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RESUMO
RAYENE DA SILVA SUDRE

MONITORAMENTO MICROBIOLOGICO DE ENTEROBACTERIAS EM TARTARUGA-
DA-AMAZONIA (Podocnemis expansa) E TRACAJA (Podocnemis unifilis) DA AMAZONIA -
AM: UMA ABORDAGEM SOB A PERSPECTIVA ONE HEALTH

Orientador: Joseli M. R. Nogueira

Coorientador: Jaime A. Abrantes

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtenc¢ao do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Podocnemis expansa (tartaruga-da-Amazonia) e Podocnemis unifilis (tracaja) integram a
fauna de queldnios mais representativa da Amazonia, possuindo grande importancia cultural,
ambiental e economica para a regido. Tradicionalmente, essas espécies sdo utilizadas como fonte
de alimento pelas comunidades locais, que consomem sua carne, ovos e visceras. Contudo,
preocupagoes relacionadas a saide desses animais € aos possiveis riscos associados ao seu
consumo despertam atenc¢do na saude publica. Com base nisso, este estudo teve como objetivo
analisar a diversidade de enterobactérias na microbiota oral de tartarugas-da-amazonia e tracajas
coletados in natura nos rios Araguaia e Xingu para comercializagdo local, avaliando também o
perfil de susceptibilidade dessas bactérias a diferentes classes de antimicrobianos. Foram
coletadas 14 amostras de swab oral de P. unifilis e P. expansa. As amostras foram acondicionadas
em meio de transporte Cary Blair e processadas no Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ENSP/FIOCRUZ, no Rio de Janeiro. Cada amostra foi
submetida a pré-enriquecimento em agua peptonada e incubada por 24 horas a 35 + 2 °C, em
estufa bacterioldgica. Em seguida, as amostras foram semeadas em agar Hektoen e XLD e
incubadas sob as mesmas condigdes previamente descritas. Com base nas caracteristicas
apresentadas nos meios seletivos, as colonias foram submetidas a testes de triagem e a ensaios
complementares para a identificacio a nivel de género e espécie. A suscetibilidade aos
antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusdo em disco de Kirby-Bauer. Ao todo, foram
identificados 71 1isolados. Entre os géneros bacterianos encontrados, destacaram-se
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, FEdwardsiella, Proteus, Citrobacter, Pantoea,
Morganella e Serratia. Observou-se maior prevaléncia de K. pneumoniae, E. coli, C. freundii,
P. mirabilis e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, reconhecidos como patdgenos
oportunistas frequentemente isolados de lesdes em quelonios. No que se refere a
susceptibilidade antimicrobiana, os isolados apresentaram um perfil de resisténcia reduzido,
sendo sensiveis a tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprim, ciprofloxacino, ceftriaxona,
ceftazidima e cefepime. Contudo, as enterobactérias predominantes - K. pneumoniae, E. coli e
C. freundii - apresentaram perfis de resisténcia a cefoxitina, além de perfil de susceptibilidade
intermedidria a gentamicina. Os achados evidenciaram que os quelonios estudados abrigam
enterobactérias como parte da sua microbiota. Além disso, ressaltam a importancia de
compreender o perfil bacteriano presente em quelonios, especialmente considerando seu uso
para consumo humano e a escassez de estudos envolvendo espécies brasileiras em ambientes
naturais. Destaca-se, portanto, a importincia de investigagdes continuas voltadas ao
monitoramento da dindmica dessas bactérias, dos mecanismos de disseminagdo da resisténcia



antimicrobiana e de suas possiveis implicacdes para a saude humana, animal e ambiental, dentro
da abordagem de Uma So6 Saude (One Health).

Palavras-chave: Quelonios, Enterobactérias, Resisténcia bacteriana, One Health
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ABSTRACT
RAYENE DA SILVA SUDRE

MICROBIOLOGICAL MONITORING OF ENTEROBACTERIA IN TARTARUGA-
DA-AMAZONIA (Podocnemis expansa) AND TRACAJA (Podocnemis unifilis) IN
AMAZON - AM: AN APPROACH FROM THE ONE HEALTH PERSPECTIVE

Orientador: Joseli M. R. Nogueira

Coorientador: Jaime A. Abrantes

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtenc¢ao do titulo de Bacharel em
Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e aprovagdo no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Podocnemis expansa (Amazon turtle) and Podocnemis unifilis (tracajd) are among the most
representative turtle species in the Amazon, possessing great cultural, environmental, and
economic importance to the region. Traditionally, these species are used as a food source by local
communities, who consume their meat, eggs, and viscera. However, concerns regarding the health
of these animals and the potential risks associated with their consumption are raising public health
concerns. Therefore, this study aimed to analyze the diversity of Enterobacteriaceae in the oral
microbiota of Amazon turtles and tracajas collected in natura from the Araguaia and Xingu rivers
for local trade, also evaluating the susceptibility profile of these bacteria to different classes of
antimicrobials. Fourteen oral swab samples of P. unifilis and P. expansa were collected. The
samples were packaged in Cary Blair transport medium and processed at the Microbiology
Laboratory of the Department of Biological Sciences at ENSP/FIOCRUZ, in Rio de Janeiro. Each
sample was pre-enriched in peptone water and incubated for 24 hours at 35 + 2°C in a
bacteriological incubator. The samples were then plated on Hektoen and XLLD agar and incubated
under the same conditions previously described. Based on the characteristics presented on the
selective media, the colonies were subjected to screening tests and additional assays for
identification at the genus and species level. Antimicrobial susceptibility was assessed using the
Kirby-Bauer disk diffusion method. A total of 71 isolates were identified. Among the bacterial
genera identified, Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Edwardsiella, Proteus, Citrobacter,
Pantoea, Morganella, and Serratia stood out. A higher prevalence of K. pneumoniae, E. coli, C.
freundii, P. mirabilis, and non-fermenting Gram-negative bacilli, recognized as opportunistic
pathogens frequently isolated from lesions in turtles, was observed. Regarding antimicrobial
susceptibility, the isolates presented a reduced resistance profile, being sensitive to tetracycline,
trimethoprim-sulfamethoxazole, ciprofloxacin, ceftriaxone, ceftazidime, and cefepime. However,
the predominant Enterobacteriaceae - K. pneumoniae, E. coli, and C. freundii - presented
resistance profiles to cefoxitin and intermediate susceptibility to gentamicin. The findings
demonstrated that the studied turtles harbor Enterobacteriaceae as part of their microbiota.
Furthermore, they highlight the importance of understanding the bacterial profile present in
turtles, especially considering their use for human consumption and the scarcity of studies
involving Brazilian species in natural environments. Therefore, the importance of continuous
investigations aimed at monitoring the dynamics of these bacteria, the mechanisms of
dissemination of antimicrobial resistance and their possible implications for human, animal and
environmental health, within the One Health approach, is highlighted.

Key-words: Turtles, Enterobacteriaceae, Bacterial resistance, One Health
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Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e aprovacao
no RCS Trabalho de Conclusao de Curso.

Os tracajas e as tartarugas-da-amazonia sdo animais muito importantes para as comunidades
que vivem perto dos rios da Amazonia. H4 muitas geragdes, essas pessoas consomem a carne,
0s ovos ¢ as visceras desses animais como parte da alimentagdo diaria. Porém, ¢ preciso ter
atencdo, isso porque essas tartarugas podem conter bactérias que causam doengas, como as
enterobactérias. Esses microrganismos vivem normalmente no intestino, mas também podem
ser encontrados na agua, em plantas e em outros animais. Dependendo da espécie, algumas
enterobactérias podem representar riscos a satide das pessoas e dos animais. Com isso em
mente, realizamos um estudo para investigar a presenga de enterobactérias na boca de tracajas
e tartarugas-da-amazonia capturados diretamente dos rios Araguaia e Xingu, antes de serem
consumidos ou vendidos em feiras da regido. Também analisamos se essas bactérias sao
resistentes aos principais antibidticos utilizados no tratamento de infecgdes em seres humanos
e animais. Para fazer essa pesquisa, coletamos amostras da boca das tartarugas com muito
cuidado, usando um tipo de cotonete que foi passado delicadamente na parte interna da boca
dos animais e depois levado para o laboratorio, onde conseguimos identificar as bactérias que
estavam presentes. Descobrimos que as enterobactérias encontradas, apesar de estarem
presentes em abundancia na boca das tartarugas, podem causar doengas tanto nos proprios
animais quanto nas pessoas, principalmente quando a imunidade estd baixa. Algumas dessas
bactérias, inclusive, ja foram identificadas em feridas de tartarugas. A boa noticia ¢ que a
maioria das enterobactérias encontradas ainda pode ser combatida com os antibioticos testados,
o que indica que, por enquanto, as infec¢des causadas por essas bactérias podem ser tratadas.
Esses resultados ressaltam a importancia de uma abordagem integrada da satide, chamada "Uma
S6 Saude", que reconhece a ligacao entre a satide das pessoas, dos animais € do meio ambiente.
Nosso estudo refor¢a a necessidade de compreender os riscos do consumo desses animais e
destaca a importancia de continuar pesquisando e orientando as comunidades para proteger a
saude de todos e preservar o equilibrio ambiental.
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1. INTRODUCAO
1.1. Quelonios

Os queldnios sdo répteis pertencentes a ordem Testudines, que existem ha
aproximadamente 240 milhdes de anos, sendo considerados um dos grupos de vertebrados mais
antigos ainda existentes na Terra (Anselmo, 2022). Este grupo inclui animais como tartarugas,
jabutis e cagados, os quais podem ser encontrados em ambientes terrestres, aquaticos e

semiaquaticos (Lustosa et al., 2016).

De acordo com a Associa¢do Conservacao da Vida Silvestre (WCS-Brasil, 2021),
existem atualmente cerca de 330 espécies de quelonios descritas em todo o mundo.
Aproximadamente 20% dessas espécies ocorrem na América do Sul, estando distribuidas entre
as familias Chelidae, Cheloniidae, Dermochelyidae, Emydidae, Geoemydidae, Kinosternidae,

Podocnemididae e Testudinidae (Van Dijk et al., 2014; Ferrara et al., 2017).

No Brasil, sao conhecidas 37 espécies, com destaque para a Amazodnia, onde sao
encontradas 18 espécies continentais, sendo duas terrestres, enquanto as demais sao aquaticas
e semiaquaticas (Garcés, 2023). Segundo Moura et al. (2021), o Brasil é o terceiro pais com
maior diversidade de espécies de queldnios, abrigando mais de 10% de todas as espécies

viventes.

A Amazodnia se destaca como um dos biomas com maior diversidade de queldonios no
mundo, abrigando elevado grau de endemismo, tanto em nivel de espécies quanto de géneros
(Anselmo, 2022). Esses répteis estdo amplamente distribuidos nas bacias hidrograficas de
grandes rios que sdo reconhecidos por sua vasta extensdo e elevada biodiversidade, pois
englobam importantes rios e sub-bacias, como Amazonas, Negro, Solimdes, Xingu, Madeira,

Tocantins, Japura, Araguaia, Jurud e Jari (Ferrara et al., 2017; Moura et al., 2021).

A ocupacao desses ambientes por diferentes espécies esta diretamente relacionada a sua
adaptagdo morfologica. O termo “quelonio” tem origem no grego chelys, que significa
“couraca”, referindo-se a estrutura formada pelo plastrao ventral (Fig. 1A) e a carapaga dorsal
(Fig. 1B), que protege o corpo desses animais. Essa formagdo rigida ¢ composta por
ossificacdes que unem as vértebras, a coluna e parte da cintura peitoral, conferindo aos
queldnios uma morfologia tnica entre os répteis (Pough, Janis & Heiser, 2008; Santos, 2011;

Oliveira, Garcez & Andrade, 2021).
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Figura 1 — Morfologia corporal dos quelonios. Legenda: A- Plastrdo; B-Carapaga. Fonte: Portal
Amazonia (2023)

Por serem animais oviparos, depositam seus ovos em diferentes ambientes terrestres
(Garcés, 2023). A estratégia reprodutiva desses animais envolve a producdo de um grande
numero de filhotes a cada ciclo reprodutivo, uma vez que a taxa de mortalidade dos juvenis ¢
naturalmente elevada (Anselmo, 2022). Em contrapartida, os individuos adultos apresentam

baixa taxa de mortalidade, embora atinjam a maturidade sexual tardiamente.

Em paralelo a sua ampla distribuicdo e diversidade, os quelonios desempenham
importantes fun¢des ecoldgicas nos ecossistemas em que habitam, atuando especialmente na
cadeia alimentar, na ciclagem de matéria organica e na dispersdao de sementes (Ferrara et al.,
2017). Segundo Teixeira (2021), ao consumirem matéria organica, viva ou em decomposicao,

contribuem significativamente para a manutencao e limpeza dos corpos aquaticos.

Apesar de sua relevancia ecologica, estudos apontam que as populagdes de queldnios
amazonicos tém enfrentado crescente ameaca impulsionada por ag¢des antrdpicas, como a
poluicdo dos cursos d’4gua, o avango das atividades agropecudrias, queimadas, desmatamento
de areas de varzea e matas ciliares, além da constru¢do de barragens e da caga ilegal que
contribuem para a vulnerabilidade desse grupo (Alho, Reis & Aquino, 2015; Ataides, Silva &
Malvasio, 2021).

Além desses impactos, a pressdo sobre as populagdes de queldnios também se
intensifica devido ao seu uso tradicional como fonte alimentar pelas comunidades locais. Na
regido amazonica, os queldnios representam a segunda carne mais consumida, ficando atrés
apenas do pescado, o que tem contribuido para a reducao de suas populagdes em razao do

consumo excessivo (Cunha, 2023). De acordo com Cox e colaboradores (2022), entre as
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familias mais afetadas pela explorag@o para consumo destaca-se a Podocnemididae, que abriga

as principais espécies de queldnios presentes na Amazonia.

1.2. Podocnemididae

A familia Podocnemididae inclui os géneros Erymnochelys (Baur, 1888),
Peltocephalus (Duméril & Bibron, 1835) e Podocnemis (Wagler, 1830). Dentro desse grupo, o
género Podocnemis reline as principais espécies de grande relevancia para a fauna amazonica,
com destaque para as espécies Podocnemis expansa € Podocnemis unifilis (Teixeira, 2018).
Essas espécies sao altamente valorizadas em razio de sua ampla distribuicdo geografica, porte

corporal expressivo e elevada abundancia durante o periodo reprodutivo (Ferrara ef al., 2017).

1.2.1. Podocnemis expansa

O P. expansa (Schweigger, 1812), popularmente conhecida como tartaruga-da-
amazonia, ¢ considerada a maior tartaruga de dgua doce da América do Sul, chegando a medir
cerca de 90 cm e a pesar 65 kg (Lima, 2021). S3o onivoras, mas preferencialmente se alimentam
de folhas, frutos e caules. Por ano depositam entre 100 e 150 ovos em praias altas de areia

grossa (Vogt, et al., 2023).

Esta espécie representa um recurso de grande importancia para as comunidades locais e
¢ caracterizada pelo casco 0Osseo, carapaga dorsal, plastrdo ventral recoberto por placas
dérmicas, pele com couro, auséncia de denti¢do e pela presenga de bico cérneo (Figura 2)
(Anselmo, 2022). Possui coloragdo marrom, cinza ou verde-oliva, bem como, a carapaca

achatada e mais larga na regido posterior (Lustosa ef al., 2016).

Figura 2 — Tartaruga-da-amazonia (P. expansa). Fonte: Portal Amazonia (2021)
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A ocorréncia dessa espécie se estende por diversos paises, incluindo Colombia,
Venezuela, Guiana, nordeste do Peru, leste do Equador, norte da Bolivia e regides norte e
centro-oeste do Brasil. No territdrio brasileiro, sua presencga € registrada desde os ecossistemas
amazonicos até o dominio do cerrado (Uetz et al., 2025), sendo encontrada nas bacias
hidrograficas Amazonica e Tocantins/Araguaia, abrangendo todos os estados da regido Norte,

além de Goiés e Mato Grosso (Figura 3).
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Figura 3 - Mapa de distribuic@o da tartarugada-da-amazonia. Fonte: Lustosa et al. (2016)

Segundo Ferrara e equipe (2017), a espécie P. expansa ¢ considerada uma das mais
ameacadas da Amazdnia, devido a coleta excessiva de ovos e adultos no ambiente natural para
consumo ¢ comercializagdo. Essa exploragdo ¢ favorecida por diversas caracteristicas da
espécie, como a facilidade de adaptacdo as condi¢des bidticas e abidticas, resisténcia a
manipulacdo, aceitacdo de alimentos de origem animal e vegetal, rdpido crescimento nos
estagios iniciais, além da boa qualidade de seus ovos e carne, que possuem ampla aceitagdo no

mercado local (Ossa & Vogt, 2012; Dantas Filho ef al., 2020).

Com base na Lista Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza
(IUCN, 2022), essa espécie ¢ classificada como de baixo risco ou dependente de conservacao
em ambito global. No entanto, no contexto regional amazonico, ¢ considerada criticamente
ameagada, conforme avaliacdo do Grupo de Especialistas em Tartarugas e Tartarugas de Agua

Doce (GETTAD) (Rhodin et al., 2021).
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1.2.2. Podocnemis unifilis

O P. unifilis (Troschel, 1848), popularmente conhecida como tracajé, ¢ a segunda maior
espécie do género, podendo atingir até 70 cm de comprimento, sendo superada apenas por P.
expansa, a tartaruga-da-Amazonia (Andrade, 2016; Araujo, 2020). Trata-se de um quelonio de
habito onivoro, que, em ambiente natural, alimenta-se de peixes, crusticeos e vegetais
(Yoshioka et al., 2017). Essa espécie ¢ considerada semiaquatica e destaca-se por ocupar

diferentes ambientes ao longo dos sistemas fluviais amazonicos.

O tracajd pode ser identificado por caracteristicas morfologicas distintas, como a
presenca de duas escamas parietais frontais de grandes dimensdes e um sulco interparietal
localizado entre as Orbitas (Ferrara ef al., 2017). Além disso, apresenta um padrao de coloracao
caracteristico: filhotes e machos adultos possuem manchas amarelas na regido ceféalica (Figura
4), que tendem a desaparecer com o tempo. Nas fémeas adultas, essas pigmentacdes geralmente

desaparecem por completo (Oliveira, Andrade & Garcez, 2021; Anselmo, 2022).

Figura 4 — Filhote de tracaja (P. unifilis). Foto: Rafael Balestra/ICMBio (2021)

O tracaja apresenta ampla distribuicdo geografica, ocupando lagos, rios e igarapés ao
longo da Bacia Amazodnica (Dantas Filho et al., 2020). Sua ocorréncia abrange extensas areas
das planicies tropicais do norte da América do Sul (Figura 5), incluindo as bacias venezuelanas
dos rios Orinoco e Amazonas, o leste da Colombia e do Equador, o nordeste do Peru, a Guiana
Francesa, além da Bacia do Rio Amazonas no norte do Brasil e no norte da Bolivia (Vogt,
2008). De acordo com a Lista Vermelha da IUCN (2025), o tracaja ¢ classificado como uma
espécie vulneravel em termos de conservacao global. No contexto regional amazdnico, segundo

0 GETTAD (1996), a espécie ¢ considerada ameacgada (Rhodin et al., 2021).
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Figura 5 - Mapa de distribui¢@o do tracaja. Fonte: Lustosa et al. (2016)

Do ponto de vista comercial, o tracaja apresenta as mesmas vantagens que a tartaruga-
da-Amazonia (Dantas Filho et al., 2020). Segundo Ferrara e autores (2017), o tracaja esta entre
as espécies mais consumidas na AmazoOnia, sendo frequentemente explorado de forma
excessiva, tanto os adultos e juvenis quanto os ovos. Embora seu consumo ocorra
principalmente em nivel local, seu valor comercial ¢ inferior ao da tartaruga-da-amazonia,

devido a menor disponibilidade dessa espécie.

1.3. Importancia socioambiental de quelonios na Amazonia

Os quelonios possuem grande importincia ecologica e cultural para as populacdes
ribeirinhas da Amazonia (Ataides, Silva & Malvasio, 2021), uma vez que sua carne, visceras e
ovos sdo utilizados como alimento, enquanto a gordura é amplamente empregada na culinaria.
Além disso, seus cascos sdo aproveitados para fins decorativos em diversas comunidades de

pescadores, ribeirinhos e grupos indigenas (Lustosa et al., 2016; Anselmo, 2022).

Atualmente, o consumo de queldnios continua sendo um habito cultural profundamente
enraizado, por também representar uma fonte de sustento (Dantas Filho et al., 2020). A
comercializacao ilegal desses animais nos mercados das pequenas cidades amazdnicas ainda
constitui um recurso econdmico valioso, impulsionado pela alta demanda, o que dificulta a

fiscalizagdo (Teixeira, 2018).
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A legislagdo brasileira estabelece normas rigorosas para a protecao da fauna silvestre,
incluindo os queldnios, com o objetivo de conservar as espécies e coibir sua exploragdo ilegal.
A Lei de Protecao a Fauna (Lei n® 5.197, de 1967) proibe a comercializag¢ao e o uso de animais
silvestres. Posteriormente, a Portaria IBAMA n° 070, de 1996, regulamentou o comércio dessas
espécies, de seus produtos e subprodutos. Mais recentemente, a Instru¢do Normativa n° 7, de
2015, definiu as diretrizes atualizadas para a comercializa¢do de queldnios no pais (Ferrara et

al., 2017; Araujo, 2020).

Entretanto, embora a legislagdo vigente represente um avango importante na prote¢ao
da biodiversidade, sua efetividade ainda enfrenta desafios significativos. A fiscalizagdo ¢
frequentemente insuficiente nas areas mais remotas da Amazdnia, o que favorece a
continuidade da captura, comercializagdo e consumo ilegal de queldnios (WCS-Brasil, 2021).
Além disso, a auséncia de alternativas sustentaveis e acessiveis para as comunidades locais, que
tradicionalmente dependem desses animais como fonte alimentar e de renda, acaba por gerar
conflitos entre a conservacao e as praticas socioculturais regionais (Pezzuti et al., 2018; Cunha,

2023).

Embora os esforcos legais e conservacionistas busquem conter a exploracdo dos
quelonios e garantir a preservacdo dessas espécies, outras ameacas silenciosas também
comprometem sua sobrevivéncia. Entre elas, destacam-se as doengas infecciosas, que figuram
entre as cinco principais causas de extin¢ao de espécies terrestres (Smith, Sax & Lafferty, 2006)
e representam um risco crescente a saude das tartarugas, podendo comprometer a dindmica

populacional dessas espécies (Ebani, 2023).

Conforme dados do Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude (BRASIL, 2021),
aproximadamente 60% das doencas infecciosas que acometem os seres humanos sdo zoonoses,
caracterizadas por serem causadas por patdgenos com multiplos hospedeiros e frequentemente
transmitidos por animais. Bem como, a crescente demanda por proteina de origem animal dos
quelonios contribui para a intensificacdo da pressdo sobre os ecossistemas naturais, agravando

a perda de habitat e, consequentemente, a vulnerabilidade da fauna silvestre.

Sob a perspectiva de Uma s6 Saude, desequilibrios significativos entre o ambiente, o
hospedeiro e os patdogenos podem favorecer o surgimento ou a disseminacdo de doengas em
populagdes animais e humanas (Jones, 2004; Smith, Acevedo-Whitehouse & Pedersen, 2009;
Mashkour et al., 2020). Essa visao integrada destaca a importancia de monitorar a saude dos

ecossistemas, sobretudo daqueles organismos que interagem diretamente com as comunidades
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humanas. Nesse sentido, Lima (2023) ressalta que, assim como outras fontes alimentares, os
organismos aquaticos consumidos pelo ser humano estdo suscetiveis a contaminagdo por

bactérias patogénicas.

Estudos iniciais indicam que as bactérias sdo o principal grupo de agentes infecciosos
associados as tartarugas, responsaveis por diversas enfermidades em individuos mantidos em
cativeiro, criados para conservacdo ou encontrados em vida livre em diferentes regides do
mundo (Mashkour et al., 2020). Entre esses microrganismos, as enterobactérias destacam-se
por sua ampla associacao a infec¢des e doencgas transmitidas por alimentos (Sobrinho, 2020).
Apesar das regulamentagdes existentes, o contato direto ou indireto com esses quelonios e seus
derivados pode favorecer a disseminacao de bactérias capazes de comprometer a saude humana

e animal (Wirth ez al., 2020).
1.4. Enterobacterales

A ordem Enterobacterales compreende um vasto grupo de bastonetes Gram-negativos,
anaerobios facultativas e ndo formadoras de esporos (Toomik ef al., 2023). Essas bactérias sao
capazes de metabolizar uma ampla variedade de carboidratos (mono-di-trissacarideos e

polimeros), proteinas, aminoacidos, lipideos e acidos organicos (Trabulsi & Althertum, 2024).

Possuem um metabolismo ndo oxidativo, utilizando a amonia e a glicose como Unicas
fontes de nitrogénio e carbono, respectivamente (Reis ef al., 2016). A fermentacdo da glicose
geralmente resulta na producdo de compostos organicos como acetato e lactato, podendo
algumas espécies também sintetizar etanol e 2,3-butanodiol, com ou sem liberagdo de gas

(Riedel et al., 2022).

Essas propriedades metabolicas, sdo amplamente utilizadas na classificacdo e
identificacdo dos membros dessa familia, que ¢ composta por aproximadamente 40 géneros e
mais de 170 espécies (Janda & Abbott, 2021; Trabulsi & Althertum, 2024). Entre os principais
géneros, destacam-se Escherichia, Shigella, Edwardsiella, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella,

Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Morganella, Providencia e Yersinia (Lima, 2023).

As Dbactérias pertencentes a esse grupo apresentam predomindncia no trato
gastrointestinal de mamiferos, aves e répteis, sendo comumente eliminadas no ambiente por
meio das fezes (Sobrinho, 2020). Contudo, sua distribui¢do nao se limita apenas aos organismos
hospedeiros, podendo ser encontradas em diversos nichos ambientais, como solo, agua,

vegetais e na microbiota de outros animais (Lima, 2023).
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As enterobactérias tém sido cada vez mais implicadas como patdégenos de espécies
piscicolas, tanto em ambientes naturais quanto em sistemas de aquicultura. De acordo com
Janda & Abbott (2021), esse grupo estad entre os principais agentes causadores de infecgdes
intestinais em seres humanos. Essas bactérias sao reconhecidas por sua natureza fastidiosa, e
sua patogenicidade estd, em grande parte, associada a produgdo de endotoxinas e exotoxinas
(Singh et al., 2015). Em ambientes aquaticos, podem se disseminar amplamente e, dependendo

da espécie envolvida, atuar como patégenos primarios ou oportunistas (Ebani, 2023).

Em sua maioria, essas bactérias possuem capacidade de infectar uma ampla variedade
de animais, incluindo seres humanos, podendo ocasionar doencas com graus de severidade que
variam desde quadros leves até manifestacdes graves (Octavia & Lan, 2014). A transmissao
ocorre por multiplas vias, tais como por vetores, pela via fecal-oral, por meio da ingestao de
alimentos e agua contaminados, bem como pelo contato direto ou indireto com animais

portadores dessas bactérias.

Entre as enterobactérias patogénicas de maior relevancia, destacam-se Escherichia coli,
Salmonella sp., Shigella sp., Yersinia sp. frequentemente associadas a quadros de
gastroenterite. Além dessas, Klebsiella pneumoniae e Citrobacter freundii estio relacionadas a
infecgdes oportunistas em diferentes sitios anatdmicos (Lima, 2023). Conforme apontado por
Santos (2018), a identificagdo desses patdgenos associados a queldnios constitui uma
ferramenta essencial para subsidiar acdes de conservagado, sobretudo considerando que diversas
espécies desse grupo figuram na Lista Vermelha da [UCN (2025), o que torna fundamental a

manuten¢do e preservacao de suas populagdes.

Assim, as enterobactérias podem compor a microbiota de quelonios, uma vez que sdao
amplamente encontradas na natureza e, dependendo da espécie, nem sempre comprometem a
saude dos hospedeiros. No entanto, ¢ importante destacar que sua presenga, mesmo como parte
da microbiota natural desses animais, pode representar um risco a satide de outros animais e a

saude humana, especialmente em situacoes de contato direto ou consumo desses répteis.
1.5. Resisténcia bacteriana

O uso excessivo e inadequado de antibidticos na medicina humana, veterinaria, bem
como, nas praticas agricolas e aquicolas tem intensificado a pressdo seletiva sobre as
populagdes bacterianas, favorecendo o surgimento de cepas resistentes e a disseminagdo da

resisténcia aos antimicrobianos em diversos ambientes (Holmes et al., 2016; Trotta et al., 2021).
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A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) constitui um fendmeno evolutivo inevitavel,
observado em diversos organismos, por meio do surgimento de mutacdes genéticas e da
transferéncia de elementos genéticos moveis, os quais conferem vantagens adaptativas diante
da pressao seletiva imposta pelo uso de agentes antimicrobianos. No caso das bactérias, esse
processo envolve a selegao de estratégias que lhes permitem sobreviver em ambientes hostis,
especialmente na presenca de agentes antibacterianos, o que leva, progressivamente, a redu¢ao

da eficacia desses farmacos.

A RAM pode ocorrer por meio de mecanismos intrinsecos, adquiridos ou adaptativos
(Lee, 2019). Os mecanismos intrinsecos referem-se a resisténcia natural das bactérias, conferida
por genes cromossdmicos proprios, sem necessidade de mutagdes ou aquisi¢ao de novos genes
(Salam et al., 2023). Barreiras de permeabilidade e bombas de efluxo de amplo espectro siao
exemplos comuns, capazes de conferir resisténcia a multiplos antibidticos (Surette & Wright,

2017).

Contudo, a resisténcia adquirida ¢ definida como um processo evolutivo no qual a
resisténcia passa a ser apresentada por uma bactéria previamente sensivel, em decorréncia da
aquisi¢do de mutacdes genéticas cromossOmicas ou da introdug@o de material genético exdgeno
por meio da transferéncia horizontal de genes (HGT) (Holmes et al., 2016). Trés principais
mecanismos pelos quais a HGT ¢ realizada sdo reconhecidos: transformacdo, transdugdo e
conjugacdo. Entre esses, a resisténcia adquirida ¢ mais frequentemente transmitida por
plasmideos, os quais sdo adquiridos via conjuga¢do, podendo a resisténcia ser mantida de forma

temporaria ou permanente (Salam et al., 2023).

Um fenotipo condicional a mudangas ambientais € caracterizado como resisténcia
adaptativa, a qual, dependendo da intensidade e da duragdo da pressdo seletiva, pode ser
mantida de forma transitoria ou permanente. Quando o crescimento bacteriano ¢ influenciado
por concentracdes sub-inibitérias de antibidticos, em conjunto com sinais ambientais
especificos, como fatores de crescimento, disponibilidade de nutrientes, estresse, variagcoes de
pH e concentragdes de ions, pode ocorrer o desenvolvimento de resisténcia adaptativa em

bactérias presentes em humanos e animais de criagdo (Rizi, Ghazvini & Noghondar, 2018).

O uso continuo de farmacos, em especial os antimicrobianos, tem contribuido
significativamente para a presenca desses compostos em esgotos sanitarios, aterros e zonas
costeiras. Segundo Bhagwat (2019), estima-se que até 80% das aguas residudrias sejam

lancadas sem qualquer tipo de tratamento diretamente em corpos hidricos, como rios, lagos e
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oceanos. Diante desse cenario, os determinantes da RAM podem ser usados como indicadores

de polui¢do de corpos d’agua.

Algumas espécies aquaticas, mesmo sem historico de exposi¢do a antimicrobianos,
podem hospedar bactérias resistentes e atuar como reservatorios naturais, contribuindo para a
recombinacdo de genes da RAM (Stewart et al., 2014; Candan & Candan Deniz, 2020). Esse
contexto evidencia o potencial de peixes, mamiferos aquaticos e répteis para atuarem como

hospedeiros de microrganismos resistentes a antibidticos.

Nos ultimos anos, as tartarugas aquaticas t€ém sido amplamente utilizadas como espécies
sentinelas para monitorar a RAM (Ebani, 2023). Isso se deve a sua exposi¢dao prolongada a
fatores antropogénicos costeiros, tornando-as potenciais reservatorios de bactérias resistentes
oriundas do escoamento urbano (Ahasan ef al, 2017). Além disso, suas caracteristicas
bioldgicas, como a longevidade e a tendéncia a bioacumulagdo de patdgenos e contaminantes,

incluindo antimicrobianos, refor¢am sua relevancia nesse contexto (Kraemer, 2022).

As Dbactérias associadas aos quelonios frequentemente apresentam resisténcia a
multiplos antimicrobianos, representando um importante indicativo dos niveis de poluicdo nas
areas em que esses animais habitam (Drane ef al., 2021). Embora muitos desses microrganismos
componham naturalmente a microbiota das tartarugas, podem se tornar perigosos nao apenas
por seu potencial oportunista, mas também pela capacidade de disseminar genes de resisténcia

para outras bactérias presentes no ambiente aquatico (Ahansan ef al., 2017; Trotta et al., 2021).

Em ambientes naturais, incluindo os corpos d’4agua, ha a possibilidade de transferéncia
horizontal de determinantes genéticos (Gambino ef al., 2021), o que favorece o surgimento de
novas cepas bacterianas, patogénicas ou oportunistas, com resisténcia a um ou mais
antimicrobianos. Com base nisso, os quelonios podem atuar como bioindicadores da
contaminagdo ambiental por bactérias resistentes, além de poderem contribuir para a

disseminagdo de genes de resisténcia.

Paralelamente ao que foi exposto, o consumo e o contato direto com queldnios levantam
também um importante alerta de saude publica, uma vez que esses animais podem atuar como
reservatorios de bactérias resistentes a antibioticos e de genes de resisténcia. Diversas rotas de
exposicao podem colocar os seres humanos em risco, incluindo o contato direto ou indireto com
os animais, a manipulacdo de fezes ou ambientes contaminados, contribuindo para o aumento

de infecgdes de dificil tratamento (Founou, Founou Leslie & Essack, 2017; Bai et al., 2022).
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2. JUSTIFICATIVA

O consumo de queldnios, como tartarugas e tracajas, ¢ uma pratica tradicional na
Amazonia, representando uma importante fonte de proteina para as comunidades locais. Além
de sua relevancia cultural e econdmica, esses animais possuem grande importancia ambiental,
contribuindo para o equilibrio ecologico dos ecossistemas aquaticos. Contudo, os quelonios
podem ser portadores de enterobactérias potencialmente patogénicas e/ou oportunistas que

podem representar um risco para a saide humana, animal e ambiental.

Além dos riscos diretos a satde humana, as enterobactérias resistentes a multiplos
antimicrobianos configuram uma preocupagdo crescente, uma vez que estdo associadas a
infeccdes de dificil tratamento. Nesse contexto, o consumo desses animais pode expor as
comunidades a patdégenos multirresistentes, reforcando a necessidade de monitoramento

continuo desses microrganismos.

Diante do exposto, este estudo tem como finalidade avaliar a presenca de
enterobactérias em queldnios consumidos na regido amazodnica, bem como, investigar a
ocorréncia de resisténcia a antimicrobianos de importancia clinica e veterinaria. Busca-se,
portanto, ampliar o conhecimento sobre os riscos microbioldgicos associados a essa pratica
tradicional, fornecendo dados que possam orientar estratégias de monitoramento e controle,

com foco na saude publica, dentro da perspectiva de Uma s6 Satude (One Health).
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3. BJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar a diversidade de enterobactérias na microbiota oral de tartarugas-da-amazonia

e tracajas coletados in natura nos rios Araguaia e Xingu para comercializagao local.

3.2. Objetivos Especificos

e [solar e identificar enterobactérias em amostras biologicas de P. unifilis e P.
expansa,

e Caracterizar o perfil de resisténcia das enterobactérias isoladas nas duas espécies de
queldnios;

e Analisar os achados a partir de uma abordagem integrativa de Uma s6 Saude.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Area de estudo

O estudo foi conduzido em dois pontos de coleta localizados na regido Norte do Brasil:
o rio Xingu, no estado do Para (6°20'41.1" S, 52°24'09.3" W) (Figura 6A) e o rio Araguaia, no
estado do Tocantins (6°46'32.2" S, 48°58'39.2" W) (Figura 6B). Ambos os locais estdo
inseridos na area de atuagdo do Projeto Quelonios da Amazdnia (PQA), iniciativa coordenada
pelo IBAMA que visa a conservagdo das espécies de queldnios de agua doce, por meio de

atividades de pesquisa cientifica e manejo ambiental (IBAMA, 2022).

Figura 6 - Locais de coleta dos quelonios. A — Rio Xingu - Foto: Google Maps (2025). B - Rio
Araguaia. Foto: Google Maps (2025).

4.2. Amostragem

Este estudo foi autorizado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) em 2024
(Anexo A) e estd em conformidade com a legislacdo vigente que regulamenta a utilizagdo de
animais para fins de pesquisa cientifica e ensino, conforme os preceitos da Lei n° 11.794, de 8
de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e das normas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA, 2024).

A amostragem foi realizada entre os meses de outubro e dezembro de 2024. No rio
Araguaia, foram capturados sete exemplares de tracaja (P. unifilis) e quatro de tartaruga-da-
Amazonia (P. expansa). No rio Xingu, outros quatro exemplares de tracaja foram selecionados

para a coleta de amostras da cavidade oral.
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Previamente a obtencdo dos espécimes clinicos, os quelonios foram submetidos a
eutandsia por via intravenosa com propofol, conforme as recomendagdes do CONCEA (2024),
uma vez que outros espécimes seriam coletados para outras pesquisas. A amostragem foi

realizada por meio da fric¢ao de swab estéril em toda a cavidade oral desses animais.

ApOs a coleta, os swabs foram acondicionados individualmente em tubos contendo
meio de transporte Cary Blair e mantidos sob refrigeracdo em maleta biologica. Foram
encaminhadas, juntamente com as fichas epidemioldgicas correspondentes a cada amostra ao
Laboratorio de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Bioldgicas na Escola Nacional de

Saude Publica Sérgio Arouca - ENSP/FIOCRUZ, no Rio de Janeiro.
4.3. Analises bacteriologicas

As andlises bacteriologicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do
Departamento de Ciéncias Bioldgicas da ENSP/FIOCRUZ, sendo processadas no periodo de
janeiro a marco de 2025, seguindo as recomendagdes do Manual de Deteccdo e Identificagdo
de Bactérias de Importancia Médica (ANVISA, 2020) e do Manual Técnico de Diagndstico
Laboratorial da Salmonella spp. (BRASIL, 2011).

4.3.1. Processamento das amostras e isolamento bacteriano

Inicialmente, as amostras de swab foram submetidas a um pré-enriquecimento em Agua
Peptonada (AP) e incubadas por 24 horas em estufa bacteriologica a 35 + 2°C sob condicdes
aerobicas. Apds este periodo, o caldo AP foi semeado por esgotamento com alga bacteriologica
estéril em placas de dgar Hektoen Entérico (HEA) e 4gar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD)

estas foram entao, incubadas sob as mesmas condic¢des de cultivo mencionadas.

O 4gar HEA e XLD sdo meios de cultura indicadores e de média seletividade,
amplamente utilizados na identifica¢do de enterobactérias, especialmente Salmonella e Shigella
(BRASIL, 2011). Ambos permitem avaliar a capacidade de fermentacdo de aglcares e a
producao de sulfeto de hidrogénio (H2S), auxiliando na distingdo entre diferentes géneros de

enterobactérias.

Baseado nessa premissa, as colonias bacterianas foram selecionadas com base nos
parametros morfologicos, como tamanho, forma, margem, elevagdo e coloracdo nos meios de
cultura. No agar XLD, a fermentagdo de xilose, lactose e/ou sacarose resulta em coldonias

amarelas, enquanto as ndo fermentadoras mantém a cor original do meio de cultura. A
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descarboxilagdo da lisina gera uma coloragdo vermelho-purpura ao redor das colonias, ¢ a

produgdo de H2S forma um ponto negro central (LABORCLIN, 2024).

No agar HEA, a fermentagcdo de lactose, sacarose e/ou salicina produz coldnias
alaranjadas, enquanto as ndo fermentadoras formam coldnias verde-azuladas. A producao de
H>S também se manifesta como um ponto negro (SPLABOR, 2024). As colonias isoladas
foram avaliadas e, posteriormente, submetidas a testes bioquimicos complementares para
identificacdo em nivel de género, conforme as recomendacdes descritas por Oplustil et al.

(2019).
4.3.2. Identificacdo bacteriana

O meio Costa & Vernin (CV) foi utilizado na triagem das coldnias isoladas, permitindo
uma identificagdo presuntiva. Esse meio ¢ constituido por uma fase sdlida e semissolida,
possibilitando a avaliacdo de reagdes metabolicas, incluindo fermentagdo de lactose e/ou
sacarose, producdo de gés, hidrolise da ureia e producao de H.S (Figura 7). A formagdo de H-S

ocorre na interface entre as fases solida e semissolida (BRASIL, 2011).

Figura 7 — Interpretago das reagdes observadas no meio CV. Legenda: A — Meio inalterado; B — Meio
inalterado com apice esverdeado e produg¢do de H2S, C — Fermentagdo de lactose e/ou sacarose sem
produgdo de gas; D - Fermentagao de lactose e/ou sacarose com produgao de gas; E - Producao de urease.
Fonte: Propria.

A partir das interpretagdes em meio CV, foram realizados testes bioquimicos
complementares para auxiliar na identificacao de grupos bacterianos com perfis metabodlicos
distintos, conforme o fluxograma apresentado (Figura 8). Esses testes incluem o uso dos meios

SIM, Citrato, Lisina, Ornitina, Arginina, Ureia e Fenilalanina.
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Figura 8 — Fluxograma de identificacdo bioquimica das enterobactérias. Fonte: Propria.

O teste SIM (Sulfeto de hidrogénio, Indol e Motilidade) permite a avaliagdo de trés
caracteristicas distintas de forma simultanea: a producdo de sulfeto de hidrogénio (H-S),
evidenciada pelo escurecimento do meio; a producdo de indol a partir da degradagdo do
aminoacido triptofano, indicada pela formag¢ao de um anel rosado apds adicao do reagente de
Kovacs; e a motilidade bacteriana, observada pela difusdo do crescimento ao longo da linha de

inoculagdao (LABCLIN, 2019).

O teste de descarboxilagdao de aminoacidos, como lisina, ornitina e arginina, avalia a
capacidade da bactéria de produzir enzimas especificas que convertem esses aminoacidos em
aminas, resultando em aumento do pH do meio (ANVISA, 2020). O meio utilizado possui
glicose como fonte de carbono e um indicador de pH, geralmente o pirpura de bromocresol,
que permite a visualizagdo da mudanca de cor. Inicialmente, a fermentagao da glicose acidifica
0 meio, tornando-o amarelado. Se a bactéria for capaz de descarboxilar o aminoacido presente,

o pH se eleva devido a produ¢do de aminas, revertendo a colorac¢do para roxa.
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A capacidade de determinadas bactérias de hidrolisar a ureia, resultando na produgao
de amonia e didxido de carbono (CO:), pode ser verificada em meio adgar contendo ureia. A
liberagdo de amonia eleva o pH, promovendo a alcalinizagdo do meio, o que provoca a mudanga
de sua coloracgao para rosa (Pacheco & Colla, 2019). Ja o teste de citrato verifica a capacidade
da bactéria de utilizar o citrato como tnica fonte de carbono. O crescimento e a mudanga da
coloracdo do meio de verde para azul indicam resultado positivo, devido a conversdo da fonte

de nitrogénio presente no meio de cultura em amonia, alcalinizando o meio (RENYLAB, 2018).

A atividade da enzima fenilalanina desaminase pode ser detectada por meio do teste da
fenilalanina, que avalia a capacidade da bactéria de desaminar a fenilalanina, formando acido
fenilpiravico como produto final. A presenca desse composto ¢ evidenciada pela adicao de
cloreto férrico, que reage com o acido e promove o aparecimento de uma coloragdo esverdeada
no meio (ANVISA, 2020). Géneros como Proteus spp., Morganella spp. € Providencia spp.

costumam apresentar resultado positivo nesse teste.

A interpretacdo das provas bioquimicas complementares ¢ identificacdo bacteriana foi
realizada a partir das orientagdes do Manual de Deteccdo e Identificacdo de Bactérias de
Importancia Médica (ANVISA, 2020). Apds a identificacdo das enterobactérias, as mesmas
foram semeadas em 4gar nutriente em tubo e incubadas por 24 horas em estufa bacteriologica

a 35 £ 2°C sob condigdes aerobicas para a realizagdao do antibiograma.

4.3.3. Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

O Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos, também conhecido como antibiograma,
foi realizado de acordo com o manual do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI, 2024),
utilizando o método de difusdo em disco de Kirby-Bauer. Neste método, cada enterobactéria
1solada foi suspensa em solucao salina estéril e ajustada com o auxilio de um turbidimetro de
bancada para 0,5 na escala de McFarland, que corresponde a uma densidade de

aproximadamente 1,5 x 10® Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).

A suspensao bacteriana foi semeada por induto continuo sobre toda a superficie do Agar
Miieller-Hinton. Apds a secagem do inoculo, discos contendo antimicrobianos de relevancia
clinica para a medicina humana e veterinaria, em diferentes concentracdes (Tabela 1), foram
cuidadosamente depositados de forma equidistante sobre o meio recém-semeado, com o auxilio
de uma pinca metélica estéril. Em seguida, as placas foram invertidas e incubadas em estufa

bacteriologica a 35 °C por um periodo de 18 a 24 horas.
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Tabela 1 — Relagao dos antibioticos selecionados para o TSA

ANTIMICROBIANOS SIGLA CONCENTRACAO
Ampicilina AMP 10ug
Cefepime FEP 30ug
Cefoxitina FOX 30ug
Ceftazidima CAZ 10ug
Ceftriaxona CRO 30ug
Imipenem IMP 10ug
Gentamicina GEN 30ug
Ciprofloxacino CIP Sug
Sulfametoxazol-trimetoprima  SXT 25ug
Tetraciclina TET 30ug

Fonte: Propria

A susceptibilidade das enterobactérias aos antimicrobianos testados foi avaliada por
meio da medi¢do dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano, utilizando um paquimetro.
As medidas, expressas em milimetros (mm), foram interpretadas com base nos pontos de corte
estabelecidos pelo CLSI (2024), permitindo a classificagdo dos isolados como Sensiveis (S),

Intermediarios (I) ou Resistentes (R).
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5. RESULTADOS

Foram identificados um total de 71 isolados bacterianos provenientes da microbiota oral
dos 15 queldnios analisados, incluindo tartarugas e tracajas. Entre os géneros encontrados,
destacam-se Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Edwardsiella, Proteus, Citrobacter,
Pantoea, Morganella e Serratia. As espécies mais frequentemente isoladas foram Klebsiella
pneumoniae (13/71), Escherichia coli (12/71), Citrobacter freundii (6/71) e Proteus mirabilis
(9/71), além de BGN nao fermentadores, como o género Shewanella (14/71) (Figura 9).

Klebsiella oxytoca
Enterobacter sp.
Edwardsiella tarda
Pantoea agglomerans
Citrobacter diversus
Serratia marcescens
Proteus vulgaris

Serratia rubidaea

BGN nao fermentador
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Morganella morganii

Proteus mirabilis ]

Citrobacter freundii ]

Klebsiella pneumoniae ]
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Figura 9 — Distribuigao total das 71 espécies bacterianas identificadas. Fonte: Propria.

Das quatro tartarugas-da-Amazonia analisadas, 19 isolados bacterianos foram obtidos a
partir de sua microbiota oral. Destacaram-se como predominantes as espécies Escherichia coli
(26,3%; N=5), BGN nao fermentadores (21,1%; N=4), Klebsiella pneumoniae (21,1%; N=4) e
Proteus mirabilis (15,8%; N=3) as quais representaram a maior parte da microbiota de bactérias
Gram-negativas cultivaveis nos espécimes analisados (Figura 10). Outras espécies, como
Edwardsiella tarda (5,3%; N=1) e Citrobacter freundii (10,5%; N=2), foram encontradas em

menor frequéncia.
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Figura 10 — Frequéncia das espécies bacterianas isoladas de tartarugas-da-amazonia. Fonte:
Proprio

Dos 52 isolados bacterianos obtidos a partir da microbiota oral dos 11 tracajas,
observou-se uma predominancia de K. pneumoniae (17,3%; N=9), E. coli (13,5%; N=7), C.
freundii (7,7%; N=4), P. mirabilis (11,5%; N=6) ¢ BGN ndo fermentadores (19,2%; N=10)
(Figura 11). Adicionalmente, foram identificadas exclusivamente nesse grupo as espécies
Klebsiella oxytoca (1,9%; N=1), Pantoea agglomerans (3,8%; N=2), C. diversus (1,9%; N=1),
Morganella morganii (5,8%; N=3), Serratia rubidaea (5,8%; N=3), Proteus vulgaris (1,9%;
N=1), Enterobacter sp. (1,9%; N=1), Shewanella putrefaciens (1,9%; N=1), E. tarda (3,8%;

N=2) e Serratia marcescens (1,9%; N=1), revelando uma maior diversidade microbiana.
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Figura 11 — Frequéncia das espécies bacterianas isoladas de tracajas. Fonte: Proprio

Quanto a susceptibilidade das enterobactérias isoladas aos antimicrobianos testados,
com base na interpretacdo dos pontos de corte estabelecidos pelo CLSI (2024), verificou-se que
todos os isolados foram sensiveis aos antibidticos tetraciclina (TET), sulfametoxazol-
trimetoprima (SXT), ciprofloxacino (CIP), ceftriaxona (CRO), ceftazidima (CAZ) e cefepime

(FEP), conforme ¢ mostrado na tabela 2.

Por outro lado, E. coli e C. freundii apresentaram resisténcia a ampicilina (AMP) e a
cefoxitina (FOX), bem como, um perfil intermedidrio frente a gentamicina (GEN). K.
pneumoniae também demonstrou resisténcia a AMP e FOX, e demonstrou susceptibilidade
intermediaria tanto para GEN quanto para imipenem (IMP). J& E. tarda revelou resisténcia
apenas a FOX. Ambas as espécies do género Serratia (S. rubidaea e S. marcescens)

demonstraram resisténcia a ampicilina.

Tabela 2 — Perfil de susceptibilidade antimicrobiana das enterobactérias.

ISOLADOS AMF FEP FOX CAYZ CRO IMF GEN CIF SXT TET
E. coli
Enterabacter sp.
E. tarda

C. diversus

C. freundii

K pneumoniae
K. oxyioca

M. morganif

P agglomerans
S. rubidaea

S, marcescens

P vulgaris

P mirabilis

Legenda: [ Sensivel [ Resisténcia [l Intermedidrio  Fonte: Autoral
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6. DISCUSSAO

As bactérias sdo microrganismos adaptaveis, capazes de colonizar diversos ambientes
com disponibilidade de nutrientes, como a agua, o solo, plantas e animais (Liu ef al., 2021).
Embora tenham grande relevancia em diferentes nichos, algumas espécies podem atuar como
parasitas, muitas vezes se comportando como patdogenos oportunistas (Nascimento & Aratjo,

2013).

Em répteis, infecgdes bacterianas sdo relativamente comuns, sendo a maioria causada
por microrganismos comensais oportunistas, que se tornam patogénicos especialmente em
individuos desnutridos, debilitados ou imunossuprimidos (Divers, 2024). Apesar de escassas,
pesquisas voltadas a microbiota de quelonios buscam compreender as interagdes microbianas

que ocorrem nesses animais € os possiveis impactos a sua saude.

Sobrinho (2020), ao analisar a microbiota oral de Podocnemis expansa em ambiente
natural no Estado do Amazonas, identificou a presenca de Escherichia coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., Citrobacter spp., Morganella spp., Enterobacter spp. e Serratia spp. A
diversidade de enterobactérias observada no presente estudo é compativel com esses achados,

divergindo apenas pela auséncia de Providencia spp., Shigella spp., Salmonella spp. e Hafnia

Spp.

As enterobactérias isoladas neste estudo, pertencem a um grupo altamente relevante na
medicina de répteis, por estarem frequentemente associadas a infec¢des cutaneas, pulmonares,
orais, gastroentéricas e sistémicas. Esses microrganismos também podem estar envolvidos na
formacgado de abscessos, contribuindo para elevados indices de morbidade e mortalidade (Paré¢

et al., 2006; Lima, 2023).

Semelhante aos achados de Ahasan e colaboradores (2017) que ao analisar swabs
cloacais coletados de 73 tartarugas marinhas capturadas entre 2015 e 2016 adjacentes a Grande
Barreira de Corais, Citrobacter (30,5%) e Escherichia (12,4%) foram os géneros dominantes.
Contudo, em contraste com os nossos achados, o género Edwardsiella apresentou maior

predominancia, com 21,4%.

Citrobacter spp. sao frequentemente isoladas de tartarugas, independentemente da
presenca de lesoes (Ebani, 2023). Constituem a microbiota intestinal de humanos e animais,
estando naturalmente presentes no solo, na 4gua, no esgoto e nos alimentos. Embora geralmente

apresentem baixa relacdo com infecgdes em pessoas saudaveis, podem atuar como patdgenos
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oportunistas em casos de imunossupressao, afetando principalmente os tratos respiratorio e

urinario.

Em estudo conduzido por Campos e equipe (2020) com bactérias isoladas de P. unifilis,
observou-se uma alta frequéncia de C. freundii, achado que também se repete no presente
estudo. Essa espécie ¢ a principal associada a doenca ulcerativa cutdnea septicémica em
tartarugas. Considerada um patdgeno oportunista, C. freundii foi isolada de lesdes no casco de
Mauremys caspica por Mohammad, AlShammari e Bannai (2020), assim como de amostras

clinicas de tartarugas-de-carapaca-mole acometidas por septicemia fulminante (Hu et al.,

2010).

Alguns sorotipos de C. diversus apresentam potencial enteropatogénico, podendo causar
quadros de diarreia, além de estarem associados a casos de septicemia em pacientes
hospitalizados, meningite bacteriana, abscessos cerebrais e endocardite (Trabulsi & Althertum,
2024). No que diz respeito a presenca dessa espécie na microbiota de animais, sua ocorréncia

embora de carater oportunista, ainda é pouco documentada na literatura.

Sendo um habitante comum do trato intestinal de vertebrados de sangue quente, E.
coli também pode ser isolada em animais de sangue-frio, como répteis, cuja frequéncia ¢
altamente dependente de sua alimentagdo, contato com outros animais € do ambiente em que
vivem (Gordon & Cowling, 2003; Ramos et al., 2019). A frequéncia de isolamento de E.

coli encontrada neste estudo foi maior do que a relatada em estudos anteriores (Lima, 2023)

Escherichia coli ¢ um dos patdgenos de veiculagdo alimentar mais comuns, capaz de
disseminar diversas doengas ao longo da cadeia alimentar em diferentes ecossistemas. Essa
bactéria inclui cepas patogénicas, capazes de causar uma variedade de doencas intestinais e
extra-intestinais (Lima, 2023). A espécie ¢ responsavel por infecgdes intestinais por diferentes
mecanismos, além de varias outras cepas associadas a infec¢des urindrias, meningites e,

possivelmente, outras infec¢des extraintestinais (Trabulsi & Althertum, 2024).

Em pesquisa realizada por Santoro, Herndndez & Caballero (2006), ao analisarem a
microbiota de 70 tartarugas-verdes (Chelonia mydas) em Costa Rica, verificaram que os
membros da ordem Enterobacterales sao o grupo predominante de bactérias Gram-negativas
em répteis da ordem Testudines, sendo K. pneumoniae uma das enterobactérias mais

frequentemente isolada nas amostras, o que também foi observado neste estudo.
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Trotta e colaboradores (2021) identificaram a presenca de enterobactérias oportunistas,
como Klebsiella spp., Morganella spp. e Enterobacter spp., em feridas de tartarugas marinhas
cabegudas (Caretta caretta). Como destacado por Nascimento e Aratjo (2013),
microrganismos como M. morganii, Serratia spp. € C. freundii apresentam potencial patogénico
e podem representar riscos nao apenas a saude dos animais, mas também a saude humana, caso

haja contato com individuos imunocomprometidos.

Serratia spp. fazem parte da microbiota normal da cavidade oral de répteis e sdo
comumente isoladas de lesdes cutaneas, geralmente associadas a fontes traumaticas, como
feridas por mordedura (Mader, 2019). A espécie S. marcescens, em particular, ja foi relacionada
a lesdes cutaneas em tartarugas das espécies Emydura macquarii krefftii € Myuchelys
latisternum, atuando como patdégeno oportunista (Wirth et al., 2020). Por outro lado, essa

bactéria também ja foi isolada de tartarugas clinicamente saudaveis (Trotta ef al., 2021).

Edwardsiella tarda ¢ comumente isolada de organismos de 4dgua doce e marinhos,
incluindo tartarugas, peixes, cobras e lagartos. Em humanos, que geralmente atuam como
hospedeiros acidentais, as infecgdes gastrointestinais representam a manifestacao clinica mais
frequente, correspondendo a aproximadamente 83% dos casos relatados (Sobrinho et al., 2017;

Hasegawa et al., 2022).

Embora nao constituam o foco central desta pesquisa, bactérias Gram-negativas nao
fermentadoras foram frequentemente isoladas nas duas espécies de quelonios analisadas. Trata-
se de um grupo heterogéneo de patdgenos oportunistas, cuja associacdo com infecgdes

relacionadas a assisténcia a satde tem se tornado cada vez mais evidente (Geremia et al., 2025).

Dentre essas bactérias, destaca-se Shewanella putrefaciens, um bacilo Gram-negativo
nao fermentador de glicose, anaerdbio facultativo e produtor de sulfeto de hidrogénio (H-S).
Essa espécie ¢ comumente encontrada como parte da microbiota marinha, sendo isolada em
ambientes diversos, como aguas doces, salinas, fluviais e esgotos em diferentes regides do

mundo (Yu et al., 2022).

Fernandes e equipe (2021) isolaram S. putrefaciens de tartarugas-cabegudas (Caretta
caretta) nidificantes na ilha do Maio, em Cabo Verde, destacando seu papel na degradacao
ambiental e seu potencial patogénico. Embora considerada um patdgeno oportunista raro em
humanos, ja foi isolada de amostras clinicas e esta associada principalmente a infec¢des intra-

abdominais, de pele e tecidos moles (Benaissa et al., 2021; Muller et al., 2023).
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Ademais, observou-se uma maior frequéncia bacteriana em P. unifilis, em fun¢do do
maior numero de amostras coletadas, quando comparada a P. expansa. A diversidade dos
géneros bacterianos pode ter sido influenciada por fatores como a espécie analisada, o ambiente
de origem, o periodo de coleta e o tipo de amostra. Ainda assim, apesar dessas diferengas, foi
possivel observar uma consideravel similaridade entre as enterobactérias identificadas nas duas

espécies, sugerindo a existéncia de uma microbiota comum associada a esses quelonios.

Considerando que apenas as espécies de tracajas foram coletadas em rios distintos, a
diversidade de enterobactérias observada neste quelonio pode estar relacionada ao perfil
microbioldgico das dguas dos rios que esses animais foram coletados. Oliveira Antonio e equipe
(2015) enfatizam o impacto que a microbiota aquatica pode ter nas interagdes microbianas dos
animais que compartilham o ambiente aquatico. Sugerindo uma possivel correlagdo direta entre
a composicao bacteriana da dgua e a microbiota desses organismos, abrindo espago para que

estudos sobre as dguas desses rios complementem os achados deste estudo.

Infecgdes bacterianas causadas por patdogenos oportunistas Gram-negativos sdo
comumente relatadas em queldnios (Filek ef al., 2024). Muitos desses microrganismos fazem
parte da microbiota desses animais, mas podem ser perigosos, ndo apenas devido ao seu
comportamento oportunista, mas também como resultado da possivel disseminacdo de genes

de resisténcia (Pace ef al., 2019; Blasi et al., 2020).

A relevancia das enterobactérias tem evoluido significativamente ao longo das tltimas
duas décadas, com uma associagdo crescente a cepas resistentes a antibidticos (Pace et al.,
2019). Esse fenomeno tem gerado um interesse crescente na detec¢do dessas bactérias, ndo
apenas devido ao impacto na satide dos quelonios, mas também pela ameaga representada pela

resisténcia aos antibidticos, frequentemente observada nos isolados (Drane et al., 2021).

De fato, estudos sobre a suscetibilidade antimicrobiana de comunidades microbianas
isoladas de tartarugas (Alduina et al., 2020) sugeriram que isolados Gram-negativos sao
inerentemente resistentes a varios medicamentos, embora se mantenham suscetiveis a
antibioticos das classes das penicilinas, cefalosporinas de ultima geracdo, aminoglicosideos e

fluoroquinolonas (Blasi et al., 2020; Trotta et al., 2021).

Nesse contexto, todas as enterobactérias isoladas apresentaram sensibilidade aos
antibidticos CAZ e CRO, pertencentes a terceira geragao de cefalosporinas, e ao FEP, de quarta

geragdo. Também foi observada sensibilidade a CIP, SXT e TET, pertencentes respectivamente,
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as classes das fluoroquinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas. Achados semelhantes foram
relatados por Foti et al. (2009) e Filek et al. (2024), que observaram um perfil de elevada

suscetibilidade em bactérias isoladas de tartarugas saudaveis em ambiente natural.

Por outro lado, E. coli, C. freundii e K. pneumoniae apresentaram resisténcia a
ampicilina e a cefoxitina, além de perfil de susceptibilidade intermediario a gentamicina. Vale
ressaltar que K. pneumoniae, uma das espécies mais frequentemente isolada da microbiota oral
dos quelonios, também demonstrou uma resposta intermedidria ao imipenem. Esse dado
representa um alerta importante por ser um antibidtico frequentemente utilizado como

tratamento de escolha para infec¢des graves por K. pneumoniae.

Esses achados corroboram com Pace e coautores (2019), que ao analisar a resisténcia
de bactérias Gram-negativas na microbiota oral e cloacal de tartarugas-cabegudas, identificaram
altos indices de resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e a gentamicina. Os autores também
relataram resisténcia significativa aos fenicois, embora essas classes de antibioticos ndo tenham

sido avaliadas neste estudo.

Outros autores relataram que bactérias isoladas de tartarugas marinhas saudaveis em
vida livre geralmente apresentam um perfil de suscetibilidade antimicrobiana (Foti ef al. 2009;
Innis et al., 2017), especialmente em relacdo aos P-lactdmicos, padrio que também foi

observado nas tartarugas de d4gua doce analisadas no presente estudo.

Considerando que nesta pesquisa Klebsiella sp. tenha apresentado perfil de
sensibilidade intermediario a gentamicina, em um estudo realizado por Silveira e colaboradores
(2014) foi relatado resisténcia a esse antibidtico, além da ampicilina, em isolados provenientes
de Chelonoidis carbonaria (jabuti). Essa diferenga pode estar relacionada a fatores como o
ambiente de origem dos animais, pressdo seletiva exercida por antimicrobianos utilizados na

regido, ou mesmo a variabilidade genética entre as cepas.

Os mecanismos naturais de resisténcia e a notavel capacidade de adquirir genes de
resisténcia do ambiente exibida por bactérias Gram-negativas podem explicar o maior nimero
de cepas resistentes de Klebsiella sp. Citrobacter sp. e E. coli observadas nessa pesquisa. De
acordo com dados apresentados pelo BrCAST (2024), C. freundii possui resisténcia intrinseca
a ampicilina e cefoxitina, o que foi confirmado pelos achados deste estudo. K. pneumoniae

também demonstrou resisténcia a ampicilina, como esperado.
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K. oxytoca, embora conhecida por sua resisténcia intrinseca a ampicilina, nao
apresentou esse perfil nas amostras analisadas. Da mesma forma, P. vulgaris, que possui
resisténcia intrinseca descrita a ampicilina e a tetraciclina, também nao demonstrou resisténcia.
Por outro lado, S. marcescens apresentou resisténcia a ampicilina e tetraciclina, conforme
esperado, mas manteve sensibilidade as cefalosporinas, contrariando o perfil previsto (Tavares-

Carreon et al., 2023).

Esses resultados apontam para varia¢des fenotipicas possivelmente influenciadas por
fatores locais, ambientais ou adaptativos, refletindo as particularidades da microbiota analisada.
Tais discrepancias indicam que a resisténcia antimicrobiana pode ser mais dinamica e
influenciada pelo ambiente do que se presume com base apenas nos dados de resisténcia

intrinseca (Pace et al., 2019; Fernandes et al., 2021).

Diversos estudos tém investigado os fatores que contribuem para a resisténcia intrinseca
de patogenos bacterianos. Fernandez et al. (2013) observaram que muitos genes associados a
essa resisténcia estdo ligados a fungdes metabolicas essenciais a sobrevivéncia bacteriana, nao

tendo sido originalmente selecionados para atuar contra antibidticos.

Nesse sentido, sugere-se que a suscetibilidade bacteriana aos antimicrobianos esta
intimamente ligada ao seu metabolismo e aos estimulos ambientais, e que alteragdes
metabolicas podem influenciar significativamente a forma como esses microrganismos

respondem aos farmacos (Martinez & Rojo, 2011).

Com base nisso, a variagdo da susceptibilidade aos antibidticos em fun¢do do estado
metabdlico da bactéria caracteriza um processo bidirecional. Por um lado, alteragdes
fisiologicas podem induzir uma resisténcia transitoria, dificultando a acdo dos antimicrobianos.
Por outro, determinadas condigdes metabdlicas podem favorecer o aumento da susceptibilidade

(Corona & Martinez, 2013).

Desse modo, assim como ocorre com outras populacdes bacterianas, o fendmeno da
resisténcia antimicrobiana estd em constante evolugao e requer monitoramento continuo. Nesse
sentido, o papel das tartarugas de agua doce como possiveis reservatorios de cepas resistentes
deve ser investigado de forma mais aprofundada, com especial atencdo as diferentes

subpopulagdes (Foti et al., 2009; Pace ef al., 2019; Fernandes et al., 2021).
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7. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que tracajas (P. unifilis) e tartarugas-da-amazonia (P.
expansa) atuam como hospedeiros frequentes de enterobactérias, com destaque para Klebsiella
pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter freundii e Proteus mirabilis, bem como, bacilos
Gram-negativos ndo fermentadores de glicose - reconhecidos como patdgenos oportunistas

comumente isolados de lesdes em queldnios.

A maioria dos isolados demonstraram sensibilidade aos antimicrobianos testados. No
entanto, as enterobactérias predominantes, K. pneumoniae, E. coli e C. freundii, apresentaram
perfis de resisténcia a ampicilina e a cefoxitina, além de resisténcia intermedidria a gentamicina.
A deteccao de resisténcia intermedidria ao imipenem por K. pneumoniae acende um alerta
preocupante, considerando que esse carbapenémico ¢ frequentemente utilizado como ultima

op¢ao terap€utica no tratamento de infecgdes causadas por bactérias multirresistentes.

Tais achados reforcam a importancia da vigilancia microbioldgica continua,
considerando o papel dos quelonios como potenciais reservatorios de bactérias com relevancia
para a saide humana e ambiental. Contudo, a escassez de estudos acerca da microbiota desses
animais em ambientes naturais, associada as dificuldades inerentes a coleta de amostras, limita
o conhecimento disponivel, refletindo o niimero ainda restrito de pesquisas realizadas no
territorio nacional. Portanto, a continuidade dessa linha investigativa mostra-se promissora,
tanto para o avango do conhecimento cientifico quanto para o embasamento de estratégias de

conservagao dos quelonios sob a perspectiva integrada em Uma s6 saude.
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