.,
2012). Bactérias, fungos e leveduras possuem papel fundamental em usos

biotecnologicos de valor comercial, como por exemplo, a produ¢do de medicamentos,



atuacdo como controles bioldgicos e também na biorremediacdo ambiental (Melo &
Azevedo, 2008).

Os oceanos sofrem grande impacto causado pela presenca do homem nesses
ambientes. Muitas vezes pode ocorrer uma interferéncia no microbioma local, causando
a competicao entre espécies invasoras e espécies nativas. As espécies nativas podem ser
eliminadas desse ambiente, resultando em uma perda da diversidade microbiana. A
presenca de espécies invasoras pode sinalizar o grau de impacto de um ecossistema.
Outra consequéncia relacionada ao aumento de espécies invasoras em regifes costeiras
seria 0 desenvolvimento ou, até mesmo, a potencializacdo da patogenicidade destas
populacdes exaticas nestes ambientes (Melo & Azevedo, 2008).

Quando comparada a microbiota de animais aquaticos, a microbiota epidérmica
de animais terrestres € mais estudada devido a alta taxa de doencas associadas a estes
organismos. Os principais géneros de patdgenos epidérmicos sdo Staphylococcus e
Streptococcus. Estes grupos bacterianos possuem facilidade na adaptacdo a pele de
humanos e animais devido a presenca de enzimas invasivas e toxinas, bem como fatores
de viruléncia que podem auxiliar na aderéncia aos tecidos (Tortora et al., 2012).

Doencas epidérmicas infecciosas causadas por bactérias possuem baixa
incidéncia em tartarugas marinhas encontradas no ambiente natural. Porém, a expansao
das atividades antrdpicas nas regides oceénicas ¢ um fator de risco, uma vez que a
poluicdo inserida neste ambiente pode interferir diretamente nos individuos aquéticos,
ocasionando episodios de estresse e imunossupressao. Alguns dos principais patdgenos
encontrados em animais debilitados que buscam a costa como reflgio séo: Aeromona,
Salmonella, Enterobacter, Proteus, Pseudomonas, Mycobacterium, Vibrio, Escherichia,

Citrobacter, Edwardsiella, Arizona e Flavobaterium (Cubas et al., 2006).



A antropizacdo interfere também na disseminacdo de antibidticos e bactérias
resistentes no meio aquatico, sendo esta uma das vias pela qual genes de resisténcia
podem ser introduzidos no ecossistema, alterando a microbiota ambiental. A resisténcia
aos antibioticos tem sido observada em grande diversidade de microrganismos e em
diversos ambientes aquaticos (Baqueiro, 2008). Martinez (2003) verificou que mais de
90 % dos isolados bacterianos amostrados da agua do mar eram resistentes a pelo
menos um tipo de antibidtico e, deste percentual, em torno de 20 % possuiam perfil de
resisténcia a pelo menos outros cinco antimicrobianos.

Todas as espécies de tartarugas marinhas estdo presentes na Lista Vermelha de
espécies ameacadas de extingdo (IUCN, 2018), o que torna a identificagdo dos
patdgenos destes animais cada vez mais necessaria para auxiliar na conservagao e
manutencdo destas linhagens. O presente estudo teve como objetivo a identificacdo de
bactérias presentes na superficie corporal, ocular e cloacal de diferentes espécies de

tartarugas marinhas encontradas no litoral norte do Rio Grande do Sul.

2. METODOLOGIA
Material de Estudo

O total de 114 amostras foram utilizadas neste estudo. Os isolados analisados
pertencem ao Banco de Amostras do Laboratorio 222-C de Microbiologia Ambiental e
Alimentar, do Instituto de Ciéncias Bésicas da Salde da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. As coletas das amostras foram realizadas pelo Centro de Reabilitacdo de
Animais Marinhos (CERAM) no litoral norte do Rio Grande do Sul, no momento em
que os animais foram encontrados. As bactérias foram isoladas das superficies corporais

(SC) e oculares (OE) de tartarugas marinhas das espécies: Chelonia mydas, Caretta



caretta e Eretmochelys imbricata (Tabela 1) (Mesquita, 2014). A denominacdo CM é

referente a esfregacos da superficie cloacal da espécie C. mydas.

Tabela 1 - Dados de cada individuo coletados pelo Setor de Reabilitacao.

Cddigo Nome popular Espécie Motivo da doacéo Faixa etaria
3064 Tartaruga-cabecuda Caretta caretta Mutilada por rede Adulto
3082 Tartaruga-de-pente Eretmochelys Debilitada Juvenil

imbricata
L222C Sl Sl Sl Sl
3133 Tartaruga-verde Chelonia mydas Nadadeiras cortadas Juvenil
3171 Tartaruga-de-pente Eretmochelys Debilitada Indeter.
imbricata
CM Tartaruga-verde Chelonia mydas Sl Sl

Sl: sem informagéo

Os microrganismos foram previamente isolados e preservados em solucéo de 10
% (p/v) de leite desnatado Molico® (Nestlé) acrescido de 10 % (v/v) de glicerol e
congeladas a -20 °C, conforme descrito por Mesquita (2014). As bactérias foram
inoculadas em meio de cultura Brain Heart Infusion Agar (BHIA) enriquecido com agua
marinha esterilizada, e posteriormente foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. Ap6s
este periodo foi realizada a verificacdo do crescimento bacteriano, a andlise fenotipica
de morfologia e pigmentacdo das coldnias, e foram aplicados os testes de coloracdo de
Gram e catalase.
Identificacdo Bacteriana

As amostras foram submetidas a espectrometria de massas pelo equipamento
MALDI-TOF, que consiste em utilizar proteinas especificas para a identificacdo de
bactérias. Foram realizados repicagens em meio BHIA, com incubacéo a 37 °C durante
24 horas, para a renovacdo das coldnias bacterianas. Posteriormente, uma parcela de

cada cultura foi, individualmente, adicionada a 300 puL de agua Milli-Q estéril e em
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seguida foram adicionados 900 pL de etanol absoluto. A solucdo foi homogeneizada em
equipamento vortex e armazenada a 4 °C por até uma semana para posterior
identificacéo.

Os isolados bacterianos que ndo foram identificados pela técnica do MALDI-
TOF foram submetidos ao sequenciamento utilizando o gene 16S rRNA. Foi realizada a
extracdo do DNA por lise quimica conforme descrito por Donato et al. (2007). O
procedimento de extracdo consiste na retirada de uma aliquota da amostra preservada, a
qual foi semeada por esgotamento em placas contendo BHIA, seguido de incubagdo em
estufa bacteriolégica durante 24 horas a 37 °C. Apds a incubacdo, foi transferida uma
alcada deste crescimento para 2 mL de caldo BHI, que foi incubado durante 24 horas a
37 °C. Logo ap6s, 1 mL deste crescimento foi transferido para um microtubo de 1,5 mL,
0 qual foi submetido a centrifugacdo a 13.000 rpm durante 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado, e foram adicionados 40 pL de solugéo de lise [5
mL de NaOH 1M; 2,5 mL de SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio)] para ressuspensao
do precipitado, o qual foi homogeneizado em equipamento vortex. Os isolados foram
mantidos em equipamento de banho seco durante 15 minutos a 100 °C, e logo ap0s esse
periodo, foram adicionados 460 pL de tampdo TE 1X. Foi realizada centrifugacédo a
13.000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para
um novo microtubo de 1,5 mL. Esse DNA foi armazenado sob refrigeracéo a -20 °C até
o0 preparo dos isolados para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR - Polymerase Chain
Reaction).

Esta etapa é responsavel pela amplificacdo parcial do gene 16S rRNA presente
no DNA bacteriano que foi sequenciado. A reacdo da PCR foi realizada em volume
total de 25 pL, contendo 100 ng de DNA, 1x de tampé&o de reagéo da Taq (4G®), 0,4

uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen®), 1,5 mM de MgCl, (4G®), 200
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uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia®), 1U de Taq DNA polimerase (4G®) e &gua
Milli-Q estéril para completar o volume da reacao.

A anélise foi realizada a partir do gene 16S rRNA, sendo este gene responsavel
pela identificagdo de uma regido conservada no genoma bacteriano. A PCR foi
realizada nas condic¢des de 5 minutos a 94 °C, seguida por 35 ciclos de 1 minuto a 94
°C, 1 minuto a 58 °C e 1 minuto a 72 °C, com extensdo final de 10 minutos a 72 °C. O
DNA utilizado como controle positivo foi de E. faecalis ATCC 29212. Posteriormente,
o0 material foi analisado em gel de agarose 1,5 % para verificacdo da efetividade da
reacao.

Para o sequenciamento foram preparados microtubos contendo 10 ng dos
amplicons, 3,2 pmol de oligonucleotideo iniciador Reverse (Invitrogen®) e agua Milli-
Q estéril para completar o volume total de 7 uL. O material foi analisado pelo
Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal de Ciéncias Bésicas da
Saude de Porto Alegre (UFCSPA), com a utilizacdo do equipamento ABI 3130 da
Applyed Biosystems, com big dye terminator versdo 3.1 e polimero pop?7.

As amostras sequenciadas foram identificadas com o auxilio do programa
Chromas Technelysium Pty Ltd (versdo 2.6.4) e utilizacdo do banco de dados de DNA
NCBI (National Center for Biotechnology Information).

Os isolados identificados como Bacillus sp. foram submetidos a técnica de
Schaeffer-Fulton, ou também conhecida como coloracdo de verde malaquita. Esta
técnica é utilizada para visualizacdo dos enddsporos caracteristicos do género. Foram
realizados esfregacos dos isolados em laminas de microscopia e entdo adicionado o
corante verde malaquita. As laminas foram expostas ao calor por alguns minutos, para
fixacdo do corante na parede do enddsporo, e posteriormente a lamina foi lavada com

agua destilada. O corante safranina foi adicionado para que a visualizagdo das células
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vegetativas fosse possivel. A analise foi realizada em microscopio dptico em lente
objetiva de imers&o (100x).
Suscetibilidade Antimicrobiana

A determinacdo do perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi verificada através
do método de disco de difusdo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI). Para a realizagédo do antibiograma, foram utilizados antimicrobianos
especificos para os microrganismos com base no CLSI (2017) para 0s géneros
Enterococcus e Staphylococcus. Para os géneros Listeria e Bacillus os dados utilizados
foram retirados de Oliveira (2016) e de Ferreira (2017), respectivamente. As listas de
antibidticos utilizados estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Antibidticos e concentragdes utilizadas por grupo de bactérias estudado.

Género Antibioticos

Bacillus Ciprofloxacina CIP - (5 mcg)
Gentamicina GEN - (10 mcg)

Rifampicina RIF - (30 mcg)
Tetraciclina TET - (30 mcg)
Vancomicina VAN — (30 mcg)

Enterococcus ~ Ampicilina~ AMP - (10 mcg)
Ciprofloxacina CIP - (5 mcg)
Cloranfenicol CLO - (30 mcg)
Eritromicina  ERI - (15 mcg)
Estreptomicina EST - (300 mcg)
Gentamicina GEN - (120 mcg)

Linezolida LNZ — (30 mcg)
Nitrofurantoina NIT - (300 mcg)
Norfloxacina NOR - (10 mcg)
Rifampicina RIF - (5 mcg)
Tetraciclina TET - (30 mcg)
Vancomicina VAN — (30 mcg)

Listeria Ampicilina AMP - (10 mcg)
Ciprofloxacina CIP - (5 mcg)
Cloranfenicol CLO - (30 mcg)
Eritromicina  ERI - (15 mcg)
Gentamicina GEN - (10 mcg)

PenicilinaG PEN - (10 U)
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Rifampicina RIF - (5 mcg)
Tetraciclina TET - (30 mcg)

Staphylococcus  Ciprofloxacina CIP - (5 mcg)
Cloranfenicol CLO - (30 mcg)
Eritromicina  ERI - (15 mcg)
Gentamicina GEN - (10 mcg)

Nitrofurantoina NIT - (300 mcg)
Norfloxacina NOR - (10 mcg)
PenicilinaG PEN - (10 U)
Rifampicina RIF - (5 mcg)
Tetraciclina TET - (30 mcg)

Os isolados foram repicados em BHIA por método de esgotamento a partir da
preservacdo em leite desnatado (Molico, Nestlé®) e foram incubados em estufa
bacteriolégica durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente, colbnias puras foram
selecionadas e diluidas em 5 mL de solucdo salina 0,85 % até atingir a turvacdo
equivalente a solugdo padrédo 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, um suabe estéril
foi embebido na solucdo bacteriana padronizada e foram realizadas estrias em 3
direcBes em placas de meio de cultura contendo Agar Miiller-Hinton. Os discos
contendo os antimicrobianos foram colocados sobre a superficie dos meios e as placas
foram incubadas durante 24 horas a 37 °C para posterior medicdo e interpretacdo do

didametro dos halos de inibicdo, em milimetros.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacdo Bacteriana

Do total de 114 isolados, 69 microrganismos (61 %) foram reativados conforme
0 método de enriquecimento utilizado. Foram reativados 31 isolados de SC (44 %), 25

de OE (36 %) e 14 cloacais (20 %). Saeki e colaboradores (2015) verificaram a

14



viabilidade de culturas criopreservadas com leite desnatado, e em periodos
relativamente curtos as culturas ndo sofreram alteracdo. Oplustil et al. (2010)
recomendaram que a armazenagem de bactérias Gram-positivas sejam em glicerol ou
leite desnatado a -20 °C entre 1 a 3 anos, e Gram-negativas em sacarose e/ou lactose
entre 1 a 2 anos. A viabilidade das bactérias utilizadas no presente estudo pode ter sido
afetada pelo tempo de armazenamento das culturas criopreservadas, as quais estavam a
quatro anos em armazenamento continuo.

A anélise pelo equipamento MALDI-TOF identificou 30 amostras (43 %) em
nivel de género, sendo elas, 16 (53 %) Enterococcus sp; 8 (27 %) Bacillus sp.; 5 (17 %)
Listeria sp. e em um Unico isolado (3 %) Staphylococcus sp. (Tabela 3).

Este equipamento possui um banco de dados composto em sua maioria por
amostras clinicas, sendo esta uma limitacdo da utilizacdo deste equipamento em
amostras ambientais. Os microrganismos que ndo foram identificados receberam a
titulacdo de “amostras nao identificadas”.

Os 39 isolados que n&o foram identificados por MALDI-TOF, foram submetidos
a reacdo de PCR para o gene 16S rRNA. Destes, 11 (16 %) ndo apresentaram
fragmentos de DNA esperado para 0 gene 16S rRNA. A ndo amplificacdo pode estar
relacionada ao método de purificagdo de DNA, que deixa algumas vezes restos celulares
que podem interferir na reacdo de PCR. Dos 28 isolados que amplificaram para o gene
16S rRNA, até o momento foram enviadas quatro cepas para 0 sequenciamento, sendo
estas identificadas com elevado grau de similaridade com o gene 16S rRNA de Bacillus
sp. (n=1), Brachybacterium sp. (n=1) e Exiguobacterium sp. (n=2), como pode ser

observado na Tabela 4. As analises dos outros 24 isolados serdo realizadas futuramente.
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Tabela 3: Isolados identificados pelo equipamento MALDI-TOF.

Identificacéo do Isolado Género

L222C OE 2 Enterococcus spp.
L222C OE 5 Bacillus spp.
L222C OE 7 Enterococcus spp.
L222C OE 9 Bacillus spp.
L222C OE 11 Bacillus spp.
L222C OE 12 Bacillus spp.
L222C OE 14 Bacillus spp.
L222C OE 15 Bacillus spp.
L222C OE 17 Bacillus spp.
L222C OE 18 Bacillus spp.
3064 OE 6 Listeria spp.

3064 SC 2 Listeria spp.

3064 SC 3 Listeria spp.

3064 SC 4 Listeria spp.

3064 SC 6 Listeria spp.

3082 SC 2 Staphylococcus spp.
CMA Enterococcus spp.
CMB Enterococcus spp.
CMC Enterococcus spp.
CMD Enterococcus spp.
CME Enterococcus spp.
CMF Enterococcus spp.
CMG Enterococcus spp.
CMH Enterococcus spp.
CM I Enterococcus spp.
CM]J Enterococcus spp.
CMK Enterococcus spp.
CML Enterococcus spp.
CMM Enterococcus spp.
CMN Enterococcus spp.

Tabela 4:

Isolados identificados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA.
Identificacéo do Isolado Género

L222C OE 10 Bacillus spp.

3133 0E5 Brachybacterium spp.
3171 SC6 Exiguobacterium spp.
3171SC7 Exiguobacterium spp.
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As regides que apresentaram maior diversidade foram & superficie ocular e a
superficie corporal, ambas com trés géneros distintos. A superficie ocular apresentou
trés géneros distintos, sendo eles: Bacillus, Brachybacterium e Enterococcus. Na
superficie corporal das tartarugas foram identificados o0s seguintes géneros:
Exiguobacterium, Listeria e Staphylococcus. O Unico género encontrado em mais de
uma zona corporal foi o género Enterococcus. Os outros isolados, até o presente
momento, foram exclusivos de cada regido corporal.

Os enterococos sdo bactérias em forma de cocos, Gram-positivas, comuns na
microbiota intestinal de animais, tais como mamiferos, répteis e aves. Este grupo é
utilizado como indicador de contaminacdo fecal nos ambientes (Torres, 2018). Ao total,
16 isolados foram identificados como Enterococcos spp., sendo 14 (87,5 %) isolados da
regido cloacal. Trabalhos anteriores também relataram a presenca destes
microrganismos no trato intestinal de animais, confirmando que sdo microrganismos
naturais do sistema digestivo (Poeta et al., 2005; Santestevan, 2014; Prichula, 2015;
Pereira, 2016; Costa, 2018; Grassotti et al., 2018). Nos estudos de Pereira (2016) foram
identificados Enterococcus spp. em amostras cloacais de Chelonia mydas e
Eretmochelys imbricata, o que confirma os dados obtidos neste trabalho. Medeiros
(2017) avaliou animais marinhos quanto a presenca de enterococos, e foram
identificados seis espécies de Enterococcus em tartarugas-verdes. Ndo foi encontrado
estudo evidenciando a microbiota da superficie corporal de répteis que citasse
enterococos.

O género Bacillus € um bastonete Gram-positivo aerobio e com tamanho
variavel. Podem ou ndo apresentar cilios que auxiliam na mobilidade das bactérias.
Assim como o género Clostridium, os Bacillus possuem a capacidade de esporulacéo

(Tortora et al., 2017). Estas bactérias podem ser encontradas nos mais variados
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ambientes. Segundo Priest (1977), a facilidade de adaptacdo deste grupo ocorre pela
grande variedade de enzimas utilizadas para a degradacdo de substratos. A presenca de
integrantes marinhos deste grupo ja foi divulgada anteriormente em &gua marinha e
associada a microbiota de esponjas e corais (lvanova et al., 2000). Foi comprovado
pelos estudos de Abaroa et al. (2008) que este género é comumente encontrado em
aguas quentes, juntamente com os géneros Micrococcus e Corynebacterium. Diversos
estudos evidenciaram a presenca de Bacillus em chelonios. Benites e colaboradores
(2013) encontraram 43 % dos isolados de coletas cloacais oriundos da espécie Jabutis-
Pitanga com o género Bacillus, sendo o terceiro mais abundante dentre os demais
géneros encontrados. A espécie C. mydas também apresentou este género em amostras
cloacais nos estudos de Aguirre et al. (1994). A presenca dos Bacillus spp. em
superficies oculares de répteis foi registrada nos estudos de Santos (2011). Do total de
25 isolados de Jabutis-Pitanga, oito (32 %) foram identificados como pertencentes ao
género Bacillus. O mesmo estudo identificou que a presenca deste grupo de bactéria é
comum em superficies oculares de outros animais, sendo o terceiro mais prevalente
(14,5 %) apos os géneros Staphylococcus e Streptococcus. A presenca de Bacillus spp.
no presente estudo superior quando comparado aos dados obtidos na literatura, com 27
% do total de amostras identificadas.

Listeria spp. € um grupo de microrganismos composto por espécies com forma
de bacilos Gram-positivos, anaerdbias facultativos e flagelares (Singleton, 1999). Este
género é comumente estudado na area da microbiologia de alimentos, com prevaléncia
de estudos relacionados a espécie L. monocytogenes, a qual é considerada como
patdgena oportunista para os mamiferos. Em isolados de aguas superficiais, esgotos e
fezes de animais ja foram encontradas bactérias do género Listeria, comprovando a

ampla distribuicdo deste género (Catdo & Ceballos, 2001). Em 2005, EI-Shenawy e El-
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Shenawy, obtiveram isolados deste género a partir de amostras de agua marinha. Outros
estudos também verificaram a presenca deste grupo em fezes de mamiferos e aves
selvagens (Yoshida et al., 2000). Embora sejam consideradas patégenos oportunistas
para os répteis (McArthur et al., 2004), pouco se conhece sobre a presenca deste género
na microbiota de tartarugas. O trabalho de Nowakiewicz et al. (2015) identificou um
grupo de listerias em amostras cloacais de cagados-de-carapacga-estriada, 0 que torna,
nosso estudo um dos primeiros a relatar a presenga de Listeria spp. na superficie
corporal de tartarugas marinhas.

Outro grupo encontrado em &guas marinhas é o género Exiguobacterium,
composto por microrganismos Gram-positivos e anaerdbios facultativos, os quais
possuem diversidade morfoldgica que se altera conforme as condi¢cdes do ambiente
onde se encontra (Vishnivetskaya et al., 2009). Chen e colaboradores (2017) citam a
vasta gama de ambientes onde estes microrganismos ja foram detectados. Ambientes
frios e quentes servem de habitats a estas bactérias, pois sdo capazes de suportar faixas
de temperatura entre -12°C e 55°C, bem como amplas faixas de pH e salinidade. Além
disso, podem ser encontrados em solos tropicais e temperados, e até mesmo em solos
congelados da regido artica, também conhecidos como permafrost. Nos estudos de Tena
et al. (2014) houveram relatos da patogenicidade deste grupo de microrganismos em
superficie epitelial de humanos, mas ndo ha na literatura sobre o potencial de infecgéo
em outros seres Vivos.

O género Brachybacterium foi identificado e descrito por Collins e
colaboradores em 1988, os quais foram isolados primariamente de aves. Estes
microrganismos sao Gram-positivos aerobios, e atualmente ja foram identificadas 12
especies desse género (Park et al., 2011). Conforme Takeuchi e colaboradores (1995),

as bactérias do género Brachybacterium sdo catalase positiva, capazes de hidrolisar a
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esculina e de crescerem em elevadas concentragdes de sal [15% NaCl] (Takeuchi et al.,
1995). Estes dados foram comprovados no presente estudo, uma vez que foram isolados
de animais marinhos, que tem como seu habitat zonas costeiras e 0 oceano, com aguas
em salinidade perto a 3,5 %. Zhao e colaboradores (2016) encontraram bactérias desse
mesmo género em sedimentos no fundo do mar, indicando assim que este género é
capaz de se manter viavel em condi¢des variadas de temperatura e salinidade. Estudos
isolaram estes microrganismos em amostras fecais de Pinguins-de-Adélia e foram
observados padrdes de resisténcia bacteriana ao antibidtico tetraciclina (Rahman et al.,
2015).

Os estafilococos sdo bactérias Gram-positivas; em forma de cocos com arranjo
aglomerado do tipo “cacho de uva”, e sdo, em maioria, anaerobios facultativos. Sua
distribuicdo é comum na microbiota de animais em geral, e suas espécies estdo entre 0s
patdégenos mais comuns dos humanos (Murray et al., 2004). No trabalho de Santoro et
al. (2006) Staphylococcus spp. foram isolados em 73,2 % dos 70 suabes cloacais de C.
mydas analisados. Estudos de identificacdo de bactérias presente em lesdes da superficie
externa de tartarugas Tigres D’agua confirmaram a presenga de Staphylococcus spp. nas
amostras, dentre outros microrganismos (Souza, 2006). Ao contrario do que observado
na literatura, o presente estudo identificou apenas um (3 %) isolado de Staphylococcus
spp. Este fato pode evidenciar a interferéncia da antropizagdo nos ambientes marinhos e
na microbiota dos animais.

Ao total foram identificados seis géneros distintos. Destes, Bacillus spp.,
Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. foram estudados e descritos na literatura como
patogenos de tartarugas marinhas (Alfaro et al., 1994; Gornik et al., 2016). O género
Listeria sp. foi classificado como patdégeno oportunista nos estudos de McArthur e

colaboradores (2004).
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Suscetibilidade antimicrobiana

O teste de sensibilidade ao disco de difusdo foi realizado para os 30 isolados que
foram identificados pelo MALDI-TOF. De todos os microrganismos analisados para a
susceptibilidade antimicrobiana, 24 (80 %), apresentaram perfil de resisténcia a pelo
menos a um tipo de antimicrobiano. Dos oito Bacillus spp. que foram testados para os
antibioticos ciprofloxacina, gentamicina, rifampicina, tetraciclina e vancomicina, dois

(25%) apresentaram resisténcia a tetraciclina e dois (25 %) a vancomicina (Tabela 5).

Tabela 5 — Perfil de resisténcia e suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de
Bacillus spp.

Isolado Antibioticos*

CIP GEN RIF TET VAN

L222C OE 5 S S S S S
L222C OE 9 S S S R R
L222C OE 11 S S S R S
L222C OE 12 S S S S R
L222C OE 14 S S S S S
L222C OE 15 S S S S S
L222C OE 17 S S S S S
L222C OE 18 S S S S S

0% 0% 0% 25% 25%

* CIP (ciprofloxacina), GEN (gentamicina), RIF (rifampicina), TET (tetraciclina),

VAN (vancomicina). S: sensivel, I: resisténcia intermediéaria, R: resisténcia.

Este grupo de microrganismos apresentou baixa resisténcia aos antimicrobianos
testados. Apenas 3 (37,5 %), isolados obtiveram perfil de resisténcia aos antibiéticos

tetraciclina e vancomicina. Nos estudos bactérias aquaticas presentes no Rio Guaiba
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foram isoladas no trabalho de Tomazelli et al. (1997) e foi comprovado resisténcia de
microrganismos do género Bacillus aos antibidticos tetraciclina e vancomicina, tal qual
0 presente estudo. A resisténcia a vancomicina também foi descrita no trabalho de
Olinda (2010) que isolou o género Bacillus em catetos criados em cativeiro. As espécies
deste grupo sdo normalmente associadas a probidticos (Silva, 2007), ndo sendo um
patégeno comum dos animais em geral.

Dos isolados do género Enterococcus sp., 93,75 % apresentaram perfil de
resisténcia a pelo menos um dos antibioticos testados. Os antimicrobianos os quais 0s
isolados apresentaram maior perfil de resisténcia foram linezolida (62,5 %) e
norfloxaxina (62,5 %), seguidos por eritromicina (56,25 %) e rifampicina (43,75 %).
Apenas nitrofurantoina e estreptomicina foram atuantes em todos os isolados

amostrados (Tabela 6).

A resisténcia de cepas Enterococcus sp. isoladas de animais marinhos foi
descrita anteriormente em estudos de Prichula (2015), Santestevan et al. (2015) e
Pereira (2016). Nestes trabalhos citados, a maior parte dos isolados apresentaram perfil
de suscetibilidade a todos os antimicrobianos testados, o que ndo ocorreu no presente
estudo. Em Pereira (2016), os fenotipos de resisténcia foram encontrados para
rifampicina (32,9 %), eritromicina (34,2 %) e tetraciclina (0,63 %). Estes resultados
podem indicar uma alta taxa de poluicdo pode afetar o perfil de resisténcia dos
microrganismos presentes neste ambiente, como comprovado no estudo de Arvanitidou
et al. (2001), onde encontraram 275 (87,3 %) isolados de enterococos resistentes a um

ou mais antimicrobianos.

22



Tabela 6 — Perfil de resisténcia e suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de

Enterococcus spp.

Isolado Antibiéticos*

AMP CIP CLO ERI EST GEN LNZ NIT NOR RIF TET VAN

L222COE2 S S S R S S R S S S S S
L222COE7 S S S R S S I S I S S S
CMA S S S I S S S S S S S S
CMB S S S S S S S S S S S S
CMC S S S I S S I S S S S S
CMD S S S I S S R S I S S I
CME S S | R S S S S I I S S
CMF S S I S S S R S I I S S
CMG S S S I S S R S I I S I
CMH S S | R S S S S I I S S
CM I S S S S S S I S S I S S
CMJ S S S I S S S S S S S S
CMK S I S S S S R S I S S I
CML R I S R S S R S R I S S
CMM S I S S S S R S I I R S
CMN S S S S S I R S I S S S
6,25 18,75 18,7 625% 0% 6,25 5625% 0% 625 43,75 % 6,25 18,75%
% % 5% % % %

*AM (ampicilina), CIP (ciprofloxacina), CLO (cloranfenicol), ERI (eritromicina), EST (estreptomicina),
GEN (gentamicina), LNZ (linezolida), NIT (nitrofurantoina), RIF (rifampicina), TET (tetraciclina), VAN
(vancomicina). S: sensivel, I: resisténcia intermediéria, R: resisténcia.
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A resisténcia a antimicrobianos do género Listeria foi de 100 % para rifampicina
e para tetraciclina (Tabela 7). Trabalhos anteriores j& haviam descrito este perfil de

resisténcia, mas ndo com um indice tdo alto.

Tabela 7 — Perfil de resisténcia e suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de

Listeria spp.

Isolado Antibiéticos*
AMP CIP CLO ERI GEN PEN RIF TET VAN

3064 SC 2 S S S R S S R R S
3064 SC 3 S S S S S S R R S
3064 SC 4 S S S S S S R R S
3064 SC 6 S S S S S S R R S
3064 SC 8 S S S S S S R R S

0% 0% 0% 20% 0% 0% 100% 100 %

*AMP (ampicilina), *CIP (ciprofloxacina), *CLO (cloranfenicol), *ERI (eritromicina), *GEN
(gentamicina), *PEN (penicilina), RIF (rifampicina), TET (tetraciclina), *VAN (vancomicina); S:
sensivel, I: resisténcia intermediria, R: resisténcia.

Conter e colaboradores (2008) encontraram Listeria monocytogenes em
amostras de alimentos, com capacidade de resistir aos antibidticos previamente citados.
No ano de 1993, Charpentier et al., decreveram um novo gene de resisténcia a
tetraciclina — tet(S) - encontrado em microrganismos deste género. Apds um ano, novos
estudos de Charpentier e colaboradores (1994) sobre este gene demonstraram a presenca
do mesmo em microrganismos do género Enterococcus evidenciando a capacidade dos
microrganismos transferirem este gene por conjugacdo. Nos estudos de Rahimi (2010)
foram encontrados sete isolados (12,7 %) com perfil de resisténcia para eritromicina. O

antibidtico eritromicina foi eficiente em 80 % dos isolados deste género e apenas um
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microrganismo apresentou resisténcia no presente estudo. Ndo foram encontradas
pesquisas evidenciando a resisténcia de microrganismos deste grupo aos antibidticos em
ambientes aquaticos ou associados a animais selvagens. Por ser um grupo que apresenta
patogenicidade a humanos, a maioria dos estudos tem este enfoque.

O unico isolado do género Staphylococcus apresentou perfil de resisténcia a dois
tipos de antimicrobianos, nitrofurantoina e tetraciclina, sendo sensivel aos demais
antibioticos testados (Tabela 8).

Akinbowale & Barton (2006) realizaram estudos sobre a microbiota de
aquacultura e foi verificado resisténcia destes isolados ao antibidtico tetraciclina. No
entanto, ndo foram encontrados relatos sobre a resisténcia a nitrofurantoina na literatura

deste género, como foi encontrado neste trabalho.

Tabela 8 — Perfil de resisténcia e suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de

Staphylococcus spp.

Isolado Antibidticos*

CIP CLO ERI GEN LNZ NIT NOR PEN RIF TET VAN

3082 SC2 S S S S S I S S S | S

0% 0% 0% 0% 0% 100 0% 0% 0% 100% 0%
%

*CIP (ciprofloxacina), *CLO (cloranfenicol), *ERI (eritromicina), *GEN (gentamicina), *LNZ
(linezolida), *NIT (nitrofurantoina), *NOR (norfloxacina), *PEN (penicilina), *RIF (rifampicina), *TET
(tetraciclina), *VAN (vancomicina); S: sensivel, I: resisténcia intermedidria, R: resisténcia.

Os microrganismos identificados pela técnica de sequenciamento do gene 16S
rRNA serdo analisados em relacdo a suscetibilidade antimicrobiana futuramente. Did, e
colaboradores (2009), isolaram o género Brachybacterium de lagos e verificaram a
resisténcia destes microrganismos aos antimicrobianos: eritromicina, claritromicina,

azitromicina, roxitromicina, canamicina, ampicilina e ampicilina+sulbactam. Estudos de
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Raichand et al. (2012), sobre o género Exiguobacterium presente em um lago da india,
descreveram uma nova espécie, E. aquaticum. Cepas deste microrganismo apresentaram

resisténcia a rifampicina, nitrofurantoina, bacitromicina e optoquina.

4. CONCLUSAO
Com excecédo do género Bacillus, os outros grupos encontrados foram descritos

pela primeira vez na microbiota superficial corporal de animais marinhos.

O género Enterococcus esta presente em outras regides da superficie cutanea, e
ndo apenas na superficie cloacal das tartarugas.

O género Staphylococcus foi isolado da superficie corporal de tartarugas, assim
como era esperado, porém em baixa abundancia.

A alta taxa de resisténcia em todos os grupos submetidos sinaliza o alto indice
de adaptacdo aos antimicrobianos existentes atualmente.

Né&o existe um bom entendimento sobre a microbiota marinha como um todo. Da
mesma maneira, animais marinhos sdo pouco estudados pela dificuldade de coleta de
materiais. Esta linha de pesquisa tende a ser promissora, tendo em vista a grande
diversidade de microrganismos presente nos oceanos e seus potenciais biotecnolégicos.
S80 necessarios maiores estudos sobre o ambiente aquético marinho para melhor

compreensdo dos organismos presentes neste habitat.
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