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STAPHYLOCOCCUS NAO AUREUS EM ESPECIES DA ORDEM TESTUDINES
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RESUMO

Durante anos, as espécies do género Staphylococcus foram objeto de estudo intensivo em seres
humanos e animais domésticos. Contudo, estudos envolvendo animais selvagens sao escassos.
Ha registros da presenca e da resisténcia a antimicrobianos de estafilococos provenientes de
diversos mamiferos silvestres, aves e inclusive anfibios. Contudo, os trabalhos relacionados a
estafilococos em répteis sdo limitados. Desse modo, buscou-se isolar Staphylococcus spp. em
répteis provenientes do Centro de Triagem e Reabilitagdo de Animais Silvestres de
Pernambuco, CETRAS - Tangara. Foram coletadas amostras da orofaringe e da cloaca de
répteis pertencentes a ordem Testudines, sendo trés animais da familia Cheloniidae (espécie
Phrynops geoffroanus) e 67 da familia Testudinidae (espécie Chelonoidis carbonaria). As
amostras foram encaminhadas e processadas no Laboratério de Diagndstico de Doengas
Infectocontagiosas (LDIC) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Foram incubadas
em uma estufa bacteriologica a 37°C, durante 24h e, transcorrido o periodo, foi utilizando o
meio Agar Sal Manitol para plaqueamento. Foram avaliados o crescimento microbiologico
em placas e submetidos a coloracio de Gram para determinar as caracteristicas
morfotintoriais. Foram identificadas 123 coldnias sugestivas do género Staphylococcus. Deste
total, 3,25% (4/123) foram isoladas de P. geoffroanus (Cégado-de-barbicha), enquanto o
restante de 96,75% (119/123) foi obtido de C. carbonaria (Jabuti-piranga). Entre as amostras,
duas colonias foram recuperadas da orofaringe e duas da regido cloacal de P. geoffroanus,
enquanto 87 foram provenientes da orofaringe e 32 da cloaca da espécie C. carbonaria. Em
conclusdo, a presente pesquisa sugere que répteis pertencentes a ordem Testudines sdo
principalmente colonizadas por Staphylococcus nao aureus.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um fend6meno em que microrganismos se
adaptam aos medicamentos, tornando-os menos eficazes. Este problema, que afeta tanto a
medicina humana quanto a veterindria, tem se agravado globalmente, com implicagdes
significativas para a satde publica. Os agentes patogénicos resistem mesmo na presenga de
tratamentos farmacologicos, levando a internagdes mais longas, complicagdes médicas,
recuperagdo atrasada e a necessidade de medicamentos mais fortes e caros (LIN et al., 2015;
MOREL et al., 2020; PALMA et al., 2020). A RAM ¢ um processo natural, resultante da
evolucdo e adaptacdo dos microrganismos, que € exacerbado pelo uso excessivo e inadequado
de medicamentos na saude humana, veterinaria e na agricultura (HWANG; GUMS, 2016;
MOREHEAD; SCARBROUGH, 2018).

Dentre os microrganismos resistentes, o Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) ¢ notdrio, demandando medidas preventivas e novas abordagens terapéuticas

DOI: 10.51189/conbiv2024/30719



Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio ISSN: 2675-813X V.5,N22,2024
Ambiente

(LAKHUNDI; ZHANG, 2018). Os estafilococos sdo microrganismos onipresentes que
prosperam em uma variedade de ambientes, colonizando diversos habitats na biosfera
(GOMEZ-SANZ et al., 2019). O género Staphylococcus comumente era dividido em dois
grupos principais com base na capacidade de coagulacdo do plasma: Staphylococcus coagulase
positiva e Staphylococcus coagulase negativa (DUQUENNE et al., 2016). No entanto, devido
a presenga de cepas coagulase varidveis, uma nova classificagdo surgiu, dividindo o género em
Staphylococcus aureus e Staphylococcus nao aureus (SNA) (CONDAS, 2016). O grupo SNA
abrange outras espécies do género associadas a infec¢des animais domésticos e silvestres, em
seres humanos e de papel fundamental na disseminacao de resisténcia antimicrobiana devido
ao transporte de genes de resisténcia (WUYTACK et al., 2020; LIENEN et al., 2021).

Essas bactérias sdo encontradas comumente nas narinas e na pele de humanos e animais
vertebrados, onde podem atuar como agentes oportunistas causando variadas condigdes
clinicas, incluindo infec¢des de pele, tecidos moles, ossos, articulagdes, sistemas respiratdrio e
urinario (TONG et al., 2015; KASPAR et al., 2018). Além disso, foram detectadas em animais
domésticos, de producdo e em alimentos, sendo menos estudadas em espécies selvagens
(WARDYN et al.,, 2012). Pesquisas revelaram a presenga desses microrganismos em
mamiferos, aves e répteis (WALTHER et al., 2010). Nos répteis, infecgdes bacterianas podem
afetar a mobilidade, termorregulagdo, reprodugdo, sobrevivéncia e a dindmica populacional
especialmente quando combinadas com estressores de origem humana, representando um
desafio adicional para a conservagdo da vida selvagem (JACOBSON, 2007; FOURNIE et al.,
2015).

A captura e o trafico de animais selvagens podem facilitar a disseminacao de patogenos,
dada a exposi¢do a condi¢des sanitdrias inadequadas, alto estresse e interacdo direta entre
humanos e diferentes espécies animais. Esta pratica aumenta o risco de espalhamento de
estafilococos e de genes de resisténcia (MATIAS et al., 2018). Contudo, estudos sobre a
ocorréncia, diversidade e resisténcia antimicrobiana em estafilococos isolados de animais
selvagens, principalmente répteis, ainda sdo limitados (ESPINOSA-GONGORA et al., 2012;
BAGHERI et al., 2018).

Portanto, ¢ vital uma abordagem interdisciplinar que inclua estudos em ambientes além
da saude humana e de animais domésticos. Investigar a presenca, diversidade e perfis de
suscetibilidade aos antimicrobianos de Staphylococcus spp. em animais selvagens,
especialmente répteis, € essencial para entender melhor a epidemiologia desses microrganismos
e desenvolver estratégias eficazes contra a RAM. Esta abordagem nao s6 beneficia a satde
humana e animal, mas também ¢ crucial para a conservacao da biodiversidade (ESPINOSA-
GONGORA et al., 2012; BAGHERI et al., 2018). Desse modo, objetivou-se realizar a
identificacdo e andlise de espécimes do género Staphylococcus provenientes de répteis
localizados no Centro de Triagem e Reabilitagdo de Animais Silvestres de Pernambuco,
CETRAS - Tangara.

2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo recebeu aprovagio ética da Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, protocolo n® 4094160421, ¢ foi registrado no
Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN) sob o numero AC42592, além de possuir licenca do Sistema de Autorizagdo e
Informagdes em Biodiversidade (SISBIO) n°® 82873. As atividades de pesquisa ocorreram no
Centro de Triagem e Reabilitagdo de Animais Silvestres de Pernambuco (CETRAS-Tangara),
situado em Recife, Pernambuco. O CETRAS-Tangara ¢ encarregado da recepgao, reabilitacao
e destinacdo adequada de animais silvestres resgatados de situagdes de trafico ou
vulnerabilidade (IUCN, 2002; IBAMA, 2020).

A coleta de amostras biologicas foi efetuada utilizando swabs estéreis, inseridos na

DOI: 10.51189/conbiv2024/30719



Revista Multidisciplinar de Educacdo e Meio ISSN: 2675-813X V.5,N22,2024
Ambiente

orofaringe ¢ na cloaca dos répteis durante os procedimentos rotineiros de manejo por
profissionais qualificados do CETRAS. Os swabs foram armazenados em tubos Falcon
identificados com caldo Mueller Hinton enriquecido com NaCl 6,5% (ESPINOSA-GONGORA
et al., 2012). Transportadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel para manter a
temperatura entre 4-10°C, as amostras foram enviadas ao Laboratério de Doengas
Infectocontagiosas dos Animais Domésticos (LDIC) da Universidade Federal Rural de
Pernambuco para analise microbioldgica e molecular.

Amostras foram obtidas da orofaringe e cloaca de répteis da ordem Testudines,
incluindo trés exemplares da familia Cheloniidae (espécie Phrynops geoffroanus) ¢ 67 da
familia Testudinidae (espécie Chelonoidis carbonaria). No laboratério, as amostras foram
incubadas em estufa bacteriologica a 37°C por 24 horas. Seguiu-se o isolamento bacteriano
em Agar Sal Manitol, com nova incubacio de 24 a 48 horas. Apds isso, realizou-se a
coloracdo de Gram para identificar as caracteristicas morfotintoriais dos agentes isolados
(CARTER, 1998). Colénias tipicas de Staphylococcus spp. no Agar Sal Manitol foram
semeadas, novamente, para aumentar a quantidade de bactérias para extragdo de DNA
genomico. Apds 24 horas de incubagdao a 37°C (x1°C), aplicou-se a técnica de extragdo
térmica de DNA, conforme Fan, Kleven, Jackwood (1995). A concentragdo e pureza do DNA
foram mensuradas usando um espectrofotometro (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA) com leituras de absorbancia a 260 nm, como descreve Brakstad, Aasbakk, Maeland
(1992).

Os isolados foram cultivados em caldo BHI (Difco Laboratories Inc., Detroit, EUA),
incubados durante a noite e congelados a -80°C com 20% de glicerol como crioprotetor.
Posteriormente, foram recuperados em Agar Sal Manitol e submetidos a analises moleculares
para identificar a espécie Staphylococcus aureus. A confirmagao de S. aureus foi realizada por
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), amplificando o gene nuc, conforme descrito por
Kateete, Kimane, Katabazi (2010). Utilizou-se a cepa ATCC® 43300 S. aureus subespécie
aureus como controle positivo e Agua Livre de DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha) como
controle negativo. Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas 123 colonias indicativas do género Staphylococcus. Deste total,
3,25% (4/123) foram isoladas de P. geoffroanus (Cagado-de-barbicha), enquanto o restante de
96,75% (119/123) foi obtido de C. carbondria (Jabuti-piranga). Entre as amostras, duas
colonias foram recuperadas da orofaringe e duas de cloaca de P. geoffroanus, enquanto 87
foram provenientes da orofaringe e 32 da cloaca da espécie C. carbonaria (TABELA 1).
Destaca-se que todos esses isolados foram negativos na PCR para o gene nuc, portanto, todos
pertencentes a classificacdo de SNA.

Tabela 1. Relacdo do nimero de coldnias isoladas segundo a espécie e regido anatomica.

Nome comum Nome cientifico Orofaringe Cloaca
Cagado-de-barbicha Phrynops geoffroanus 2 2
Jabuti-piranga Chelonoidis carbonaria 87 32

Nos ultimos anos, observou-se um crescimento mundial na escolha de répteis como pets.
Estes bichos exodticos, em particular as tartarugas, estdo se tornando cada vez mais populares
devido ao seu visual atrativo e temperamento tranquilo (Hossain et al., 2020). Apesar da
ascendente adogao de répteis como pets, pesquisas indicam que tais animais podem ser um risco
em potencial para a saide humana (Ramos ef al., 2019). Eles tém a capacidade de servir como
fontes e potenciais transmissores de agentes infecciosos, tais como Salmonella spp.,
Escherichia coli patogénica e Leptospira spp., € ainda podem favorecer a propagacgao de genes
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resistentes a antimicrobianos (Ebani, 2017; Ramos et al., 2019).

Durante anos, as espécies do género Staphylococcus foram objeto de estudo intensivo
em seres humanos e animais domésticos. Contudo, estudos envolvendo animais selvagens sao
escassos. Ha registros da presengca e da resisténcia a antimicrobianos de estafilococos
provenientes de diversos mamiferos silvestres, aves e inclusive anfibios (Ruiz-ripa et al., 2020).
Contudo, os trabalhos relacionados a estafilococos em répteis sdo limitados (Cardoso-brito et
al.,2019).

Em investigagdo recente no Brasil, Santana et al. (2022), identificou que 48 de 66
tartarugas examinadas (72,7%) apresentaram positividade para espécies de estafilococos.
Especificamente, todos os isolados identificados pertenciam ao grupo Staphylococcus nao
aureus. Entre essas espécies, a S. sciuri destacou-se, sendo encontrada em 81,3% das amostras,
um valor significativamente superior em comparagdo com as demais espécies identificadas.
Relativamente a resisténcia antimicrobiana, dos isolados obtidos, 56,2% mostraram resisténcia
a, pelo menos, um dos antimicrobianos testados. Por outro lado, 43,8% dos isolados se
mostraram suscetiveis a todos os agentes antimicrobianos. A resisténcia a penicilina G foi
notavelmente alta, afetando 35,5% dos isolados. Outros agentes, como tetraciclina,
clindamicina e trimetoprim/sulfametoxazol, também apresentaram resisténcia, mas em
propor¢des menores. Vale destacar que, em todas as quatro espécies estafilococicas
identificadas, foi possivel encontrar isolados resistentes a tetraciclina. Além disso, cada espécie
tinha isolados resistentes a mais de um tipo de antimicrobiano, caracterizando a co-resisténcia.
Do ponto de vista da saude publica, ¢ crucial estabelecer a procedéncia dos
microrganismos relacionados a origem das enfermidades. Assim, a identificacdo precisa de
bactérias patogénicas torna-se fundamental para rastrear os focos e as fontes de contaminagao
e infecgdo. E igualmente vital para acompanhar a propagacio desses agentes infecciosos dentro,
através e para além das comunidades animais (Nagase ef al., 2002).

4 CONCLUSAO

Em conclusao, a presente pesquisa sugere que répteis pertencentes a ordem Testudines
sdo principalmente colonizadas por Staphylococcus ndo aureus. Desse modo, percebe-se a
relevancia de reconhecer a existéncia e a variedade de microrganismos nesses répteis. Afinal,
esses microrganismos tém impactos significativos tanto para a saude animal, humana e
ambiental, com potencial de influenciar também na propagacdo da resisténcia a
antimicrobianos.
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