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RESUMO

Em 2015, o rompimento da barragem de Fundao (Mariana/MG) resultou em uma das
mais graves catastrofes ambientais do Brasil, poluindo rios que desaguam no
Oceano Atlantico Sul e atingindo o arquipélago dos Abrolhos, situado na Bahia.
Estudos posteriores ao derramamento demonstraram o impacto de metais pesados
em aves marinhas que se reproduzem em Abrolhos e se alimentam ao redor das
colénias. Quando o hospedeiro é exposto a pressdes antropogénicas, a comunidade
microbiana intestinal também ¢é afetada e pode se adaptar a essas situacdes
estressantes. Nesse sentido, esse estudo buscou avaliar bactérias pertencentes ao
género Enterococcus, bactérias comensais do trato gastrointestinal de diversos
animais e conhecidas por serem sentinelas ambientais, obtidos a partir de amostras
cloacais de Sula leucogaster e Phaethon aethereus. Para isso, o perfil de resisténcia
aos antibidticos e a tolerancia aos metais pesados, bem como a presenca
determinantes de viruléncia dos enterococos foram avaliados. Suabes cloacais
foram coletados de S. leucogaster (n=11) e P. aethereus (n=6) para, posterior,
isolamento de enterococos. As cepas foram identificadas pela técnica de Maldi-TOF
e avaliadas quanto a suscetibilidade antimicrobiana pelo método de disco-difusao
em agar, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). O perfil
de tolerancia aos metais pesados foi determinado pela concentragao inibitoria
minima (CIM), utilizando agar suplementado com arsenato de sodio nas
concentragdes de 0,25-128 mM. O protocolo de PCR padréao foi usado para detectar
0s genes de resisténcia aos antibidticos (msrC e ermB), bem como a toleréncia aos
metais pesados (arsA, trcB e merA). Como resultados do presente estudo, foram
identificados 94 enterococos, sendo E. casseliflavus (44,68%) e E. faecalis (34,04%)
as espeécies mais frequentes, seguidos de E. hirae (11,7%) e E. faecium (5,31%) e E.
flavescens (4,25%). A maior frequéncia de cepas com resisténcia antibidtica foi
observada para eritromicina (44,68%). A presenca do gene msrC foi detectada em
7,14% das cepas resistentes a eritromicina. Com relagdo a avaliacdo da
suscetibilidade ao arsénio, 84,04% das cepas apresentaram tolerancia. Os genes
arsA_| elou arsA_ll, que conferem resisténcia ao arsénio, foram detectados em
34,04% dos isolados. O gene fcrB, que confere resisténcia ao cobre, foi observado
em 30,85% das cepas. Todas as cepas foram negativas para a PCR para os genes
merA. A presenca dos genes gelE (36,17%) e ace (55,31%), associados a fatores de
viruléncia também foram observadas. Em conclusdo, a identificacdo de enterococos
AMR e HMR nessas aves marinhas oferece informagdes sobre o impacto das ag¢des
antropicas na vida selvagem de Abrolhos.

'Dissertagdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Béasicas da
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Enterococcus spp. RESISTANT TO ANTIMICROBIALS AND HEAVY METALS
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ABSTRACT

In 2015, the collapse of the Funddo dam (Mariana/MG) resulted in one of the most
serious environmental catastrophes in Brazil, polluting rivers that flow into the South
Atlantic Ocean and reaching the Abrolhos archipelago located in Bahia. Studies
following the spill demonstrated the impact of heavy metals on seabirds that breed in
Abrolhos and feed around the colonies. When the host is exposed to anthropogenic
pressures, the intestinal microbial community is also affected and can adapt to these
stressful situations. In this sense, this study sought to evaluate bacteria belonging to
the genus Enterococcus, commensal bacteria from the gastrointestinal tract of
various animals and known to be environmental sentinels, obtained from cloacal
samples of Sula leucogaster and Phaethon aethereus. For this, the antibiotic
resistance profile and tolerance to heavy metals, as well as the presence of virulence
determinants of enterococci were evaluated. Cloacal swabs were collected from S.
leucogaster (n=11) and P. aethereus (n=6) for subsequent isolation of enterococci.
The strains were identified by the Maldi-TOF technique and evaluated for
antimicrobial susceptibility by the agar disk diffusion method, in accordance with the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). The tolerance profile to heavy
metals was determined by the minimum inhibitory concentration (MIC), using agar
supplemented with sodium arsenate at concentrations of 0.25-128 mM. The standard
PCR protocol was used to detect antibiotic resistance genes (msrC and ermB) as
well as heavy metal tolerance (arsA, trcB and merA). As a result of the present study,
94 enterococci were identified, with E. casseliflavus (44.68%) and E. faecalis
(34.04%) being the most common species, followed by E. hirae (11.7%) and E.
faecium (5.31%) and E. flavescens (4.25%). The highest frequency of strains with
antibiotic resistance was observed for erythromycin (44.68%). The presence of the
msrC gene was detected in 7.14% of erythromycin-resistant strains. Regarding the
assessment of susceptibility to arsenic, 84.04% of the strains showed tolerance. For
copper, 70.21% of the strains showed phenotypic tolerance. The arsA | and/or
arsA_llI genes, which confer resistance to arsenic, were detected in 34.04% of the
isolates. The fcrB gene, which confers resistance to copper, was observed in 30.85%
of the strains. All strains were susceptible to mercury and negative for PCR for the
merA genes. The presence of gelE (36.17%) and ace (55.31%) genes, associated
with virulence factors, were also observed. In conclusion, the identification of AMR
and HMR enterococci in these seabirds provides information about the impact of
anthropogenic actions on Abrolhos wildlife.
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Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (71 p.)

september, 2023.
7



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ... 1
2. OBUETIVOS. ...ttt 3
2.1 ODbJetiVo Geral ... 3
2.2 ODbjetivos ESPeCifiCOS ......viuiiiii 3
3. REVISAO DA LITERATURA ..., 4
3.1 MiIneragao NO BrasSil ........c.oiiiii i 4
3.2 O rompimento da barragem de FUNd80 ..., S
3.3 Metais pesados e a bioacumulagido no ecossistema marinho.................... 6
3.4 O Parque Nacional Marinho dos Abrolhos ..........c.ccooiiiiiiiiii 7
3.4.1 Impactos do rompimento da barragem de Fundéo em Abrolhos ................ 8
3.5 AVES MAriNNas ..o 9
3.5.1 Phaethon aethereus, grazina-de-bico-vermelho .........................l 10
3.5.2 Sula leucogaster, atoba-marrom ... 11

3.5.3 Efeitos ecoldgicos do colapso de Fundao em P. aethereus e S. leucogaster 13

3.6 O gENEIO ENtEIOCOCCUS ..... .o et 13
3.6.1 Enterococcus spp. isolados de aves marinhas ................ccccooviiiiiiiinnn, 15
3.6.2 Resisténcia a metais pesados em EnterocoCCuUS SPP. ....ovvvvieeeieinnnnannn.. 16
3.6.2.1 Mecanismos de resisténcia ao arsénio (AS) .........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiieieenen 17
3.6.2.2 Mecanismos de resisténcia ao cobre (Cu) ... 18
3.6.3 Resisténcia antimicrobiana em Enterococcus Spp. .......covevieiiiniiieiieiannnn. 19
3.6.3.1 Mecanismos de Resisténcia aos macrolideos (eritromicina) ..................... 20
3.6.3.2 Mecanismos de Resisténcia as ansamicinas (rifampicina).............cccccvvveeeee. 20



3.6.3.3 Mecanismos de Resisténcia as quinolonas (ciprofloxacin e norfloxacina) ...

3.6.3.4 Mecanismos de Resisténcia aos nitrofuranos (nitrofurantoina) .................
3.6.4 Fatores de viruléncia em EnteroCOCCUS SPP. veuerueiuieeeeiiaaiaieaieaanaanenn
3.6.4.1 Adesina de COlAgENO .........iiiiiiii e
3.6.4.2 GelatiNase .......coiiiiii i e
4. MATERIAL EMETODOS ........ooviiiiiiiiiie e,
41 Areade eStUdO ........cocoiieeie e
4.1.1  Arquipélago dos Abrolhos ........coiiiiii
4.2 AMOSIIAS ...t
4.3 Coleta @amostral ...
4.4 Isolamento de bactérias do género Enterococcus ............c.ccoceiiiiiinnnnn.
4.5 Identificagdo das espécies de EnteroCoCCUS SPP. «ouvvueeneiniieiiiiieiaananennn.
4.6 Determinacéao do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos ................
4.7 Determinacéao do perfil de suscetibilidade aos metais pesados ................

4.8 Extracdo do DNA genbmico e deteccdo dos genes relacionados a

resisténcia aos antimicrobianos e aos metais pesados ..o
4.9 Deteccao dos genes relacionados a fatores de viruléncia ......................
410  Analise estatistiCa ..o
5. RESULTADOS ..ottt e e e
5.1 Isolamento e identificacdo de Enterococcus spp. oriundos de amostras
cloacais de P. aethereus € S. 1eUcOgaster .............cccoviiiiiiiiiiiiii i,

5.2 Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das cepas de enterococos isoladas

9

21

21

24

24

24

25

26

26

27

27

27

28

28

29

31

31



de P. aethereus € S. [UCOGASTEr ........ ..o
5.3 Deteccao dos genes de resisténcia aos antibidticos (ermB, msrC) ...........

54 Perfil de suscetibilidade aos metais pesados nas cepas de enterococos
isoladas de P. aethereus € S. [eUCOGASIEr ............ccouiieiiiiii i

5.4.1 Tolerancia ao arsénio em cepas de enterococos pela técnica de
concentragao inibitéria minimaem agar ...

5.4.1 Tolerancia ao mercurio em cepas de enterococos pela técnica de
MICrOdilUICA0 €M CaldO ...

55 Detecgdo dos genes de resisténcia aos metais pesados nas cepas de

enterococos isoladas de P. aethereus e S. leucogaster ..............ccccooeiiiiiiiinan..
5.5.1 Deteccao dos genes de resisténcia ao arsénio (arsA_|,arsA Il) ...............
5.5.2 Deteccdo do gene de resisténcia ao cobre (tcrB) .........ccccevviiiiiiiiiiiiinn,
5.5.3 Deteccao dos genes de resisténcia ao mercurio (merAlll_IV_VI) ...............

5.6 Deteccao dos genes associados a fatores de viruléncia (ace, cylA, gelE,

5.7  Associagao das cepas de enterococos fenoétipo e gendtipo positivas para

metais pesados e fatores de viruléncia com as aves P. aethereus e S. leucogaster

6. DISCUSSAOD .....ooviiiiiiiiie e

6.1 Distribuicdo de Enterococcus spp. em amostras cloacais de aves P.

aethereus € S. IEUCOGASIEL ..o e

6.2 Resisténcia aos antimicrobianos das cepas de enterococos isoladas das

aves marinhas P, aethereus e S. 1eucogaster ..............cccoveiiiiiiiiiiiiiiiiieen,

6.3 Tolerancia aos metais pesados em cepas de enterococos de P. aethereus

€ S. JEUCOGASIEN ... e

34

34

36

36

36

37

38

38

40

40

43

45



6.4 Genes associados a fatores de viruléncia em Enterococcus spp. isolados

das aves marinhas P. aethereus € S. leucogaster .............c.ccooioiiiiiiiiiiiiiiiiinn, 48
7. CONCLUSAOD ...ttt e e e e 50
8. REFERENCIAS ..ottt 51
9. APENDICES ........ooiiiiiiiiiiiiii e 70
9.1 Relagédo gendtipo/fendtipo das cepas resistentes a arsénio por espécie de -0

Enterococcus spp

1



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados das aves marinhas avaliadas no presente estudo............

Tabela 2. Sequéncia dos primers empregados para detectar os genes de
resisténcia a antimicrobiano, metais pesados e fatores de viruléncia nas

CEPAS dE ENTEIOCOCOS ... .viii i

Tabela 3. Distribuicao dos Enterococcus spp. isolados de amostras

cloacais de P. aethereus € S. leucogaster ..............cccvuiviiriieiiiiiiiiinannn,

Tabela 4. Numero de cepas de enterococos (%) isoladas de P. aethereus e

S. leucogaster com perfil de resisténcia aos antimicrobianos ....................

Tabela 5. Numero de cepas de enterococos (%) isoladas de P. aethereus e

S. leucogaster sensiveis e tolerantes ao arsénio ..................ccooiiiin

Tabela 6. Relagdo das cepas avaliadas quanto a tolerancia genotipica e

fenotipica @ao ars€nio .........oooiiii i

Tabela 7. Numero de cepas de enterococos (%) isoladas de P. aethereus e

S.leucogaster com gendétipo positivo para fatores de viruléncia .................

12

25

30

32

33

35

37

40



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estuario da Foz do Rio Doce antes e depois do rompimento da

barragem de FUNAE0 ........ ..o 6
Figura 2. Aves da espécie Phaethon aethereus no Arquipélago dos

ADBIOINOS ... 1
Figura 3. Aves da espécie Sula leucogaster no Arquipélago dos Abrolhos 12
Figura 4. llhas do Arquipélago dos Abrolhos ............cccoiviiiiiiiiiiiiiins 24
Figura 5. Cepas inoculadas em agar suplementado com concentragdes de .

ArsSENAtO A€ SOAIO ...t

13



Mg

ML
UM
mM
mL
ATCC
CLSI
IUCN
MIC
PCR

SISBIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

microgramas

microlitro

micromolar

milimolar

mililitro

American Type Culture Collection

Clinical and Laboratory Standards Institute
International Union for Conservation of Nature
Minimal inhibitory concentration

Polymerase chain reaction

Sistema de Autorizagao e Informagao em Biodiversidade

14



1. INTRODUGAO

Os impactos das atividades antropicas afetam diretamente a fauna e a flora
silvestre, assim como os microrganismos. No Brasil, a mineracdo de metais de
interesse comercial, tém contribuido com a liberagdo de rejeitos que se constituem
como uma das principais formas de contaminagdo do solo e da agua por metais
pesados (Matta, 2001).

Em novembro de 2015, o Brasil sofreu um dos maiores desastres ambientais
de sua historia, quando houve o rompimento da barragem de Fund&o construida
para reter 50-60 milhdes de metros cubicos de rejeitos de minério de ferro,
localizada no municipio de Mariana, Minas Gerais. Este rompimento liberou cerca de
45 milhdes de m? de rejeitos de mineragao, compostos, principalmente, por arsénio
(As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), mercurio (Hg) e ferro (Fe). A lama dos rejeitos de
minérios foram langados no meio ambiente, contaminando rios, incluindo o Rio Doce
que desagua no litoral do Espirito Santo, e o Oceano Atlantico, atingindo o
arquipélago dos Abrolhos, situado na Bahia (Coimbra et al., 2020; IBAMA, 2015).

Diversos estudos foram realizados apos o rompimento da barragem,
objetivando avaliar como a biodiversidade aquatica do Arquipélago havia sido
afetada pela presenga dos rejeitos oriundos do rompimento da barragem. Nesses
estudos, foram observadas concentracbes de metais pesados em peixes, corais,
macrofauna bentbnica e, recentemente, em penas e sangue de aves marinhas
silvestres das espécies Phaethon aethereus (grazina-de-bico-vermelho) e Sula
leucogaster (atoba-marrom) que se reproduzem e se alimentam ao redor das
coldnias de Abrolhos (Cardoso et al., 2022; Gabriel et al., 2020; Nunes et al., 2022).

Quando o hospedeiro € exposto a pressdes antropogénicas, a comunidade
microbiana intestinal pode se adaptar a essas situacdes estressantes. Entre as
bactérias membros da microbiota comensal do trato gastrointestinal de uma ampla
variedade de animais, estda o género Enterococcus, membro da familia
Enterococcaceae pertencente ao filo Firmicutes. Enterococcus € um género ubiquo,
sendo também encontrada no solo, agua, plantas e alimentos. Devido a sua ampla
distribuicdo nos diferentes ambientes, este género tem sido empregado como

bioindicador ambiental, para avaliar o potencial de risco dos poluentes ambientais



sobre a saude humana e de diversos ecossistemas terrestres e marinhos.

Ao investigar a microbiota do trato gastrointestinal de animais silvestres, &
possivel obter informagdes valiosas sobre o ambiente e a fisiologia do hospedeiro,
que podem servir como indicadores de perturbacédo do ecossistema. Até o momento,
estudos avaliando o perfil de resisténcia aos antimicrobianos e tolerancia aos metais
pesados de enterococos do trato gastrointestinal de aves marinhas de Abrolhos, sao
inexistentes. Sob uma perspectiva, o presente estudo centrou-se na avaliagdo dos
perfis de resisténcia antimicrobiano e de tolerancia aos metais pesados em
enterococos obtidos a partir de amostras cloacais de duas aves marinhas
comumente encontradas em Abrolhos grazina-de-bico-vermelho (Phaethon
aethereus) e atoba-marrom (Sula leucogaster), as quais se reproduzem em Abrolhos
e se alimentam ao redor das colénias.

Desse modo, mais inferéncias poderédo ser feitas sobre como a microbiota
intestinal de espécies de aves que habitam essa regido foram indiretamente

afetadas pelo derramamento.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a resisténcia aos antimicrobianos e a tolerancia aos metais pesados
em Enterococcus spp. isolados em amostras cloacais de aves marinhas das
espécies Phaethon aethereus (grazina-de-bico-vermelho) e Sula leucogaster
(atoba-marrom) coletadas no arquipélago dos Abrolhos, a fim de entender como as

acdes antropicas impactaram a microbiota intestinal dessas aves.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o perfil fenotipico e genotipico de resisténcia aos antimicrobianos em
enterococos isolados das cloacas de P. aethereus (grazina-de-bico-vermelho) e
S. leucogaster (atoba-marrom);

- Avaliar a presenca de genes de tolerancia aos metais, tais como arsénio (As),
cobre (Cu) e mercurio (Hg), e o perfil fenétipo de tolerancia ao arsénio e
mercurio em enterococos isolados das cloacas de P aethereus
(grazina-de-bico-vermelho) e S. leucogaster (atoba-marrom);

- Detectar a presenga de genes codificadores de viruléncia em enterococos
isolados das cloacas de P. aethereus (grazina-de-bico-vermelho) e S.
leucogaster (atoba-marrom);

- Correlacionar os dados observados de tolerancia aos metais pesados e
resisténcia aos antimicrobianos com os impactos antrépicos no Arquipélago dos
Abrolhos.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Mineragao no Brasil

Os recursos minerais sempre desempenharam um papel crucial na
economia nacional, estabelecendo uma intima relacdo com a Histéria do Brasil
(Farias; Eugénio, 2002). Contudo, conforme as atividades de mineragédo foram se
expandindo no Brasil, foi possivel verificar uma correlagdo com o aumento do
desmatamento e a descaracterizagado do solo e poluigdo das aguas com a produgao
de rejeitos (Matta, 2001).

Na mineragéo, os rejeitos s&o subprodutos, ndo relevantes comercialmente,
do material processado resultante da separacdo dos minerais - de valor comercial
como niquel, ouro e ferro - da rocha ou solo nos quais estdo contidos (GTR, 2020).
Esses rejeitos podem ter, além de outros contaminantes, concentragbes de metais
pesados como: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo (Pb), cobre (Cu), mercurio (Hg) e
ferro (Fe).

A disposicado de rejeitos € o que gera maior conflito na atividade de
mineragdo, uma vez que esses residuos possuem potencial elevado de
contaminagao e degradagao ao meio ambiente. Entre os métodos de disposi¢ao, as
barragens de contencdo sdo as mais utilizadas (IBRAM, 2016). No Brasil,
atualmente, ha o registro de 769 barragens de rejeito, das quais 425 estéo incluidas
na Politica Nacional de Seguranga de Barragens (PNSB) e 344 nao estdo. Ao
analisar os acidentes ocorridos na América do Sul, constatou-se que o Brasil é o
pais com maior numero de ocorréncias, sendo que a maioria delas ocorreu durante
a década de 2010 (Neto et al., 2022).

Metais pesados ndo sao biodegradaveis, o que resulta no aumento de sua
concentragdo, acumulagdo em todos os niveis troficos, e, consequentemente, pode
causar efeitos agudos ou crbnicos de toxicidade em organismos vivos por varios
anos (Gautam et al., 2016).



3.2 O rompimento da barragem de Fundao

Em 5 de novembro de 2015, um desastre de grandes consequéncias
ambientais, sociais e econdmicas ocorreu no municipio de Mariana, Minas Gerais,
em decorréncia do rompimento da barragem de Fundao da mineradora Samarco. A
barragem de Fund&o foi construida para reter 50-60 milhdes de metros cubicos de
rejeitos de minérios, tais como Fe, As, Cd, Hg, Cu, Pb e outros (Hatje et al., 2017).

Com o seu rompimento, cerca de 45 milhdes de metros cubicos de rejeitos
foram liberados no meio ambiente soterrando o subdistrito de Bento Rodrigues e
percorreram 663,2 km de cursos d'agua, contaminando os rios Gualaxo do Norte, do
Carmo e Doce, deixando um rastro de destruicdo até o litoral do Espirito Santo
(IBAMA, 2015), contaminando o Oceano Atlantico e atingindo o arquipélago dos
Abrolhos, localizado a 200 km ao norte (Coimbra et al., 2020) (Figura 1).

Uma pesquisa conduzida por Gabriel et al. (2021) constatou que, mesmo
apos 4,5 anos do desastre de Mariana, as concentragdes de As, Cr, Cu, Ni ainda
permaneciam acima dos niveis considerados toxicos no estuario da Foz do Rio
Doce. No estuario do Rio Doce, transicdo do ambiente terrestre e marinho, estudos
relataram o aumento da concentracdo de metais na macrofauna bentbnica, em
larvas de peixes (Bernardino et al., 2019; Bonecker et al., 2019; Gomes et al., 2017),
além da diminui¢ao na diversidade de crustaceos (Oliveira-Filho et al., 2023).

Na costa marinha adjacente a Foz do Rio Doce, Bevitorio et al. (2022)
observaram a contaminagao de peixes marinhos por metais pesados. A correlagao
entre a bioacumulacdo de metais e os biomarcadores foi mais pronunciada em
peixes carnivoros, apesar de terem sido observados danos bioquimicos e
morfologicos similares em todos os niveis troficos. Aléem disso, peixes coletados na
costa préxima a Foz do Rio Doce apresentaram niveis mais elevados de Cr, Cu, As
e Fe nos tecidos, especialmente durante o periodo chuvoso. Em aves costeiras,
verificou-se que houve maiores concentracées de Pb, Hg, As e Cd nas penas e
sangue de aves na expedi¢cdo realizada no inverno. Além disso, 0s niveis de
bioacumulagado foram maiores no ponto coletado na Foz do Rio Doce (Zebral et al.,
2022).



Figuras 1: Estuario da Foz do Rio Doce antes e depois do rompimento da barragem de Fundao. a)
Imagem de maio de 2014. b) imagem do mesmo local em 1 de dezembro de 2015 (Foto: Google
Earth)

3.3 Metais pesados e bioacumulagao no ecossistema marinho

Nas ultimas décadas, pesquisadores tém oferecido diferentes definicbes
para conceituagao de metal pesado, que levam em conta tanto aspectos quimicos
quanto ambientais e toxicolégicos. Segundo Alloway (2013), o termo "metal pesado”
€ utilizado para se referir a uma ampla variedade de elementos, incluindo metais,
semimetais e ndo metais, com uma densidade atébmica superior a 6 g cm-3. Em um
relatorio técnico apresentado a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), foram relatados os resultados de uma extensa revisao bibliografica sobre
as definigdes de metal pesado por Duffus (2002). Em relagédo as propriedades
quimicas, as principais definicbes tiveram como critério as elevadas: massa
especifica, massa atbmica e numero atébmico. Contudo, o termo “metal pesado” tem
sido utilizado em diversas publicagdes e leis para se referir a um conjunto de metais

e semimetais que estdo associados a contaminacdo e possuem potencial de



toxicidade aos organismos, que, na maioria das vezes, esta ligada a sua
concentracao.

Sendo assim, o0s metais pesados podem ser subdivididos em duas
categorias: Os elementos Mn, Fe, Co, Cu, Zn e Mo sao essenciais para o
crescimento e os ciclos de vida dos organismos, porém se tornam toxicos em altas
concentragdes (Khaled, 2004). Ja As, Cd, Pb e Hg possuem alta toxicidade, mesmo
em concentragdes baixas, e seu acumulo no organismo pode levar ao
desenvolvimento de doencgas graves, como cancer (Bremner, 1998).

Os ecossistemas marinhos sdo vulneraveis a contaminagcdo por metais
pesados, sendo considerados os principais poluentes inorganicos do meio ambiente
devido a sua mobilidade nos ecossistemas aquaticos e alto potencial de toxicidade
(Gautam et al., 2016). A presenga desses contaminantes pode provocar alteracoes
significativas no meio ambiente, impossibilitando a restauragdo das condigdes
naturais prévias. A intensificacdo da atividade humana nos ecossistemas marinhos
também contribui para o aumento da pressdo sobre os recursos disponiveis,
afetando a saude dos organismos e causando modificacdes na teia alimentar. Essa
pressao também influencia a bioacumulagado de contaminantes em plantas e animais
marinhos, ampliando ainda mais os danos causados. A presenca de concentracdes
excessivas de metais toxicos pode resultar em disfuncdo do sistema enddcrino, da
reproducgao e do crescimento (Hylland, 2006).

Além disso, esses metais podem se acumular nos tecidos e 6rgaos dos
organismos, prejudicando as fungdes celulares quando interagem com enzimas
sistémicas. Essa interacdo pode levar a disturbios no crescimento, na reproducéo,

no sistema imunoldgico e no metabolismo (Jakimska et al., 2011).

3.4 O Parque Nacional Marinho dos Abrolhos

O Parque Nacional Marinho dos Abrolhos (PARNA MAR Abrolhos) € uma
Unidade de Conservagao de protecao integral e o primeiro Parque Nacional Marinho
criado no Brasil. Desde abril de 1983, os 87.943 hectares da Unidade de
Conservagdo ajudam a proteger ecossistemas marinhos de extrema relevancia

ecolégica. E administrado pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da



Biodiversidade - ICMBio, autarquia federal ligada ao Ministério do Meio Ambiente.

O PARNA MAR Abrolhos abrange duas areas que nao estdo conectadas:
uma que protege o Recife de Timbebas, localizado entre os municipios de Alcobaca
e Prado e faz parte do arco recifal costeiro do Banco dos Abrolhos, e outra que fica a
cerca de 70 quildbmetros da cidade de Caravelas e inclui o Arquipélago dos Abrolhos
- composto pelas ilhas Redonda, Siriba, Sueste, Guarita e Santa Barbara (esta
ultima nao faz parte do parque e esta sob a jurisdicdo da Marinha do Brasil) e
também o Parcel dos Abrolhos, um complexo de milhares de chapeirdes, que sao
estruturas recifais unicas encontradas exclusivamente no Banco dos Abrolhos
(ICMBio, 2023).

Possui a maior biodiversidade marinha do Atlantico Sul, abrigando 1.300
especies, sendo 45 ameagadas de extingdo segundo listas da Unido Internacional
para a Conservacao da Natureza (IUCN) e do Ministério do Meio Ambiente (MMA).
Dentre as espécies ameacgadas podemos citar o coral-fogo (Millepora alcicornis), o
coral-cérebro (Mussismilia braziliensis), a anémona-gigante (Condylactis gigantea), a
baleia-franca-austral (Eubalaena australis), o tubarao-limao (Negaprion brevirostris),
trés espécies de tartarugas marinhas (Carefta caretta, Eretmochelys imbricata,
Chelonia mydas), e as aves marinhas grazina-de-bico-amarelo (Phaethon lepturus) e

grazina-de-bico-vermelho (Phaethon aethereus).

3.4.1 Impactos do colapso da barragem de Fundao em Abrolhos

O Parque Nacional Marinho dos Abrolhos esta localizado ha 200 km da foz
do Rio Doce. Evangelista et al. (2023), observaram um aumento nas concentracoes
de B, P, Mn, Ga, As, Y, Ba, Hb, Tm, Fe , Mn, Zn e Cu em corais de Abrolhos.
Cardoso et al. (2022) também identificaram mudangas nos recifes de corais de
Abrolhos, observando diminuicdo nas taxas de crescimento dos corais da espécie
Montastraea cavernosa (Linnaeus 1767), o pico de Fe registrado no inicio de 2016 e
o0 aumento dos metais Pb, Sr, V, Y e Zn apds o desastre, evidenciando a associagao
com o rompimento da barragem de Fund&o.

Estudos mostraram que a biodiversidade marinha foi afetada pela lama de

rejeitos da barragem de Fundao como, por exemplo, o cnidario Kishinouyea corbini



Larson 1980 (Staurozoa), espécie extremamente rara, com uma distribuigao
conhecida que se sobrepbe a area ameacgada pelo desastre (Miranda; Marques,
2016). Uma pesquisa desenvolvida por Tognella et al. (2022) indicou o aumento na
concentracido dos metais Fe e Mn em manguezais. Importantes ecossistemas de
transicdo entre o ambiente terrestre e marinho que servem de abrigo e reprodug¢ao
para diversas espécies de peixes, moluscos, crustaceos e apresentam conexao com
os recifes de corais de Abrolhos. Estudos também foram realizados para avaliar a
presenca de metais pesados nas penas e sangues de aves marinhas silvestres que
se reproduzem em Abrolhos e se alimentam ao redor das col6nias (Nunes et al.,
2022).

3.5 Aves Marinhas

As aves marinhas podem desempenhar o papel de sentinelas, refletindo as
transformagdes antropogénicas na saude do ecossistema marinho, e podem ser
utilizadas como bioindicadores de alteragdes ambientais (Furness; Camphuysen,
1997; Piatt; Sydeman, 2007; Rajpar et al., 2018). Devido a posi¢cado de destaque que
ocupam na cadeia alimentar, as aves marinhas estao expostas a diversos tipos de
contaminantes, principalmente, por meio da alimentacgao (Carvalho et al., 2013).

Diversos fatores comprometem a saude das aves marinhas, contribuindo
para a descricdo de muitas espécies como ameacgadas de extingdo, dentre eles
destacam-se: poluicdo por plasticos, introdugado de espécies invasoras, mudancgas
climaticas, viroses, bactérias resistentes e bioacumulacdo por metais toéxicos
(Brentano et al., 2020; Ewbank et al., 2022; Fernandes et al., 2007; Hall, 2021;
Martini et al., 2022; Niemeyer et al., 2017; Sarmento et al., 2014). Do total de 346
espécies de aves marinhas que ocorrem no mundo, 114 (33%) estdo globalmente
ameacadas de extingdo e 10% estdo listadas como quase ameacgadas (Croxall et al.,
2012). O Brasil abriga cerca de 150 espécies de aves marinhas, mas apenas 18
dessas espécies nidificam no pais (Branco et al., 2004).

Um importante ecossistema marinho que serve de sitio reprodutivo para
milhares de individuos de aves marinhas € o arquipélago dos Abrolhos. Sete

espécies de aves nidificam no arquipélago, sédo elas: Anous stolidus com cerca de
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4725 individuos, Sula dactylatra (~1600), Fregata magnificens (~860), Phaethon
aethereus (~540), S. leucogaster (~500), Onychoprion fuscatus (~20) e P. lepturus
(~2) (Mancini et al. 2016).

3.5.1 Phaethon aethereus, grazina-de-bico-vermelho

Phaethon aethereus (Linnaeus, 1758) chamada popularmente de
grazina-de-bico-vermelho ou rabo-de-palha-de-bico-vermelho € uma ave tropical
pertencente a familia Phaethontidae e a ordem Phaethontiformes possuindo trés
subespécies. A subespécie Phaethon aethereus aethereus se reproduz em ilhas no
Atlantico ao sul do equador, incluindo Ascensao e Santa Helena na Dorsal Meso
Atlantica, e em aguas brasileiras nos arquipélagos de Fernando de Noronha e
Abrolhos (Alves et al., 2004; Orta, 1992) (Figura 2).

Abrolhos é a maior colonia de P. aethereus do Brasil, com cerca de 540
individuos (Antas, 1991, Mancini et al., 2016), e a populacdo mais ao sul do
Atlantico Oeste. A espécie esta atualmente em perigo (EN) na Lista Vermelha do
Brasil devido ao seu pequeno tamanho populacional, area restrita de reproducéao e
presenca de predagao dos ninhos por espécies invasoras (Efe et al., 2018), sendo
registrada uma taxa de 50% de predacado por ratos, o que pode comprometer a
persisténcia dessa populagcédo nos proximos anos (Sarmento et al., 2014).

Phaethon aethereus € uma espécie oceanica que geralmente procura
alimento de forma solitaria ou em pares. Eles capturam suas presas mergulhando na
agua, podendo atingir profundidades de 3 a 4 metros (Orta, 1992). Em estudo
realizado por Serrano e Azevedo-Junior (2005) foram analisados 17 regurgitos de P.
aethereus do arquipélago dos Abrolhos. As presas identificadas foram peixes das
familias Clupeidae (35%), Carangidae (12%), Scombridae (12%), Exocoetidae
(10%), Belonidae (5%), Haemulidae (2%) e lulas da familia Loliginidae (10%).
Quanto a porcentagem de habitos das presas identificadas, 49% apresentavam
habitos costeiros, 12% oceanicos, 10% oceanicos/costeiros, 10% bentbnicos e 5%
recifais. Phaethon aethereus mostrou menos presas em relagdo a diversidade
quando comparada com outras aves do estudo, porém sua distribuicdo nas

amostras € mais uniforme, o que aumenta o valor do indice.
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Outros pesquisadores analisaram a dieta de P. aethereus ao redor do
mundo. Nas ilhas Madeleine, Senegal e St. Eustatius National Marine Park, Caribe
foram identificadas a predominancia das familias de peixes benténicos Exocoetidae
e Belonidae (Diot et al., 2018; Madden et al., 2022). Castillo-Guerrero et al. (2011)
analisaram a dieta e o comportamento de forrageamento da espécie no golfo da
Califérnia nos anos de 2004 e 2007. Observaram que adultos entregaram diferentes
espécies de presas para seus filhotes, sendo as predominantes: a espécie de peixe
Fodiator acutus rostratus, membro da familia Exocoetidae e lulas Loliolopsis

diomedeae.

Figura 2: Aves Phaethon aethereus no Arquipélago dos Abrolhos. (Foto: Guilherme Tavares Nunes)

3.5.2 Sula leucogaster, atoba-marrom

Sula leucogaster (Boddaert, P 1783) tem como nomes populares
atoba-marrom e atoba-pardo, pertence a familia Sulidae e a ordem Pelecaniformes
(Figura 3). E uma ave caracteristica dos mares tropicais e subtropicais, inclusive das
costas e mares brasileiros. Ocorre no Sudeste e Nordeste do Brasil. Em Abrolhos
reproduz-se durante todo ano principalmente nas ilhas Sueste, Redonda e Santa
Barbara (Alves et al., 2000). Fica em bando em cima de barcos de pesca,
forrageando areas que estao localizadas ao redor das colbnias e tende a explorar os


https://avibase.bsc-eoc.org/author.jsp?id=296
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arredores imediatos da coldnia (Miller et al., 2018a; Weimerskirch et al., 2009).

No arquipélago dos Abrolhos, Alves et al. (2004) observaram cinco familias
de peixes em dezessete amostras de regurgitos de S. leucogaster, sendo a mais
comum Exocoetidae (84,6%), em sequéncia Carangidae (6,4%), Clupeidae (5,1%),
Belonidae (2,6%) e Scombridae (1,3%). Hemiramphus brasiliensis foi o mais
explorado. A abundancia de espécies de presas foi relatada segundo um estudo
mais recente realizado por Jacoby et al. (2023). A espécie mais explorada foi
Hemiramphus brasiliensis (37,5%), seguida de Caranx hippos (11,72%),
Opisthonema  oglinum (10,57%), Paraexocoetus brachypterus (10,57%),
Hemiramphus balao (8,59%), pertencentes as familias Hemiramphidae, Carangidae,
Clupeidae e Exocoetidae.

Nunes et al. (2018), analisaram o material regurgitado por atobas-marrom
das llhas Sdo Pedro e Sdo Paulo. Todas as presas foram identificadas a nivel de
espécie, sendo os peixes Exocoetus volitans e Oxyporhamphus micropterus os mais
abundantes, seguidos por Hirundichthys afnis, Cheilopogon cyanopterus,
Prognichthys gibbifrons, Euleptorhamphus velox, e a lula Ommastrephes bartramii.
Castillo-Guerrero et al. (2016) avaliaram a diferenca entre os sexos em relagao as
estratégias de forrageamento e dieta no golfo da Califérnia. Apenas uma das dezoito
variaveis avaliadas apresentou diferenga significativa inter-sexual: as fémeas
apresentaram uma média maior de profundidade de mergulho solitario. Em relagao
a dieta, fémeas e machos apresentaram o mesmo tipo de presa como preferéncia

na maioria dos anos avaliados.
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Figura 3: Aves Sula leucogaster no Arquipélago dos Abrolhos. (Foto: Guilherme Tavares Nunes)

3.5.3 Efeitos ecologicos do colapso de Fundao em P. aethereus e S.
leucogaster

Os possiveis impactos ecoldgicos do rompimento da barragem de Fundéo
em P. aethereus e S. leucogaster de Abrolhos foram avaliados por Nunes et al.
(2022), antes e depois da tragédia. As aves marinhas continuaram utilizando areas e
recursos alimentares, sem que tenha sido observada uma mudanca significativa em
suas estratégias de forrageamento. A analise dos elementos tragos foi feita a partir
do isolamento de isotopos estaveis de penas e sangue das aves. Em P. aethereus
observou-se 0 aumento de arsénio (As) no sangue e nas penas, assim como ferro
(Fe), manganés (Mn), cadmio (Cd) e chumbo (Pb) no sangue. Ja em S. leucogaster
houve um aumento de As no sangue e de Cd nas penas, sugerindo que as presas
de ambas as aves estdo contaminadas com elementos de rejeitos.

Até o momento inexistem estudos sobre os efeitos dos impactos antropicos
da barragem de Fundao sobre as bactérias que compbéem a microbiota intestinal das
aves marinhas de Abrolhos. E sabido que a adaptacdo e persisténcia das espécies
animais em ambientes impactados tém sido associadas a fatores comportamentais,

fisiolégicos e anatdbmicos, bem como a composigao e fungao da microbiota.
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3.6 O género Enterococcus

Enterococos sao bactérias Gram-positivas com morfologia celular de cocos
isolados ou arranjados aos pares ou em cadeias curtas. Possuem metabolismo
fermentativo produzindo apenas acido latico a partir da fermentagao da glicose, além
de poder fermentar carboidratos como manitol, sorbose, arabinose, sorbitol, bem
como hidrolisar esculina (Gilmore et al., 2014). Bactérias anaerdbias facultativas,
nao emitem gases e testam negativo para catalase (Ogier; Serror, 2008).
Apresentam uma temperatura ideal de crescimento de 35-37 °C, porém conseguem
suportar variagoes entre 10-45 °C. Demonstram capacidade de desenvolver em
meios com pH entre 4.5 e 10.0, além de tolerarem concentragdes de 6,5% de NaCl
no meio. Além disso, a utilizagdo de azida como agente seletivo para isolamento e
bile esculina no meio de cultura para diferenciacao e identificacdo presuntiva de
enterococos é frequente (Devriese et al., 1993b; 1995; Domig et al., 2003).

O género Enterococcus pertence a familia Enterococcaceae, ao Filo
Firmicutes e, atualmente, estdo descritas 80 espécies pertencentes ao género
(Schwartzman et al., 2023). A origem dos enterococos ocorreu a aproximadamente
400 milhdes de anos atras, coincidindo com o surgimento dos primeiros animais
terrestres (Lebreton et al., 2017). Esses microrganismos possuem a habilidade de
sobreviverem em diferentes ambientes, mesmo sob condi¢des adversas, podendo
ser encontrados no solo, agua, plantas, alimentos e no trato gastrointestinal (TGl) de
uma variedade de animais invertebrados e vertebrados, incluindo seres humanos
(Byappanahalli et al., 2012; Lebreton et al., 2014). A combinagao entre a capacidade
de sobreviver em diversos ambientes e a facilidade de aquisicdo de mecanismos de
resisténcia e viruléncia (Shepard; Gilmore, 2002), os torna microrganismos
sentinelas de poluicado ambiental.

Com base nisso, varios estudos foram conduzidos para avaliar a diversidade
e a resisténcia a antimicrobianos em enterococos encontrados em animais
silvestres. As espécies comumente observadas no TGl sao E. faecalis, E. faecium,
E. hirae, E. durans, E. casseliflavus, E. gallinarum e E. mundtii (da Silva Heck et al.,
2021; Grassotti et al., 2018; Huff et al., 2020; Lebreton et al., 2014; Oliveira de

Araujo et al., 2020). Além disso, Enterococcus spp. tém sido utilizados como
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bioindicadores de saude animal e do ecossistema em ambientes possivelmente
afetados por metais pesados como As, Co, Cu, Hg, Pb e Zn (Aktan et al., 2013; da
Silva et al., 2012; Ji et al., 2012; Niederhausern et al., 2013; Novais et al., 2018;
Rebelo et al., 2021; Ture et al., 2018; Vignaroli et al., 2018).

Em humanos, apesar de fazerem parte da microbiota comensal (do TGl,
cavidade oral e do trato geniturinario), bactérias do género Enterococcus também
sdo relatadas como um problema na area clinica, responsaveis por infec¢des
hospitalares graves, sendo consideradas patdgenos oportunistas (Clewell et al.,
2014). As espécies E. faecium e E. faecalis sdo as mais frequentemente associadas

com humanos (Moellering, 1992; Morrison et al.,1997).

3.6.1 Enterococcus spp. isolados de aves marinhas

Pesquisadores avaliaram a distribuicdo de Enterococcus isolados de aves
marinhas. Em estudo recente, Prakash et al. (2022) coletaram amostras cloacais de
trinta-réis-artico (Sterna paradisaea), aves marinhas migratérias, antes e depois da
migracdo. Das bactérias cultivaveis isoladas, 7% e 6% pertenciam a Enterococcus
spp. antes e depois da migragao, respectivamente.

Em amostras fecais de pinguim-de-magalhaes (Spheniscus magellanicus),
Trinta-réis-de-coroa-branca (Sterna trudeaui) e pernilongo-de-costas-brancas
(Himantopus melanurus) coletadas no litoral do Rio Grande do Sul, Prichula et al.
(2016) identificaram E. faecalis, E. faecium e E. hirae como mais abundantes. A
prevaléncia de E. faecalis também foi observada em aves atoba-mascarado (Sula
dactylatra) e pardela (Puffinus nativitatis) da llha de Pascoa no Chile, seguidas por
E. faecium e E. casseliflavus/gallinarum (Ardiles-Villegas et al., 2011), assim como
em amostras fecais de gaivotas de uma praia urbana da Califérnia, onde o
percentual de E. faecalis foi de 52%, seguidas por E. faecium (33%), E. casseliflavus
(25%), E. hirae, E. avium, E. gallinarum e E. durans com 8% cada (Layton et al.,
2010). Radouahni et al. (2011) isolaram 54 cepas de enterococos de amostras fecais
de gaivotas (Larus cachinnans) de Berlengas Natural Reserve em Portugal,
observando predominio de E. faecium (52,4%), seguidos por E. faecalis (11,9%) e E.
hirae (7,1%).
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O perfil de resisténcia a antibiéticos em enterococos isolados de aves
marinhas foi avaliado em alguns estudos. Choi et al. (2003) analisaram 498
enterococos isolados de amostras fecais de gaivotas em Huntington Beach,
Califérnia. Desses, todos apresentaram resisténcia para dois ou até sete antibioticos:
ampicilina, eritromicina, clortetraciclina, tetraciclina, oxitetraciclina, estreptomicina e
salinomicina. No estudo feito por Radhouani et al. (2011) altos percentuais de
resisténcia a eritromicina (92,5%) também foram identificados em amostras fecais de
gaivotas, e a presenga de ermB foi detectada em 65% desses isolados.

O estudo de Prichula et al. (2016) identificou 36 padrdes de resisténcia
antimicrobiana nos  enterococos isolados de aves marinhas. Em
pinguins-de-magalhdes foram observados alta frequéncia dupla (32,35%) ou multipla
(26,47%) de resisténcia aos antibioticos. Smith et al. (2019), analisaram a resisténcia
a antibidticos em amostras fecais de aves marinhas de diferentes localidades da
Australia. Dentre elas, na llha Adele, das 9 amostras de atoba-mascarado (Sula
dactylatra) e das 20 de rabiforcado-pequeno (Fregata ariel) apenas em duas, uma
em cada espécie de ave, ocorreu a presenga de Enterococcus spp., sendo estas
resistente aos antibioticos: ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, estreptomicina e
vancomicina. Nao foram encontrados enterococos em nenhuma das 16 amostras
coletadas de atoba-marrom (Sula leucogaster).

Até o momento, ndo ha estudos que avaliaram a resisténcia a metais

pesados em Enterococcus spp. provenientes de aves marinhas.

3.6.2 Resisténcia a metais pesados em Enterococcus spp.

As concentragbes baixas de alguns metais, como cobalto, cobre, niquel e
zinco, sdo essenciais para diversos processos celulares das bactérias. No entanto,
quando esses metais estdo em concentragdes elevadas, podem se tornar toxicos
para as células. Por outro lado, metais pesados como arsénio, chumbo, cadmio,
mercurio, prata e cromo nao possuem nenhum efeito benéfico conhecido nas células
bacterianas e s&o toxicos mesmo em concentragdes baixas (Nies, 2004).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana a metais toxicos tem sido

observado em diversos grupos bacterianos devido as pressdes seletivas presentes



17

no ambiente (Rouch et al., 1995). A extensdo da resisténcia aos metais em um
microrganismo é determinada por varios fatores, incluindo os mecanismos de
absorgdao de metal, o papel do metal no metabolismo e a presenca de genes que
controlam a resisténcia em plasmideos, cromossomos ou transposons (Bruins et al.,
2000).

Postula-se que seis mecanismos estdo envolvidos na resisténcia a metais:
(1) Exclusao de metais por barreira de permeabilidade; (2) Transporte ativo do metal
para longe da célula/organismo; (3) Sequestro intracelular do metal por ligagéo a
proteinas; (4) Sequestro extracelular; (5) Desintoxicagdo enzimatica do metal para
uma forma menos téxica; (6) Redugdo na sensibilidade de metais no sitio alvo
(Silver, 1992; Rouch et al., 1995).

As bombas de efluxo sdo amplamente utilizadas pelos microrganismos para
resistir a metais toxicos, como o arsénio e o cobre, empregando mecanismos de
transporte ativo para eliminar esses metais do citoplasma. Esses mecanismos
podem estar presentes no cromossomo ou no plasmideo do microrganismo (Silver et
al., 1989; Nies; Silver, 1995). A resisténcia ao mercurio € um exemplo modelo de um
sistema de desintoxicacdo enzimatica para uma forma menos téxica do metal em
microorganismos. Tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas

demonstram resisténcia a Hg(ll) (Misra, 1992).

3.6.2.1 Mecanismos de resisténcia ao arsénio (As)

O operon ars codifica tanto uma bomba de fluxo de ATPase quanto a enzima
de desintoxicagdo redutase de arsenato, ou seja, ele €& responsavel pela
desintoxicacdo do arsenato As (V) para arsenito As (lll) (Kruger et al., 2013). O
operon ars pode existir tanto na forma de arsRDABC quanto arsRBC, em plasmidio
bacteriano e cromossomo (Tsai et al., 2009). O gene arsA codifica uma ATPase
induzida por arsenito e antiménio. ArsB, bomba de expulsado codificada pelo gene
arsB, age sinergicamente com ArsA, que € uma ATPase, sendo responsavel pelo
efluxo de arsénio. Além disso, ArsY também pode se unir a ArsA, fazendo esse
papel (Sunita et al., 2012; Yang et al., 2015; Zhao et al., 2015).

O gene arsC codifica a arsenato redutase, que reduz o As(V) intracelular
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para a forma mais toxica As(lll) (Nies; Silver, 1995). O As(lll) é entdo removido do
organismo por uma bomba de efluxo codificada por outros genes no operon ars. A
reducao de As (V) também é realizada pela redutase periplasmatica dissimilatéria de
arsenato (codificada pelo operon arr), que transfere um elétron terminal para o As
(V) e promove o crescimento das bactérias em condi¢gées anaerdbicas (Sarkar et al.,
2013).

Os genes arsR e arsD sao responsaveis pela regulagdo do operon. O gene
arsR atua como um repressor, enquanto o gene arsD age como um regulador
secundario da transcricao (Bruins et al., 2000). Além disso, novos genes foram
relatados recentemente como via alternativa de expressdo do operon ars, como:
arsM, responsavel pela codificacao de uma metiltransferase
Adenosilmetionina-As(lll); arsl, responsavel pela codificagdo de uma ligase C-As; e
arsH, responsavel pela codificacdo de uma oxidase de metilarsenito (Yang; Rosen,
2016).

3.6.2.2 Mecanismos de resisténcia ao cobre (Cu)

O operon tcrYAZB é adquirido no plasmideo, sendo comumente encontrado
em proximidade a um conjunto de genes cueO, que codificam uma enzima
multicopper oxidase que presumidamente tem papel na conversdao de Cu+ para
Cu2+ durante condigbes aerdbicas, visando desintoxicagdo (Ladomersky; Petris,
2015). O gene ftcrB (transferable copper resistance gene B) € um dos constituintes
do operon e codifica uma bomba de efluxo do subgrupo P1B-3-ATPase, que é
ativada por Cu2+ e, em menor medida, Cu+ (Arguello, 2003).

O gene tcrB tem sido altamente estudado em isolados de Enterococcus spp.
(Amachawadi et al., 2010; da Silva et al., 2012; Hasman et al., 2002; Mouréo et al.,
2016b; Vignarolli et al., 2018). Sendo descrito como associado ao gene ermB e
vanA, que conferem resisténcia a eritromicina e vancomicina respectivamente.
Também estéo relacionados com os antibidticos ampicilina, tetraciclina, vancomicina
e aminoglisideos (Hasman et al., 2002; Silveira et al., 2014; Pasquaroli et al., 2014).
A co-ocorréncia entre os genes tcrB e cueO também é relatada (Silveira et al., 2014).

Outro operon responsavel pelo mecanismo de resisténcia ao cobre é o
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copYZAB, que contém quatro genes: copY, copZ, copA, copB, que atuam em
conjunto até atingir o equilibrio toleravel dos niveis do cobre na células (Lu; Solioz,
2002). O gene copA é responsavel por codificar uma ATPase de captagao de Cu(ll),
copB codifica uma ATPase de bomba de efluxo. Os produtos dos genes copY e copZ

regulam o operon cop (Silver; Phung, 1996).

3.6.3 Resisténcia antimicrobiana em Enterococcus spp.

A resisténcia antimicrobiana € um fendmeno natural que antecede a
existéncia dos humanos (D'Costa et al., 2011). Antes mesmo do uso de
antimicrobianos em tratamentos clinicos, as bactérias ja haviam desenvolvido genes
com a funcgao original de oferecer defesa contra toxinas ou compostos naturalmente
encontrados em seu ambiente, além de conferir reducdo na sensibilidade a
antimicrobianos (Sengupta et al. 2013). No entanto, sua ocorréncia tem sido
severamente afetada por atividades antropogénicas (Wright, 2007). O uso excessivo
de antibidticos e sua consequente liberagcdo no meio ambiente tém gerado uma
crescente preocupagao com a disseminacao de resisténcia aos mesmos, tanto para
a saude humana como para o ecossistema natural (Grenni et al., 2018).

Dois tipos de formas de expressdo de resisténcia sido relatados em
bactérias: resisténcia intrinseca, a qual esta presente no cromossomo destas
bactérias, e resisténcia adquirida, obtida através de elementos genéticos moveis
como plasmideos ou transposons (Miller et al., 2014). Enterococcus sao descritos
como resistentes intrinsecos aos antimicrobianos: B-lactamicos, cefalosporinas,
aminoglicosideos, lincosamidas, estreptograminas, trimetoprim-sulfametoxazol. Por
outro lado, bactérias desse género também podem adquirir resisténcia a uma
variedade de antimicrobianos, sao eles: B-lactamicos, aminoglicosideos,
glicopéptidicos (vancomicina), estreptograminas, linezolida, daptomicina, tigeciclina,
macrolideos, tetraciclinas, cloranfenicol, fosfomicina, rifampicina e quinolonas
(Hollenbeck; Rice, 2012).

A resisténcia a varias classes de agentes antimicrobianos é uma
caracteristica marcante dos enterococos (Kristich et al., 2014). Devido a
proximidade e abundéancia de microrganismos, o microambiente do TGl é bastante
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favoravel para a ocorréncia de transferéncias génicas e aquisi¢cdo de elementos

moveis entre diferentes espécies de bactérias (Hollenbeck; Rice, 2012).

3.6.3.1 Mecanismos de resisténcia aos macrolideos (eritromicina)

Os macrolideos sdo um grupo de antibidtico bacteriostatico que consistem
em um anel de lactona conectado a dois residuos de acucar. A Eritromicina foi o
pioneiro deste grupo e diversos outros medicamentos foram derivados a partir dele
(Constant, 2015). Todos os membros dessa classe sdo capazes de inibir a sintese
proteica, afetando posigdes especificas na subunidade 50S do RNA ribossémico.
Especificamente, o dominio V do 23S RNAr é o alvo desses antimicrobianos (Gomes
et al., 2016).

A resisténcia dos enterococos frente aos macrolideos pode ser adquirida por
dois mecanismos: modificacdo do sitio de agao pelos genes erm e sistema bomba
de efluxo pelos genes mef e msrC. Os genes erm codificam N-metiltransferases que
metilam uma adenina no 23S rRNA, A2058, modificando o sitio-alvo de acédo do
antimicrobiano e impedindo sua interagdo (Schroeder; Stephens, 2016). Em
Enterococcus spp. se destaca a presenca do gene ermB que esta localizado no
transposon Tn551 (Leclercq et al., 2002)

De acordo com Majdanik (2021), o desenvolvimento de resisténcia
associada aos genes msr é altamente controverso. Até recentemente, acreditava-se
que as proteinas codificadas agiam como uma bomba de efluxo. No entanto,
evidéncias atuais sugerem que elas podem desempenhar o papel de proteinas
protetoras, as quais, ao serem internalizadas com o ribossomo, promovem a
separacao do macrolideo. O gene msrC é descrito como codificador de uma bomba
de efluxo que confere baixa resisténcia contra macrolideos e estreptograminas do

tipo B, e tem alta prevaléncia em E. faecium (Portillo et al., 2000; Singh et al., 2001).

3.6.3.2 Mecanismos de Resisténcia as ansamicinas (rifampicina)

As ansamicinas sdo uma familia de antibidticos, que tem a rifampicina como

um membro importante. O seu modo de acado ¢€ inibir a transcricdo de mRNA
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ligando-se a B-subunidade da RNA polimerase dependente de DNA (Wehrli et al.,
1968). A resisténcia a rifampicina na maioria das bactérias é causada por mutagdes
nos codons 516, 526 ou 531 da sequéncia conservada do DNA do gene rpoB, que &
responsavel pela codificagdo da subunidade 3 da RNA polimerase (Goldstein, 2014).
S&o identificadas mutagdées no gene rpoB que conferem resisténcia a rifampicina em
diferentes espécies bacterianas. Além disso, em algumas situagdes, é observada a
inativagdo enzimatica da rifampicina (Kristich et al., 2014). Cepas de E. faecalis e E.
faecium resistentes a rifampicina sdo descritas carregando mutag¢des na posicao
H486Y do gene rpoB (Kristich et al., 2012).

3.6.3.3 Mecanismos de Resisténcia as quinolonas (ciprofloxacina e

norfloxacina

Os antimicrobianos norfloxacina e ciprofloxacina, pertencentes a classe das
quinolonas, tém acdo de inibicdo sobre a atividade enzimatica da DNA girase e
topoisomerase 1V, duas proteinas essenciais para a replicagdo do DNA. Essas
enzimas sao compostas por duas subunidades distintas cada: o complexo da girase
do DNA é formado por GyrA e GyrB, enquanto ParC e ParE compdem a
topoisomerase IV (Miller et al., 2014). A resisténcia bacteriana as quinolonas se
apresenta principalmente através de mutagdes que afetam a subunidade GyrA da
DNA girase e a subunidade ParC da topoisomerase IV (Kanematsu et al., 1998).

Outro mecanismo de resisténcia bacteriana as quinolonas € mediado por
proteinas da familia Qnr, que se ligam a DNA girase e a topoisomerase |V,
protegendo-as do efeito inibitério das quinolonas sobre sua atividade. Essa protegao
esta condicionada a concentracdo de Qnr, sendo inversamente proporcional as

concentragdes de ciprofloxacina (Tran et al., 2005).
3.6.3.4 Mecanismos de Resisténcia aos nitrofuranos (nitrofurantoina)
O mecanismo de acao da nitrofurantoina ocorre pela reducédo do antibidtico

pelas flavoproteinas bacterianas e os intermediarios reativos resultantes inativam ou

alteram proteinas bacterianas essenciais, interferindo assim nas fungdes vitais das
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células bacterianas (Spielbergn; Gordon, 1981). A eficacia da nitrofurantoina é
comprometida quando ocorrem mutagdes nos genes nfsA, nfsB e ribE (Osei et al.,
2018; Sandegren et al., 2008). A presenca de genes 0gxAB que codificam bombas
de efluxo, responsaveis pela expulsao intracelular de nitrofurantoina, também é um

mecanismo importante relatado (Ho et al., 2016; Zhang et al., 2018).

3.6.4 Fatores de viruléncia em Enterococcus spp.

Os fatores de viruléncia sdo estruturas, produtos ou estratégias que as
bactérias utilizam para a colonizacdo no hospedeiro. Nos enterococos, os fatores de
viruléncia incluem aderéncia ao tecido do hospedeiro, formagdo de abscesso,
modulagao das respostas inflamatérias e secrecao de produtos toxicos (Jett et al.,
1994), sendo que diversas moléculas estdo associadas a essas estratégias, tais
como a adesina de colageno, a citolisina, a gelatinase e a substancia de agregagao
(Gilmore et al., 2002; Lebreton et al., 2009).

Existe uma relagdo significativa entre a colonizagdo e a infecgdo do
hospedeiro com a aquisigdo de genes de viruléncia. Dentre os genes mais
comumente encontrados em enterococos que estdo associados a fatores de
viruléncia, temos o ace, que é responsavel pela codificagdo de uma adesina de
colageno, o agg, que codifica uma substancia de agregacao, o esp, responsavel
pela codificacdo de uma proteina de superficie extracelular que produz biofilmes, o
gelE, que é responsavel pela codificagdo da gelatina, uma enzima capaz de
degradar o colageno, e o cylA, que codifica a citolisina, uma enzima com
capacidade de destruir células do hospedeiro (Eaton; Gasson, 2001; Gilmore et al.,
2002; Lebreton et al., 2009; Medeiros et al., 2014).

3.6.4.1 Adesina de colageno

Assim como ocorre na maioria das infec¢gdes bacterianas, a aderéncia de
Enterococcus aos tecidos hospedeiros € considerada um passo critico no processo
de infecgao (Foster; Hook, 1998). A adesina de colageno € uma proteina da familia

das adesinas de componentes de superficie microbiana que sao responsaveis pelo
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reconhecimento de moléculas da matriz adesiva, sendo semelhante as
imunoglobulinas. Essas proteinas sao conhecidas como Microbial Surface
Component Recognizing Adhesive Matrix Molecules (MSCRAMM) (Sillanpaa et al.,
2004). A expressao do gene ace pode ser aumentada por estimulos ambientais, tais

como a presenga de sais biliares e variagdes de temperatura (Lebreton et al., 2009).

3.6.4.2 Gelatinase

A gelatinase € uma metaloendopeptidase extracelular capaz de agir em
materiais colagenos e outros peptideos bioativos. A enzima contém um atomo de
metal essencial, geralmente zinco, sendo o calcio essencial para estabiliza-la (Poirier
et al., 1979). A producao de gelatinase, mediada pela expressao de gelE, é descrita
como sendo regulada de forma dependente da densidade celular pelos produtos dos
genes fsrA, fsrB e fsrC. Os produtos Fsr possuem a capacidade de regular seus
préprios genes de acordo com a densidade celular, além de estimular a expressao
de gelatinase e serina proteases de forma positiva. Além disso, os produtos Fsr
podem também influenciar a regulagdo de outros fatores de viruléncia ou proteinas
da superficie, tanto de maneira direta quanto indireta (Gilmore et al., 2002; Lopes et
al., 2006).
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7. CONCLUSAO

Enterococos isolados das aves P. aethereus e S. leucogaster apresentaram
alta taxa de tolerancia ao arsénio, bem como resisténcia aos genes de tolerancia a
arsénio (arsA) e cobre (tcrB), demonstrando que a microbiota intestinal dessas aves
foram afetadas por impactos antrépicos. Este € o primeiro estudo que avaliou e
identificou bactérias tolerantes a metais pesados em aves marinhas do arquipélago
dos Abrolhos.

Os enterococos exibiram resisténcia fenotipica a pelo menos quatro
antimicrobianos utilizados na clinica e veterinaria: eritromicina, rifampicina,
quinolonas e nitrofurantoina. Todavia, apenas genes codificadores de resisténcia a
eritromicina foram detectados entre os enterococos — gene msrC. Além disso, alguns
isolados de enterococos carreavam genes correlacionados com viruléncia, tais
como, ace e gelE

As duas espécies de aves apresentaram exposi¢gdo aos metais arsénio e
cobre, assim como antimicrobianos. Porém, as cepas de P. aethereus demonstraram
que estdo sendo mais expostas a contaminacdo ambiental. Desse modo, a
contaminagdo ambiental causada pela barragem de Funddo n&o so6 prejudica os
animais, como também pode contribuir para a selecao de enterococos com fatores

de viruléncia, resisténcia a antibidticos e metais pesados.
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