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RESUMO
Shanice Shamara Fitten

"RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM ENTEROCOCCUS SPP. ISOLADA DE
TARTARUGAS-VERDE (Chelonia mydas) DE CAPTURA INTENCIONAL”

Orientadora: Professora Rosane Silva
Coorientadora: Msc. Fernanda Sobral Short

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovac¢io no RCS Trabalho de Conclusio de Curso.

As bactérias resistentes aos antimicrobianos estdo presentes em clinicas de satide e no ambiente
e tornaram-se uma preocupacao global, uma vez que sua prevaléncia nas representam ameagas
a saude e ao bem-estar dos seres vivos e a economia. Devido a alta resisténcia antimicrobiana
presente em seis bactérias patogénicas foi criado o grupo ESKAPE que significa as iniciais de
Enterococcus  faecium, Staphylococcus  aureus, Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, € Enterobacter spp. Os Enterococcus sao organismos
anaerobicos facultativos e tolerantes a uma variedade de condi¢des ambientais. As infecgdes
causadas por Enterococcus incluem as urinarias, endocardites, bacteremia, diverticulite ou
peritonites. Com o tempo, percebeu-se que bactérias pertencentes ao grupo Enterococcus spp,
passaram a apresentar resisténcia aos antimicrobianos aos quais antes eram suscetiveis,
tornando o tratamento mais preocupante. combaterem relagdo as bactérias resistentes presentes
no ambiente, ¢ necessario adotar uma abordagem multissetorial, com a associacdo de saude
publica, vigilancia ambiental e de alimentos, conhecido como “One Health”. Neste sentido, as
tartarugas-verde, Chelonia mydas sao excelentes bioindicadores/sentinelas para avaliar fatores
antropicos pois sdo espécies costeiras e altamente migratorias. O objetivo deste trabalho ¢
analisar a presenca de resisténcia antimicrobiana de Enterococcus spp isoladas de tartarugas-
verde, Chelonia mydas, oriundas da Praia de Itaipu, Niter6i, RJ, como biomarcadores. A coleta
foi realizada pela doutoranda Fernanda Short em colaboragdo com o projeto Aruand, onde
foram capturadas 16 tartarugas-verdes e coletadas amostras através de swabs estéreis do
pescoco e da cloaca de cada tartaruga seguido de sua identificagdio por meio de um
espectrometro de massa (MALDI-TOF), e armazenadas em glicerol a -20°C. Selecionamos 12
isolados previamente identificados como Enterococcus spp, foram crescidos em meio nutriente
seguido em placas com agar nutriente para a confirmagdo da identidade de Enterococcus spp
por meio de um espectrometro de massa (MALDI-TOF MS). Dez dos 12 isolados selecionados
cresceram apOs o cultivo, nove foram confirmadas como Enferococcus faecalis e 1 da
Enterococcus hirae depois o MALDI-TOF MS. Em seguida, prosseguimos para os testes de
Susceptibilidade a antimicrobianos (ampicilina-10ug, ciprofloxacina - 5pg, rifampicina - Sug,
tetraciclina - 30pug e vancomicina - 30ug). Houve uma prevaléncia de resisténcia a tetraciclina
observada em E.faecalis. Para a confirmacao da resisténcia a tetraciclina, escolhemos os trés
genes alvo para Tetraciclina mais frequentes para a detecgdo. Os primers TetM (F e R) TetS (F
e R) e TetL (F e R) foram utilizados para amplificacdo pelo método de Polymerase Chain
Reaction (PCR). O produto de amplificagdo dos genes alvo da Tetraciclina, foram avaliados
por a eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de etideo e visualizado por UV.
Observamos que 8 isolados foram positivos para os genes TetM, 5 para o TetL, e todos os
negativos para TetS. Finalmente, utilizando o sequenciamento Sanger, o consenso revelou e
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confirmou a presenga de 100% da regido nucleotidica amplificada entre o TetM (F e R) para
cada isolado.

Palavras-chave: Conceito “one health”; Chelonia mydas; Enterococcus spp; genes de
resisténcia aos antimicrobianos; cultivo de bactérias

X



RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS

Shanice Shamara Fitten

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM ENTEROCOCCUS SPP. ISOLADA DE
TARTARUGAS-VERDE (Chelonia mydas) DE CAPTURA INTENCIONAL

Orientador: Prof. Rosane Silva
Coorientador: Fernanda Sobral Short

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo
de Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios para obtencao do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas:
Microbiologia e Imunologia e aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusio de Curso.

Vocé sabia que animais como as tartarugas verdes encontrados ao longo da costa do Brasil
podem ser usados como fonte de bactérias que nao respondem mais aos antibioticos?

Enterococcus spp. é um grupo de bactérias comumente encontradas no trato gastrointestinal
de humanos e animais. Esses tipos de bactérias geralmente sdo inofensivos e contribuem para
o equilibrio do nosso intestino. Devido a sua extensiva exposi¢do a antibioticos, Enterococcus
spp ndo responde mais a alguns tipos comuns de antibioticos que ja foram eficazes. Como
consequéncia, muitas pessoas ficaram doentes em todo o mundo, o que agora se tornou uma
crise. Para avaliar e compreender esses grupos de bactérias, foi recomendado pela Organizacao
Mundial da Saude a utilizacdo de um conceito que envolve as relagcdes entre o nosso meio
ambiente, o ser humano e os animais, uma vez que cada um influencia o outro de uma forma
ou de outra. Da mesma forma, um animal que passa a maior parte do tempo migrando de uma
regido para outra e encontraria diversos tipos de poluentes foi selecionado para ser utilizado
como fonte de amostras bacterianas. As amostras foram obtidas na praia de Itaipu, Nitero6i, Rio
de Janeiro, como parte de um projeto de 2019 conduzido por Fernanda Short em colaboracdo
com o projeto Aruand. Amostras foram coletadas do pescoco e da cloaca de 16 tartarugas verdes
usando swab e depois levadas ao laboratdrio onde foram realizados testes para identificar cada
bactéria. Das bactérias coletadas, 12 Enterococcus spp. foram selecionados, deixados crescer
em meio de crescimento, seguido de confirmagdo de identidade usando uma técnica de
espectrometria de massa chamada MALDI-TOF. Dez das 12 amostras cresceram com sucesso
no meio de crescimento, enquanto as 2 restantes foram descartadas e o experimento continuou.
Nove das bactérias Enterococci foram identificadas como Enterococcus faecalis, enquanto as
restantes 1 Enterococcus hirae. A eficacia de 5 classes diferentes de antibioticos (ampicilina,
ciprofloxacina, rifampicina, tetraciclina e vancomicina) foi entdo testada contra Enterococcus,
dos quais a tetraciclina foi considerada ineficazes. A tetraciclina foi selecionada como o
antibiotico de interesse devido ao aumento da prevaléncia da resisténcia a este antimicrobiano
em Enterococcus faecalis, portanto, alguns genes responsaveis pela resisténcia a tetraciclina
foram direcionados usando pares de primers (direto e reverso) para TetM, TetS e TetL. No final
da pesquisa, 9 de 10 Enterococcus faecalis foram positivos para genes resistentes a tetraciclina
TetM. Embora a quantidade de amostras nio tenha sido suficiente para tornar a praia de Itaipu,
em Niteroi, um local de disseminag@o de Enterococcus faecalis resistente a tetraciclina, ainda
¢ necessario educar sobre o uso e descarte adequado de antibitticos para evitar o agravamento
deste problema.
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Antimicrobial-resistant bacteria are present in healthcare clinics and the environment and have
become a global concern, as their prevalence poses threats to the health and well-being of living
beings and the economy. Due to the high antimicrobial resistance present in six pathogenic
bacteria, the ESKAPE group was created, which stands for the initials of Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, and Enterobacter spp. Enterococcus are facultative anaerobic organisms and are
tolerant to a variety of environmental conditions. Infections caused by Enferococcus include
urinary infections, endocarditis, bacteraemia, diverticulitis, or peritonitis. Over time, it was
noticed that bacteria belonging to the Enterococcus spp group began to show resistance to
antimicrobials to which they were previously susceptible, making the treatment more worrying.
To combat resistant bacteria, present in the environment, it is necessary to adopt a multisectoral
approach, with the association of public health, environmental and food surveillance, known as
“One Health”. In this sense, green turtles, Chelonia mydas, are excellent bioindicators/sentinels
for evaluating anthropogenic factors as they are coastal and highly migratory species. The
objective of this work is to analyse the presence of antimicrobial resistance of Enterococcus
spp isolated from green turtles, Chelonia mydas, from Praia de Itaipu, Niter6oi, RJ, as
biomarkers. The collection was carried out by doctoral student Fernanda Short in collaboration
with the Aruand project, where 16 green turtles were captured, and samples were collected
through sterile swabs from the neck and cloaca of each turtle, followed by storage in glycerol
at -20°C. We selected 12 isolates previously identified as Enferococcus spp. They were grown
in nutrient medium followed by nutrient agar plates to confirm the identity of Enterococcus spp
using a mass spectrometer (MALDI-TOF MS). Ten of the 12 selected isolates grew after
cultivation, nine were confirmed as Enterococcus faecalis and 1 as Enterococcus hirae after
MALDI-TOF MS. We then proceeded to antimicrobial susceptibility tests (ampicillin-20ug,
ciprofloxacin - 5pg, rifampicin- Spg, tetracycline - 30pg and vancomycin - 30pug). There was a
prevalence of tetracycline resistance in E. faecalis. To confirm tetracycline resistance, we chose
the three most frequent tetracycline target genes for detection. The primers TetM (F and R),
TetS (F and R) and TetL (F and R) were used for amplification by the Polymerase Chain
Reaction (PCR) method. The amplicons of Tetracycline target genes were evaluated by agarose
gel electrophoresis, stained with ethidium bromide, and visualized by UV. We observed that 8
isolates were positive for the TetM gene, 5 for TetL, and all negative for TetS. Finally, using
Sanger sequencing, the consensus revealed that 100% of the DNA amplified nucleotide
sequences between TetM (F and R) for each isolate were present, confirming the present of
Tetracycline TetM resistant genes E. faecalis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Historia de Antimicrobianos

Os antibidticos sdo medicamentos usados para combater infeccdes
bacterianas em humanos e animais. Eles podem ser medicamentos naturais ou sintéticos e sao
capazes de combater as bactérias, matando-as ou dificultando seu crescimento e multiplicagdo,

sem afetar adversamente o hospedeiro, por meio de toxicidade seletiva (Madigan ef al, 2016).

Muitos anos antes que houvesse um bom conhecimento sobre doengas
causadas por bactérias, a descoberta dos antibidticos e métodos preventivos, o mundo naquela
época registrava altas taxas de mortalidade (Mohr, 2016). Consequentemente, as altas taxas de
morbidade e mortalidade colocaram imensa pressdo sobre os cientistas para conter a rapida
incidéncia de colera, sifilis, peste, tuberculose e febre tifoide, todas consideradas epidemias
durante o século XX (Mohr, 2016). Como resultado dessas condigdes hostis, os cientistas foram
encarregados de encontrar métodos viaveis para lidar adequadamente com essas epidemias em
espiral. Felizmente, embora sem querer, a penicilina foi descoberta em 1928 por Alexander
Fleming, professor de bacteriologia no St. Mary 's Hospital, em Londres do fungo produtor de
penicilina (Kourkouta L et al, 2018). Ap6s sua descoberta, foi introduzido como agente
terapéutico em 1940 contra doengas bacterianas como difteria e pneumonia. Como resultado,
varios antibioticos foram descobertos como meio de tratar diferentes tipos de doengas

bacterianas que tém diferentes mecanismos de acdo (Guimaraes et a/, 2010).

Embora a descoberta da penicilina e de varios outros antibidticos tenha
funcionado com sucesso no controle de doengas, agindo como um agente bactericida ou
bacteriostatico, eles ndo eram completamente seletivos e também antagonizavam as bactérias
residentes que eram essenciais para a microbiota de uma pessoa (Etebu e Arikekpar, 2016).
Quando a microbiota residente é interrompida, ela remove a competi¢do por recursos, altera
nichos e vantagens de crescimento, o que pode levar a um supercrescimento no nimero de
patdgenos oportunistas que resultam em doengas (Wu Y et al, 2021). Assim, o diagndstico
adequado e a prescrigdo de antibidticos sdo essenciais para prevenir problemas globais mais
sérios, como resisténcia, em relacdo a patdogenos oportunistas e como eles respondem a esses
medicamentos (Etebu e Arikekpar, 2016). No entanto, foram desenvolvidas diferentes classes
de antibidticos que funcionavam segundo diferentes mecanismos de a¢do para combater as

atividades bacterianas. Infelizmente, muitas dessas classes de medicamentos tornaram-se
1



ineficazes contra bactérias, o que agora pressiona os cientistas a desenvolverem novos

antimicrobianos para combater a resisténcia bacteriana (Aslam et a/, 2018).

1.1.1.Classes de Antibioticos

Em relacdo a descoberta de diferentes antibioticos surgiu a necessidade de
classificagdo. Os antibioticos sdo classificados principalmente com base em sua composigao
quimica (estrutura molecular), mecanismo de agdo e espectro de atividade, seguidos por
sistemas de classificagdo secundaria como modos de administracdo: oral, topico ou via

intramuscular (Etebu e Arikekpar, 2016).

No que diz respeito a estrutura molecular dos antibidticos, todos os
medicamentos semelhantes em estrutura molecular tendem a ser geralmente idénticos em sua
eficacia, efeitos colaterais e toxicidade. Os antiboticos podem ser de amplo espectro ou ser
direcionado para uma classe ou espécie bacteriana (Fair e Tor, 2014). Os antimicrobianos de
atividade de espectro restrito sdo especificos apenas para certas cepas ou grupos de bactérias
(estes sao frequentemente preferidos, pois ndo afetam bactérias ndo patogénicas residentes),
enquanto os de atividade de amplo espectro s@o inespecificos e sdo capazes de atuar em uma
faixa mais ampla de bactérias (muitas vezes usado quando a bactéria responsavel pela doenga
ndo pode ser identificada, mas infelizmente perturba a microbiota) (Fair e Tor, 2016).

O mecanismo de agdo indica se os antibioticos funcionam para matar
bactérias (bactericidas) ou inibem o crescimento/reproducdo de bactérias (bacteriostaticos).
Essas classes sdo beta-lactamicos, aminoglicosideos, glicopeptideos, ansamicinas, quinolonas,
estreptograminas, lipopeptideos, sulfonamidas, cloranfenicol, tetraciclinas, macrolideos e
oxazolidinonas (Madigan et al, 2016). Beta-lactamicos, aminoglicosideos, glicopeptideos,
ansamicinas, quinolonas, estreptograminas ¢ lipopeptideos sdo todos agentes bactericidas,
enquanto sulfonamidas, cloranfenicol, tetraciclinas, macrolideos e oxazolidinonas atuam como

bacteriostaticos (Brunning, 2014) (Figura 1).
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Figura 1: Diferentes classes de antibidticos, exemplos e os mecanismos de a¢des. Fonte:ReAct

1.1.2.Mecanismo de a¢ao de Antibidticos

Grupos de antibioticos sdo agrupados com base em seu mecanismo de agao,

conforme mencionado anteriormente na se¢ao 1.1.1. Esses varios mecanismos de a¢do sdo os
caminhos pelos quais cada classe de antibioticos trabalha para matar ou inibir o crescimento e
a multiplicacdo de bactérias (Madigan et al, 2016). Esses mecanismos incluem i) inibi¢do da
biossintese da parede celular bacteriana (Beta-lactamicos e glicopeptideos), ii) inibicdo da
sintese de proteinas (aminoglicosideos, estreptograminas, cloranfenicol, tetraciclinas,
macrolideos e oxazolidinonas), iii) rompimento da membrana celular multipla (lipopeptideos),
iv) preven¢do do crescimento ¢ multiplicagdo bacteriana (sulfonamidas) v) inibi¢do da sintese
de RNA (ansamicinas) e vi) interferéncia com a replicacdo e transcri¢do do DNA bacteriano

(quinolonas) (Brunning, 2014) (Figura 1).


https://www.reactgroup.org/wp-content/uploads/2022/11/Antibiotic-Classes-Slides3.png

1.1.3.Desenvolvimento de Resisténcia a Antibioticos por Bactéria

A resisténcia aos antibidticos ¢ um fendmeno natural, que existe em bactérias
como um dos muitos mecanismos utilizados como defesa contra outras bactérias, quimicas, ¢
outras substincias naturais ou sintéticas presentes na ambiente delas, que possam ser uma
ameaca para a sua sobrevivéncia. Logo apos a introducdo dessas drogas no mercado global,
com excecdo da Penicilina que supostamente apresenta resisténcia intrinseca antes de seu
langamento no mercado, algumas bactérias foram capazes de desenvolver mecanismos de
resisténcia contra essas drogas, a fim de escapar e sobreviver aos seus efeitos prejudiciais. A
tetraciclina foi introduzida no mercado em 1950, mas mais tarde descobriu-se que as bactérias-
alvo desenvolveram resisténcia a essa droga. Esta tendéncia continuou em 1962, quando a
resisténcia a meticilina foi identificada, seguida pela eritromicina em 1968, gentamicina em

1979, ceftazidima em 1987 e vancomicina em 1988 (Figura 2).

r

Quando se fala em bactérias resistentes, ¢ importante investigar se essas
espécies sdo naturalmente resistentes (ou seja, sempre apresentaram resisténcia intrinseca a
determinado antibidtico, por exemplo Escherichia coli a macrolideos), ou se adquiriram essa
resisténcia por mutagdo ou selegdo (por exemplo, resisténcia do Mycobacterium tuberculosis a

rifampicina) (Habboush e Guzman, 2023).

) Desenvolvimento ao mercado

@ Identificagdo de Resisténcia

Tetraciclina Meticilina Gentamicina Ceftazidima
| i — 1
1940° 1943 1950 1953 1959 1960 1962 1967 1968 1972 1979 1985 198/ 1988
| | - | L
Penicilina Eritromicina Vancomicina

Figura 2: Desenvolvimento de resisténcia com linha do tempo com os eventosprincipais. Esta
tabela foi adaptada de “Ameacas de resisténcia a antibidticos nos Estados Unidos, 2013” do CDC por FAAST.

1.1.4.Mecanismos de Resisténcia usada pela Bactéria

Para escapar aos efeitos nocivos dos antibidticos e aumentar as suas hipoteses

de sobrevivéncia, as bactérias, sendo notaveis na plasticidade genética, foram capazes de
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desenvolver varios mecanismos. Dois desses principais mecanismos genéticos do ponto de vista
evolutivo incluem: i) mutacdo genética e ii) aquisicdo de determinantes de resisténcia via
codificagio de DNA de outras bactérias através da transferéncia horizontal de genes

mencionada anteriormente na se¢do 1.1.2 (Munita ¢ Arias, 2016).

A mutagdo genética sendo um dos mecanismos mais importantes para as
bactérias, confere resisténcia aos antibidticos através de modificagdes no alvo do antibidtico
que diminui a afinidade pelo medicamento, inativacdo enzimatica de antibidticos e expressao
de bombas de efluxo multidrogas para expulsdo de moléculas antibioticas prejudiciais (Figura
3) (Blair ez al., 2015). Por exemplo, a resisténcia do Mycobacterium tuberculosis a Rifampicina,
um antibiotico de primeira linha utilizado no tratamento da tuberculose, pode ser atribuida a

mutagdes no gene bacteriano rpoB (El Mehdi Bentaleb et al, 2017).

Além da mutacdo, a transferéncia horizontal de genes (THG) de genes
resistentes por meio da codificacdo do DNA de uma bactéria para outra também causa a
aquisicdo de genes resistentes. Através do TGH, as bactérias sdo capazes de adquirir genes
externos via: i) transformagdo (incorporagdo de DNA), ii) transdugdo (mediada por fagos) e iii)
conjugacao (Munita e Arias, 2016). Portanto, o TGH também foi responsavel pela disseminac¢ao
de genes de resisténcia antimicrobiana no meio ambiente e pelo desenvolvimento de resisténcia

antimicrobiana entre bactérias de relevancia clinica.

Mecanismos de resisténcia bacteriana

ALTERAGAO DE | MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM ¢ ATM

parede
bacteriana ATM
7 ATM
plasmideo
membrana
bacteriana
genes de
resisténcia
ATM = antimicrobiano DNA bacteriano [ALTERAGAO DO SiTIO DE ACAO]

Figura 3: Mecanismos de resisténcia. Fonte: centerLab



1.1.5.Efeitos Socioeconomicos da Resisténcia entre Humanos

Como resultado de bactérias resistentes a antimicrobianos, muitas doencas
em humanos que inicialmente responderam a certas classes de antimicrobianos, agora se
tornaram ineficazes. Devido a ineficacia desses medicamentos contra doengas encontradas em
seres humanos, houve uma pressao sobre o sistema de saude ptiblica global e a economia global
(Gelband et al, 2015). Consequentemente, gera um aumento dos custos dos cuidados de saude,
da perda de produtividade, do impacto negativo no comércio global e da dificuldade em
controlar surtos (Kobeissi ef a/,2021) . H4 também as consequéncias de ter que desenvolver
antibioticos de segunda geracao dispendiosos para combater estas doengas resistentes, aumentar
o tempo de hospitalizagdo ¢ aumentar a morbilidade e mortalidade de mortes relacionadas com

doengas resistentes (Shrestha et al, 2022).

Com base nos efeitos socioecondmicos acima mencionados sobre a
populagdo, o Centros de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) relataram que bactérias
resistentes a antimicrobianos foram responsaveis por cerca de 2.8 milhdes de infecgdes, o que
consequentemente causou a morte de 35.000 pessoas a cada ano nos Estados Unidos da América
(EUA) (CDC 2019). Com a ameaga constante da disseminacdo de genes resistentes aos
antibioticos (GRA) presentes no nosso ambiente, e os seus efeitos prejudiciais sobre a
estabilidade econdmica global, prevé-se que até 2050 sera necessario um custo adicional de 1
bilhdo de ddlares em cuidados de saude, juntamente com perdas de 1 bilhdo a 3,4 bilhdes de

dolares do Produto Interno Bruto (PIB) por ano até 2030 (CDC, 2023).

1.1.6.Resisténcia — Animais

Como hé preocupagdes crescentes com a resisténcia antimicrobiana em
humanos, também ha tendéncias e preocupacdes crescentes em animais. Os antibidticos tém
sido amplamente utilizados em todo o mundo na cria¢do de animais para consumo (Marshall e
Levy, 2011). Essas drogas sdo usadas tanto para promover o crescimento do gado quanto para
prevenir as doengas (Caneschi et a/,2023). No entanto, com o uso continuo, pode haver a
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selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos que afetam a saide humana e
consequentemente pode ser um problema de satde publica. A transferéncia de bactérias
resistentes a antimicrobianos de animais para humanos pode se dar por meio do consumo de

produtos alimenticios, contato ambiental ou contato agricola (Caneschi ef a/,2023).

Um estudo realizado revelou que, em 2017, a China consumiu 45% do uso
mundial de antimicrobianos usados em animais. O referido estudo também projetava que, até o
ano de 2030, a China continuaria como o maior consumidor, com uma taxa de 43%. Também
foi revelado que China (45%), Brasil (7,9%), Estados Unidos (7,0%), Tailandia (4,2%), india
(2,2%), Ird (1,9%), Espanha (1,9%), Russia (1,8%), México (1,7%) e Argentina (1,5%), foram
registrados no ano de 2017, como os 10 principais paises que mais consumiram antimicrobianos
veterinarios. Esses paises respondem conjuntamente por um total de 75% do uso global de
antimicrobianos veterindrios na produ¢do de produtos de origem animal e 50% da populagao

(Tiseo et al, 2020) (Figura 4).
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Figura 4: O consumo de antimicrobianos veterinarios nos 10 principais paises em 2017 (barras brancas) e seu
consumo projetado 2030 (barras coloridas). CHN, China; BR, Brasil; USA, Estados Unidos; THA, Tailandia;
IND, India; IRN, Ird; ESP, Espanha; RUS, Russia; MEX, México; ARG, Argentina. Adaptado de: Tiseo et al,
2020.



1.2. A Historia do Enterococcus spp. e ESKAPE

Devido a alta resisténcia antimicrobiana presente em seis bactérias
patogénicas foi criado o grupo ESKAPE que corresponde as iniciais de Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas

aeruginosa, e Enterobacter spp. (Denissen et al,2022)

Os Enterococcus sdo organismos gram-positivos, anaerobios facultativos e
tolerantes a uma variedade de condi¢Oes ambientais. Enterococcus sdo habitantes naturais do
trato gastrointestinal em animais e humanos, sendo Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis duas das espécies de patogénese mais oportunistas (Barnes ef al, 2016). As infecgoes
causadas por Enterococcus incluem as urinarias, endocardites, bacteremia, diverticulite ou
peritonites. Com o tempo, percebeu-se que bactérias pertencentes ao grupo Enterococcus spp.,
passaram a apresentar resisténcia aos antimicrobianos aos quais antes eram suscetiveis,
tornando o tratamento mais preocupante. Por exemplo, Enterococcus resistentes a vancomicina
foram detectados em isolados de hemocultura analisados de pacientes com manifestagdes
clinicas de infec¢ao do trato urinario (ITU) associada a um cateter, bacteremia associada a um

cateter vascular, infec¢do intra-abdominal e pélvica e endocardite (Oliveira et al, 2020).

1.3.0One Health

Como uma abordagem para combater rapidamente bactérias multirresistentes
e a ameaca que representam para a saude publica e o bem-estar, a Organizacdo Mundial da
Satde (OMS) recomenda uma agdo multissetorial, que inclui o setor de produgéo agricola e
animal, o setor de processamento de alimentos, o setor de saide humana e o setor ambiental

(WHO, 2022).

Cada setor do nosso ecossistema esta interconectado e, portanto, cada setor
influencia a atividade e a abundéancia do outro. Com isso, genes multirresistentes sdo
transferidos constantemente de humanos para animais e vice-versa, o que acaba poluindo nosso

meio ambiente e consequentemente afetando outros setores de nosso ecossistema (CDC, 2022)

(Figura 5).
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Figura 5: Adaptado de One health concept. Fonte: Qiao M., GuoYing G., Singer AC, GuanZhu Y. 2018.
Bactérias resistentes a antimicrobiana — ARB, Genes resistentes a antimicrobiana.

1.4. Espécies bioindicadoras

1.4.1.Conceito

Como resultado da transferéncia de genes de resisténcia antimicrobiana de
uma espécie interconectada para outra, surge a oportunidade de investigar usando uma ou mais
espécies de qualquer setor ecoldgico, neste sentido, o conceito “One Health”, a fim de melhor
estudar e avaliar a multirresisténcia antimicrobiana (WHO, 2015).

Essas espécies sdo chamadas de espécies bioindicadoras e sdo organismos
cuja presenga ¢ abundancia podem ser usadas para monitorar a saide do meio ambiente. Essas
espécies sdo excelentes para avaliar fatores antrdpicos e até que ponto o ambiente foi

comprometido por sua presenca, por exemplo, Chelonia mydas (Arias, 2007).

1.4.2. Tartarugas-verde (Chelonia mydas)

As tartarugas marinhas sdo popularmente conhecidas por seu comportamento
migratorio, pois o fazem para alimentagdo, repouso e reproducdo, e sdo conhecidas por migrar

de maneira transocednica em zonas tropicais subtropicais (Lohmann et al, 1996).
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Tartarugas-Verde (Chelonia mydas) € comumente conhecida por migrar
muitos quilometros de seu local de alimentacdo para sua praia natal para se reproduzir. (Candan.
O ¢ Candan. D.E, 2020).

Devido a sua constante migragao transoceanica e passando a maior parte das
suas vidas ao longo das costas marinhas, as tartarugas-verde estdo expostas a muitos fatores
antropogénicos. Como resultado, Chelonia mydas (Figura 6) serve como um excelente
bioindicador para o monitoramento de poluicdo e, consequentemente, a satide publica humana.
Além disso, devido a constante exposicao a polui¢do costeira, Chelonia mydas serve como um

excelente reservatorio para o estudo de bactérias resistentes (Read et al, 2014).

Figura 6: Tartaruga-verde, Chelonia mydas. Fonte:https://www.monaconatureencyclopedia.com/

1.5. Métodos de Deteccao

Com o estabelecimento de uma espécie bioindicadora viavel, como a
Chelonia mydas, ¢ importante usar métodos eficientes para estudar e avaliar cuidadosamente a
extensdo em que os genes de resisténcia antimicrobiana se espalharam no ambiente. Com isso,

¢ essencial a aplicagdo tanto de métodos tradicionais para detectar a suscetibilidade de amostras
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bacterianas coletadas de Chelonia mydas, quanto de métodos moleculares para confirmar a

presenca de genes de resisténcia.

1.5.1.Testes de Susceptibilidade aos Antibioticos (Antibiogramas)

O antibiograma ¢ uma forma de método tradicional de testar a suscetibilidade
de amostras bacterianas usando diferentes classes de antibidticos. A forma comum de teste de
antibiograma usada ¢ a difusdo em disco, onde o meio de agar ¢ adicionado a uma placa de Petri
e ¢ inoculado com a amostra, ap6s os discos de antibiotico sdo colocados estrategicamente no

topo (Madigan et al, 2016).

Algumas das vantagens da utilizacao deste método sdo i) Baixo custo; ii)
Simples e facil de executar iii) Simples e rapido de interpretar v) Alta flexibilidade na selecdo

de antibidticos (Madigan et al, 2016).

1.5.2. Amplificaciao de genes (PCR)

A Polymerase Chain Reaction - PCR ¢ uma técnica molecular utilizada para
fazer inimeras copias de um segmento de DNA de interesse. A PCR faz isso usando um DNA
modelo com a regido de interesse (neste caso, genes de resisténcia a antibioticos como tetA),
juntamente com primers especificos para as extremidades desse gene alvo que se ligardo ou se
ligardo a seus locais complementares onde a amplificagdo ocorrera e permitird a confirmagao

de genes-alvo (Britannica, 2023).

Algumas das vantagens da utilizagcdo deste método sdo i) Técnica muito
precisa; ii) Baixo custo; iii) Permite a deteccdo de até mesmo uma tnica copia de um modelo
de DNA especifico; iv) Amplifica com eficiéncia e rapidez uma pequena quantidade de amostra

de DNA para milhdes de copias em apenas algumas horas (Madigan et al, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Com o crescente problema global de bactérias resistentes, tem sido colocada
grande urgéncia no monitoramento deste problema por investigadores e cientistas. Muitas
doengas causadas por bactérias resistentes ja ndo respondem a numerosos antimicrobianos, aos
quais eram anteriormente suscetiveis. Como resultado, muitos individuos sucumbiram a estas
infec¢des, colocando pressdo sobre o custo do tratamento na economia global e na saude
publica. Para combater a rdpida propagagdo de genes resistentes, ¢ extremamente importante
aplicar a abordagem multisetorial do Conceito de Satide Unica, uma vez que permite o
direcionamento adequado da saude humana, animal e ambiental. Enterococcus spp, geralmente
parte da microbiota intestinal humana e animal, tornou-se uma preocupagao crescente devido a
sua prevaléncia no meio ambiente e as amostras coletadas de animais e humanos durante o
tratamento médico. Além de sua presenga aumentada em materiais clinicos e ambientais, genes
altamente resistentes foram detectados contra antibidticos de primeiras geragdes usados para
tratar doengas relacionadas a Enterococcus, por exemplo, genes responsaveis pela resisténcia a
tetraciclina TetM, TetS, TetL, TetK e TetO. Com base nisso, acredita-se, que o estudo de
reservatorios ambientais contendo Enterococcus spp resistentes pode ser ideal para os objetivos
desta pesquisa. Portanto, para estudar e identificar efetivamente a atividade da comunidade
microbiana e o perfil funcional dos genes, incluindo genes de resisténcia antimicrobiana em
Enterococcus spp, € importante utilizar técnicas dependentes e independentes de cultura.
Trabalho prévio do laboratorio identificou bactérias presentes na cloaca e pescoco de 16
tartarugas (Chelonia mydas) e verifou a presenca de bactérias resistentes a antimicrobianos

(Short, F.S et al, 2023).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos geral

Analisar Enterococcus spp. resistentes previamente isolados de tartarugas-

verde, Chelonia mydas, oriundas da Praia de Itaipu, Niteroi, RJ.

3.1.1.0bjetivos especificos

e Avaliar a susceptibilidade e o crescimento de Enterococcus spp. em meio Miieller

Hinton usando diferentes classes de antimicrobianos .

e Avaliar os genes responsaveis pela resisténcia aos antimicrobianos em Enterococcus

Spp-
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencao das amostras

A coleta foi realizada pela doutoranda Fernanda Short em colaboragdo com o
projeto Aruand, onde foram capturadas 16 tartarugas-verde, que foram numerados
individualmente de 1 a 16, pesados e coletadas amostras através de swabs estéreis do pescocgo
(N) e da cloaca (C) de cada tartaruga, seguido de sua identificagdo por meio de um
espectrometro de massa matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass

spectrometry (MALDI-TOF), e armazenadas em glicerol a -20°C.

4.2. Cultivo de Enterococcus spp.

12 isolados bacterianos de Enterococcus spp. foram selecionados e cultivados

em meio nutriente sem antibioticos (Tabela 1).

Tabela 1: Isolados prévios de Enterococcus avaliados neste trabalho e seu local de isolamento. N- Pescogo, C -

Cloaca. Col - Colonia. Cada niimero na frente representa o numero de identificacdo de cada tartaruga, de onde

veio cada amostra. Por exemplo, 8N Col. 1 é¢ uma colonia numerada 1 que veio do pescoco da tartaruga 8.
Isolados

5N Col. 4

5N Col. 5

8C Col. 4

8C Col. 5

8N Col. 1

8N Col. 2

8N Col. 3

8N Col. 4

8N Col. 5

9N Col. 1

10C Col. 1

10C Col. 4
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4.3. Confirmacao da identidade de Enterococcus spp. pelo MALDI-TOF

Dos 12 isolados de Enterococcus spp. apenas 10 cresceram com sucesso em
meio nutriente e agar nutriente sem antibiotico (SN COL.5, 8N COL.1, 8N COL.2, 8N COL.3,
8N COL.4, 8N COL.5, 8C COL.5, 9N COL.1, 10C COL.1 e 10C COL.4). Os 2 isolados que
nao cresceram foram descartados e o experimento continuou com a confirmagao da identidade
por matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF

MS) dos 10 isolados.

4.4. Testes de Susceptibilidade ao Antibiotico (Antibiogramas)

Em seguida, prosseguimos para os testes de susceptibilidade a
antimicrobianos usando disco de antibidticos (ampicilina-10ug, ciprofloxacina - 5ug,
rifampicina - 5pg, tetraciclina - 30pg e vancomicina - 30pg) usando meio Miieller Hinton. As
placas foram deixadas para incubar 37°C por 24h. Depois das 24 h, foram retiradas as placas
da estufa e avaliadas para cada amostra medindo-se a zona do halo em milimetros,
comparando-a com o Manual de Antibiograma 2023- CLSI do Clinical and Laboratory

Standards Institute a fim de determinar a resisténcia ou sensibilidade de cada um.

4.5. Extracao de DNA

Os isolados resistentes previamente cultivados na seccdo 4.4 foram
centrifugados por 10 minutos a 3200 rpm, seguido da adi¢do de tampao (Tris - HCL 25mM pH
7,5; EDTA 1mM, NaCl 0,1 mM, SDS 0,3%) ¢ agitados suavemente. para suspender as células.

As células centrifugadas, foi adicionada proteinase K (estoque: 20mg/ml),
misturada e incubada durante a noite a 37°C. Os tubos foram retirados da incubadora apos 24
horas e deixados atingir a temperatura ambiente. Ao atingir a temperatura ambiente, adicionou-
se NaCl saturado (-6M) e agitou-se vigorosamente durante 30 segundos até a mistura ficar
opaca. Os tubos foram centrifugados novamente por 10 minutos em velocidade maxima (10.000
rpm) utilizando centrifuga clinica. Foram feitas observacdes de pellets brancos e de um

sobrenadante transparente e viscoso correspondente as proteinas precipitadas e ao DNA,
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respectivamente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos, seguido da adi¢do de etanol
100% e centrifugagdo por 2 minutos a 10.000 rpm.

Os pellets foram lavados com etanol 70%, centrifugados por 10 minutos a
10.000 rpm, seguido da remocao do etanol 70%. Os pellets foram ressuspensos em TE-4 e
depois aquecidos a 55°C por 10 minutos para solubilizar o DNA, transferidos para tubo

Eppendoff de 1ml e armazenados no freezer a -20°C.

4.6. Quantificacao do DNA

O DNA extraido de cada amostra foi posteriormente quantificado utilizando
um NanoPhotometer®N120/NPS80/N60/N50/C40, e foram obtidas a concentragdo (ng/ul) e a
absorbancia (A260/A280) de cada um.

4.7. Amplificacdo de DNA

Houve uma prevaléncia de resisténcia a tetraciclina nas amostras, ¢ para a confirmagdo da
resisténcia a tetraciclina, escolhemos os trés genes alvo para Tetraciclina mais frequentes para
a deteccio (Jia et al2014 e Rathnayake et al, 2012). Os primers TetM
(F:GTGTGACGAACTTTACCGAA e R:GCTTTGTATCTCCAAGAACA), TetS
(F:CCATTGATATCGAAGTACCTCCAA e R:ATCGCTGGACCGACTCCTT), e TetL
(F:CCATTGATATCGAAGTACCTCCAA e R:ATCGCTGGACCGACTCCTT) descrito na tabela
2 foram utilizados para amplificacdo pelo método de Polymerase Chain Reaction (PCR)
utilizando o termociclador Applied Biosystems Verti 96 Well com os seguintes pardmetros de

temperaturas de anelamento de 50°C para TetM e 55°C para TetL e TetS para 35 ciclos.
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Tabela 2: Primers de PCR resistentes a tetraciclina.

Genes Sequéncia dos Primers Tamanho  Temperatu Referéncias
(5°-3") (bp) rade
Anelament
o(0)
TetM  F: GTGTGACGAACTTTACCGAA 501 50 [Jia et al, 2014]

R: GCTTTGTATCTCCAAGAACAC

TetL F: CCATTGATATCGAAGTACCTCCAA 68 55 [Rathnayake et al, 2012]
et
R: AGGAAGTGGTGTTACAGATAAACCAA
TetS F: GGGTAAAGCATTTGGTCTTATTGG 63 55 [Rathnayake et al, 2012]
et

R: ATCGCTGGACCGACTCCTT

*Todos os primers foram selecionados a partir de informagdes publicadas.

O produto de amplificacdo dos genes alvo da Tetraciclina, foram avaliados
por eletroforese em gel de agarose 1,5% (TetM) e 2% (TetS e TetL), corado com brometo de

etideo e visualizado por UV.

4.8. Sequenciamento Sanger

Usando o kit de sequenciamento BigDye™ Terminator v3.1, o DNA

amplificado foi sequenciado usando o 3500 Genetic Analyzer.
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5. RESULTADOS

5.1. Cultivo de Enterococcus spp.

Dos 12 isolados de Enterococcus spp selecionados cultivados em agar
nutriente sem antibidticos (Tabela 1), apenas 10 (SN COL.5, 8N COL.1, 8N COL.2, 8N COL.3,
8N COL.4, 8N COL.5, 8C COL. 5, 9N COL.1, 10C COL.1 e 10C COL.4) cresceram apds 24
horas a 37°C na incubadora. Estes 2 isolados (SN COL.4 ¢ 8C COL.4) foram deixados
crescendo durante mais 24 horas a temperatura ambiente, no entanto, apos esse periodo de
tempo, nao houve crescimento visivel. Essas amostras foram descartadas e o experimento

continuou com as 10 restantes.

5.2. Confirmaciao da identidade de Enterococcus spp. pelo MADLI-TOF

Depois de realizar o matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS)(Tabela 3), 9 de 10 amostras (SN COL.5, 8N COL.1, 8N
COL.2, 8N COL.3, 8N COL.4, 8N COL.5, 8C COL.5, 9N COL.1 e 10C COL.1) foram
confirmados como FEnterococcus faecalis enquanto a amostra restante (10C COL.4) foi
confirmada como Enterococcus hirae. Com base nos valores de pontuacdo de cada amostra
estarem entre 2,00 e 3,00, todas foram interpretadas como identificadas com grande confianca
(+++).

Tabela 3: Identificacdo das espécies e classificagdo do valor log (pontuagdo) das amostras. Pescogo (N), Cloaca
(C), COL-colénia.

Amostras Valor de log (pontuacgao) Espécies

SN COL. 5 2.24 Enterococcus faecalis
8N COL. 1 2.27 Enterococcus faecalis
8N COL. 2 2.28 Enterococcus faecalis
8N COL. 3 2.22 Enterococcus faecalis
8N COL. 4 2.39 Enterococcus faecalis
8N COL. 5 2.24 Enterococcus faecalis
8C COL. 5 2.31 Enterococcus faecalis
9N COL. 1 2.38 Enterococcus faecalis
10C COL. 1 2.24 Enterococcus faecalis
10C COL. 4 230 Enterococcus hirae
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5.3. Testes de Susceptibilidade ao Antibiotico (Antibiogramas)

Todas as amostras foram resistentes a tetraciclina (Tabela 4). A determinacao
da sensibilidade e resisténcia foram baseadas nas recomendagdes do manual antibiograma
2023-CLSI do Clinical and Laboratory Standards Institute. O manual forneceu os parametros
necessarios para medir o didmetro do halo se formado, ao redor de cada disco de antibiotico,

para distinguir sensibilidade ou resisténcia em termos de Enterococcus spp e também, as

classes/concentracdes de antibiodticos a ser utilizados.

Tabela 4: Teste de sensibilidade aos antibidticos de cada amostra utilizando discos de papel de filtro
impregnados com antibidticos. Ampicilina (AMP), Ciprofloxacina (CIP), Rifampicina (RIF), Tetraciclina (TET),

Vancomicina (VAN), Sensivel-S, Resistente-R, N-pescoco, C-cloaca, Col-colonia.

Amostras AMP | CIP | RIF | TET | VAN Espécies

SN Col. 5 S R R R S Enterococcus faecalis
8N Col. 1 S S S R S Enterococcus faecalis
8N Col. 2 S S S R S Enterococcus faecalis
8N Col. 3 S R Enterococcus faecalis
8N Col. 4 S S S R S Enterococcus faecalis
8N Col. 5 S S S R S Enterococcus faecalis
9N Col. 1 S S S R S Enterococcus faecalis
8C Col. 5 S S S R S Enterococcus faecalis
10C Col. 1 S S S R S Enterococcus faecalis
10C Col. 4 S S S R S Enterococcus hirae
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5.4. Extracao e Quantificacao de DNA

Tabela 5: Concentragdes em nanogramas por mililitros (ng/pl) e absorvancias (A260/A280) do DNA extraido
equantificado.Pescogo-N, Cloaca- C, COL- Colonia

Quantificacdo do DNA

Amostras Concentragoes (ng/ul) Absorvancia (A260/A280)
5N COL. 5 1.8500 1.947
8N COL. 1 42.700 1.596
8N COL. 2 11.850 1.717
8N COL. 3 21.450 2.043
8N COL. 4 8.6500 1.713
8N COL. 5 11.300 1.674
8C COL. 5 8.9000 1.589
9N COL. 1 18.300 1.916
10C COL. 1 5.3000 2.163
10C COL. 4 3.9000 1.814

5.5. Amplificaciao de DNA

Ap6s quantificagdo, amplificacdo foi realizada utilizando 9 das 10 amostras,
excluindo a amostra SN COL.5, que foi descartada devido a sua concentracdo extremamente
baixa conforme mencionado na Secio 5.4 (Tabela 5). Além das 8 amostras de E. faecalis (8N
COL.1, 8N COL.2, 8N COL.3, 8N COL.4, 8N COL.5, 8C COL.5, 9N COL.1, 10C COL.1), 1
E. hirae (10C COL.4), controles positivos (Enterococcus faecalis AV11-7 e Enterococcus
faecalis AC-4) para TetM, TetS e TetL foram obtidos do Departamento de Microbiologia
Médica do Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da UFRJ e amplificados. Todas as F.
faecalis amostras foram positivas para TetM como visto na Figura 7, e o tamanho do amplicon
mencionado na Tabela 2 correspondeu as bandas que apareceram sob luz UV. O mesmo foi
repetido para TetS e TetL, exceto que eles foram amplificados ao mesmo tempo, ¢ que foram
autorizados a correr em agar a 2% usando uma escada de DNA de 50 pb devido ao seu tamanho,

conforme descrito na Tabela 2. Todos as amostras foram negativas para o gene TetS ao observar
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o gel sob luz UV como vista na Figure 8, enquanto apenas 8N COL.4, 8N COL.5, 8C COL.5,
ON COL.1, 10C COL.1 e 10C COL.4 foram positivos para Tetl. como mostrada na Figura 9.
Em relagdo ao consenso obtido no sequenciamento Sanger apds alinhamento, todas as
sequéncias de nucleotideos do isolado FE.faecalis sequenciado com primer TetM reverso
(GCTTTGTATCTCCAAGAACA) corresponderam entre 20 pb e 230 pb com variagdo minima
entre 1 pb e 19 pb. Por outro lado, todo o DNA de E. faecalis sequenciado usando o iniciador
forward TetM (GTGTGACGAACTTTACCGAA) correspondeu a regido de nucleotideos entre
250 bp e 491 bp com pequenas variagdes no final das sequéncias de nucleotideos, como visto
na Figura 10. Além do alinhamento de nucleotideos individuais de cada amostra, cada consenso
se alinhou perfeitamente a uma regido TetM de Enterococcus faecalis de origem retirada do
Geneious prime (Figura 11). Uma contagem geral revelou que as colonias 1, 2 e 3 do pescogo
da tartaruga 8 foram todas positivas apenas para TetM, enquanto as colonias 4 e 5 do pescoco
da tartaruga 8, a colonia 5 da cloaca da tartaruga 8 e a colonia 1 da cloaca da tartaruga 10 foram
todos positivos para TetM e TetL. Finalmente, a colonia 4 da cloaca da tartaruga 10 foi positiva

apenas para TetL (Tabela S).

500
pb

Figura 7: Amplicons PCR TetM de Enterococcus faecalis e Enterococcus hirae. Coluna 1, escada de DNA de
100 pb; coluna 2 8N COL.1; coluna 3, 8N COL.2; coluna 4, 8N COL.3; coluna 5, 8N COL.4; coluna 6, 8N
COL.5; coluna 7, 8C COL.5; coluna 8, 9N COL.1; coluna 9, 10C COL.1; coluna 10, 10C COL.4; coluna 11;
Controle Positivo (AV11-7); coluna 12; Controle negativo. Tamanhos de amplicons listados na Tabela 1.
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50 pb

Figura 8: Amplicons PCR TetS de Enterococcus faecalis e Enterococcus hirae. Coluna 1, escada de DNA de 50
pb; coluna 2 8N COL.1; coluna 3, 8N COL.2; coluna 4, 8N COL.3; coluna 5, 8N COL.4; coluna 6, 8N COL.5;
coluna 7, 8C COL.5; coluna 8, 9N COL.1; coluna 9, 10C COL.1; coluna 10, 10C COL.4; coluna 11; Controle
Positivo (AC-4); coluna 12; Controle negativo. Tamanhos de amplicons listados na Tabela 1.

50 pb

Figura 9: Amplicons PCR TetL de Enterococcus faecalis e Enterococcus hirae. Coluna 1, escada de DNA de 50
pb; coluna 2 8N COL.1; coluna 3, 8N COL.2; coluna 4, 8N COL.3; coluna 5, 8N COL.4; coluna 6, 8N COL.5;
coluna 7, 8C COL.5; coluna 8, 9N COL.1; coluna 9, 10C COL.1; coluna 10, 10C COL.4; coluna 11; Controle
Positivo (AV11-7); coluna 12; Controle negativo. Tamanhos de amplicons listados na Tabela 1.
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Nucleotide consenso_8N1
Nucleotide consenso_8N3
Nucleotide consenso_10C1
Nucleotide consenso_10C1
Nucleotide consenso_8N2
Nucleotide consenso_9N1
Nucleotide consenso_8N4
Nucleotide_consenso_8C_5

Consensus

Nucleotide consenso_8N1
Nucleotide consenso_8N3
Nucleotide consenso_10C1
Nucleotide consenso_10C1
Nucleotide consenso_8N2
Nucleotide consenso_9N1
Nucleotide consenso_8N4
Nucleotide_consenso_8C_5
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Figura 10: Consenso de base de nucleotideos de sequenciamento Sanger do gene de resisténcia TetM em E.

faecalis.

» 2. tet(M) - 3110689 (oo

» 2 tet(M) - 3119689 (disco

» 2. tetiM) - 3110689 (Sisco

sy DS
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GAATT
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1e4M) CDS

1M S5

Figura 11: Comparagdo do consenso de nucleotideos TetM das 8 amostras com E. faecalis TetM do Geneious

prime software.

TetM TetM + TetL TetL

8N COL. 1 8N COL. 4 10C COL. 4

8N COL. 2 8N COL.5

8N COL.3 8CCOL.5

10C COL. 1

Tabela 5: Contagem de isolados positivos para os genes TetM e TetL .Pescogo-N, Cloaca- C, COL- Colonia
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6. DISCUSSAO

Enterococcus spp € um género de bactéria que, em seu estado ndo virulento,
contribui para a microbiota e ¢ comumente encontrada no sistema digestivo de humanos e
animais. Devido a adaptabilidade do Enterococcus a uma série de condi¢cdes ambientais
adversas e a presencga na matéria fecal, sdo facilmente introduzidos no meio ambiente e podem
propagar (Van den Burge ef al/, 2006). Como resultado da resiliéncia dos Enterococcus, podem
colonizar solo, esgotos, plantas, agua, alimentos e praticamente qualquer superficie ambiental
favoravel (Garcia-Solache e Rice, 2019). Em conjunto com o acima mencionado, este estudo
revelou que de todos os isolados observados na Tabela 1, 9 foram confirmados como E.faecalis
e 1 como E.hirae, dos quais 7 E.faecalis eram do pescoco da tartaruga-verde (ambiental) e do
os 2 restantes, junto com 1 de E.hirae, eram da cloaca. O ocorréncia de E.faecalis nesses
isolados ambientais inferir a possivel presenca de poluicdo fecal em zonas migratorias de
tartarugas-verde, uma das quais ¢ a Praia de [taipu em Niter6i, Rio de Janeiro. A presenca de
Enterococcus spp. resistentes na Praia de Itaipu, area utilizada para atividades recreativas, pode
representa uma ameaga a saude publica, pois sabe-se que alguns Enterococcus causam

infecgdes superficiais em feridas, entre outras doengas graves (Rajkumari et al, 2014).

Consequentemente, tém surgido preocupacdes em relacdo aos resistentes a tetraciclina, entre
outros antimicrobianos, presentes no Enterococcus (Raza T, et al, 2018) e (Rivera-Gomis J et
al, 2021). Estas preocupagdes crescentes, acompanhadas por aumentos na investigacao,
levaram a identificag¢@o de mais de 15 genes resistentes a tetraciclina presentes em Enterococcus
spp. Um estudo de 2019 revelou que 107 cepas de Enterococcus - 56 isoladas de humanos e 51
de perus (Enterococcus faecalis 80,36% em amostras humanas e¢ 80,39% em amostras de
perus), tinham 48 (85,71%) e 48 (94,12%) de cepas humanas e de perus, respectivamente,
positivo para resisténcia a tetraciclina (Wozniak-Biel A, ef al. 2019). Como este estudo de 2019,
todos os isolados de E.faecalis da tartaruga-verde foram resistentes a Tetraciclina. Além disso,
o gene TetM que € responsavel para protecao ribossomal, foi detectado em 82,24% de todas as
cepas analisadas que corresponda aos 9 (100) % de nossos E.faecalis amplificados que foram
positivos para o gene da tetraciclina TetM, conforme visto na Figura 9 (Wozniak-Biel A, et al.
2019). Também presente em algumas amostras na Tabela 5 foi TetL. que € responsavel para

bomba de efluxo.
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O gene resistente a tetraciclina TetM, sendo o mais detectado nos isolados
do pescoco e da cloaca de Chelonia mydas, era também detectado nos isolados de E.faecalis
recuperados da tartaruga marinha oliva (Lepidochelys olivacea) durante o estudo de caso de
2018 e exige um monitoramento (Tsai et a/, 2018). A poluicdo marinha e a presenca de
E.faecalis resistente em tartarugas marinhas também ameacam a sua saiude e a taxa de sucesso
dos actuais regimes de tratamento utilizados no tratamento de infec¢des bacterianas em
tartarugas marinhas e outras formas de vida marinha. Como resultado dessas ameagas, estudos
adicionais revelaram prevaléncia de E.faecalis resistente na matéria fecal do falcdo-de-pente
selvagem (Eretmochelys imbricata) ao longo da costa sul do Brasil que foram também
detectados nas amostras da nossa Chelonia mydas (Prichula et al., 2016). Estudos adicionais
também detectaram E.faecalis resistente a tetraciclina em amostras de tecido obtidas de
tartaruga cabecuda encalhada (Caretta caretta;) ao longo da costa italiana da Toscana (Fichi ef
al., 2016). Além de ser detectado em tartarugas marinhas, e estudos também divulgaram que
E.faecalis ¢ extremamente comum em amostras coletadas e testadas na d4gua do mar e isoladas
de material fecal de outra vida marinha selvagem (Prichula ez al. 2016). A detecgao continua de
E.faecalis resistente em amostras de animais marinhos expde problemas graves e exige aten¢ao
global/a implementagdo da utilizagdo e gestdo da eliminag¢do de antimicrobianos, a fim de

reverter a disseminacdo de bactérias e genes resistentes no nosso ambiente.
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7. CONCLUSAO

A presenca de resisténcia de Enterococcus spp. previamente isolados de
tartarugas-verdes, Chelonia mydas, da Praia de Itaipu, Niteroi, RJ, foi analisados. A andlise foi
realizada obtendo-se 10 isolados puros de Enterococcus spp. de amostras por enriquecimento e
isolamento, e suas identidades foram confirmadas via MALDI-TOF MS como E.faecalis (9
isolados) e E.hirae (1 isolado). Apds isso, a suscetibilidade aos antibioticos foi avaliada. Avaliar
em meio Mieller Hinton usando diferentes classes de antimicrobianos (ampicilina,
ciprofloxacina, rifampicina, tetraciclina e vancomicina) usando um antibiograma e o manual

antibiograma 2023-CLSI do Clinical and Laboratory Standards Institute como referéncia.

Todos os 10 isolados foram resistentes a tetraciclina. A tetraciclina, e sendo
uma das resisténcias mais comumente estudadas dentro de Enterococcus spp, foi selecionada
como o gene alvo de interesse e foi amplificada por PCR usando os genes resistentes a
tetraciclina TetM, TetL e TetS. Finalmente, utilizando o sequenciamento Sanger, o consenso
revelou que 100% dos bases nucleotideos entre o primer TetM (F e R), foram presente para
cada isolado. Portanto, estes resultados inferem que genes resistentes a tetraciclina TetM esto
presentes em E.faecalis. Embora o nimero de isolados utilizados durante este experimento ndo
tenha sido suficiente para considerar a Praia de Itaipu em Niter6i, Rio de Janeiro, um hotspot
para tetraciclina E.faecalis resistente, ainda vale a pena tomar medidas de precaucdo para evitar

a possibilidade de maior disseminagdo ambiental.
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