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INTRODUCAO

Os peixes-bois sdo mamiferos aquaticos herbivoros pertencentes ao
género Trichechus. No Brasil, é possivel encontrar duas espécies desse
animal: o peixe-boi-marinho (Trichechus manatus) e o peixe-boi-da-
amazonia (Trichechus inunguis). Esses mamiferos sdo considerados
"vulnerable" pela International Union for Conservation of Nature
(IUCN). Além disso, segundo a portaria n° 444/2014 do Ministério do
Meio Ambiente (MMA) a espécie Trichechus inunguis é classificada
como vulneravel, enquanto Trichechus manatus encontra-se na categoria
‘em perigo’. Dessa forma, o estudo das doencgas infecciosas nesses
animais é de extrema importancia para a sua conservacdo, porém, ha
poucos estudos na literatura sobre patdgenos ou microrganismos
comensais presentes nos peixes-bois-da-amazonia™>>,

Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa encontrada na microbiota
de diversas espécies domésticas e silvestres®. E um microrganismo
comensal, podendo ser uma bactéria oportunista e sua patogenicidade
depende da presenga de determinados fatores de viruléncia. As estirpes
capazes de provocar infecges entéricas sdo chamadas de E. coli
diarreiogénicas. Duas delas destacam-se pelo comum envolvimento em
quadros em humanos e animais: E. coli enterotoxigénicas (ETEC) e E.
coli enteropatogénicas (EPEC)®®. O género Staphylococcus é constituido
por cocos gram-positivos comensais e oportunistas. Essas bactérias sao
capazes de ocasionar infecgdes em humanos e animais, como dermatite,
infecgBes urinarias, pneumonia, entre outros”®.

Ambos microrganismos sdo encontrados em animais silvestres, que
podem atuar como reservatorios e possibilitar a transferéncia horizontal
de genes de resisténcia a antimicrobianos. Ademais, a pressdo provocada
pelo uso exacerbado desses medicamentos nos servigos de salde,
juntamente com acOes antropogénicas, tem possibilitado a ocorréncia de
organismos cada vez mais resistentes. Diante disso, tem-se um grande
problema para a satde Gnica®>'%. Apesar dessa importancia, sabe-se
pouco sobre o papel de diversos animais silvestres na epidemiologia
desses patdgenos.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia, distribuicéo e
padr@es de suscetibilidade antimicrobiana de E. coli e Staphylococcus sp.
isolados de peixes-bois-da-amazénia (Trichechus inunguis) coletados
pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia (INPA) no estado da
Amazbdnia.

METODOLOGIA

VET01S™. Os antimicrobianos testados foram: cefoxitina, penicilina
G, tetraciclina, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol, eritromicina,
clindamicina, gentamicina, rifampicina e ciprofloxacina. Staphylococcus
aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle.

Para o isolamento de E. coli, os suabes nasais e retais foram plaqueados
em agar MacConkey (MC, Difco, USA) e incubados durante 24 horas a
37 °C. Trés colbnias produtoras de lactose foram selecionadas e
submetidas a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a identificagdo
bacteriana®®, classificacdo em filogrupos (A, B1, B2, C, D, E, F ou clado
1) e identificacdo de genes de viruléncia comumente associados a E. coli
enterotoxigénica (ETEC: sta, sth, It, f5, f18, f41, f4 e 987p), E. coli
enteropatogénica (EPEC: eae, bfpA, iha, toxB e efal), toxina Shiga
produzida por E. coli (STEC: stx1, stx2, ehxA e saa), E.coli
enterohemorragica (EHEC: eae, iha, toxB, efal, stx1, stx2, ehxA e saa),
E. coli necrotoxigénica (NTEC: cnfl, cnf2 e f17), E. coli enteroagregativa
(EAEC: astA, aggR, aaf e pet) e E.coli enteroinvasiva (EIEC: ipaH)*®. Os
isolados positivos para os genes de viruléncia foram submetidos aos
testes de suscetibilidade antimicrobiana, utilizando
trimetoprima/sulfametoxazol, enrofloxacina, gentamicina, neomicina,
ceftiofur, amoxilina/acido  clavulanico, ampicilina, florfenicol,
doxiciclina, oxitetraciclina e ciprofloxacina e posteriormente
classificados como sensiveis, intermediarios ou resistentes™>**’. E. coli
ATCC 25922 foi utilizada como controle. Os resultados foram analisados
utilizando o teste exato de Fisher (GraphPad Software, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Staphylococcus spp. foi isolado em suabes nasais de 32 animais (72,7%).
Essa bactéria tem se tornado uma preocupacgdo devido ao aumento da
resisténcia antimicrobiana e da variedade de hospedeiros em que se
encontra, incluindo animais silvestres®'%#° s sciuri foi a espécie mais
comumente encontrada (38,6%), sendo frequentemente descrita como um
patégeno oportunista em animais e seres humanos (Tabela 1)%°. Entre os
isolados, destaca-se a deteccdo de S. haemolyticus, espécie comumente
relatada em casos de infecches em seres humanos, especialmente
neonatos?.

Tabela 1: Distribuicdo de Staphylococcus sp. isolados em peixes-bois-
da-amazonia (Fonte Autoral).

Neste estudo foram utilizados 44 peixes-bois-da-amazonia, divididos
entre filhotes (21/44 — 47,7%), animais jovens (14/44 — 31,8%) e adultos
(9/44 — 20,4%), sendo majoritariamente de fémeas. Um total de 76
amostras de suabes nasais e retais foram coletadas. Para realizar a coleta
das amostras, os peixes-bois foram contidos fisicamente e colocados
sobre um colchédo de espuma fora da agua. Todos os animais estavam sob
acompanhamento clinico e foram considerados saudaveis no momento da
coleta de amostras. Os suabes nasais e retais foram coletados em meio
Stuart (Olen®, China), refrigerados e encaminhados ao Laboratorio de
Bacterioses e Pesquisa da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (EV-UFMG) para serem processados em até 96 horas.

Para o isolamento de Staphylococcus spp., os suabes foram semeados em
agar sal manitol (MSA; Difco, USA) e incubados a 37°C por 24 horas.
As colodnias suspeitas foram plaqueadas em agar Mueller Hinton (MH;
Difco, USA) e identificadas a partir da espectrometria de massas
(MALDI-ToF MS; Bruker Daltonics, Alemanha), sendo aceitos apenas
os valores de score >2, seguindo as recomendagdes do fabricante®.
Posteriormente, esses isolados foram submetidos ao sequenciamento do
gene rpoB?. Em seguida, foi realizado teste de suscetibilidade
antimicrobiana, através do método de disco difusdo em agar, de acordo
com o Clinical and Laboratory Standards Institute M100-S30 e

Espécies Total (%)
S. sciuri 17 (38,6)
S. kloosii 4(9)
S. haemolyticus 3(6,8)
S. warneri 2 (4,5)
S. gallinarum 2(45)
S. xylosus 1(2,3)
s. pseudoxylosus 1(2,3)
S. pasteuri 1(2,3)
S. hominis 1(2,3)
Negativas 12 (27,3)
Total 44 (100)

A resisténcia a penicilina foi encontrada em 13 isolados (40,6%) de
Staphylococcus spp., enquanto a tetraciclina foi observada em trés
(9,3%). Dois isolados (6,2%) apresentaram resisténcia a ambos
antimicrobianos. Todos os isolados foram sensiveis a cefoxitina,
rifampicina, cloranfenicol, ciprofloxacina e gentamicina. A resisténcia as
penicilinas pode ter relagdo com seu uso amplo na medicina humana e
veterinaria®!®. Pode-se hipotetizar ainda que a disseminacdo de
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mecanismos de resisténcia, nesse caso, possa ser indireta, ja que 0s
animais do presente estudo nio receberam tais antimicrobianos’?°.

No total, 25 animais (56,8%) foram positivos para E. coli, sendo obtidos
59 isolados (tabela 2). Desses, 39 (66,1%) foram classificados no
filogrupo B1, que é associado & microbiota intestinal de animais**®.

Tabela 2: Classificagdo dos isolados E. coli em filogrupos (Fonte

Autoral).

Filogrupo Total (%)
B1 39 (66.1)

D 9(15.2)

A 7(11.8)

F 3(5.1)

E 1(1.7)
Total 59 (100)

Os filogrupos A e D foram encontrados em cerca de 27% dos isolados.
Esses grupos sdo comumente associados a doengas em seres
humanos**8,

Quatro isolados (6,8%) foram positivos para os fatores de viruléncia,
sendo trés deles classificados como ETEC (positivos para It e 937p) e um
como EPEC (positivo para eae). Um isolado apresentou resisténcia a dois
antimicrobianos (trimetoprima/sulfametoxazol; amoxicilina e &cido
clavulanico), um foi resistente a trimetoprima/sulfametoxazol e outro foi
resistente a ampicilina (tabela 3). Todos os isolados foram sensiveis a
ceftiofur, enrofloxacina, ciprofloxacina, doxiciclina, oxitetraciclina,
florfenicol, gentamicina e neomicina.

Os resultados permitem hipotetizar, ainda, que as estirpes de E. coli
isoladas possivelmente sdo provenientes de contaminacdo do ambiente
aquatico que os peixes-bois vivem ou de uma contaminagdo dos seus
alimentos, uma vez que essas bactérias sdo comumente relatadas em seres
humanos e animais de producdo. Porém, ndo podemos excluir a
possibilidade de que tais isolados fagam parte da microbiota desses
mamiferos, ja& que ndo existem outros estudos prévios que permitam
comparagBes®>®,

Tabela 3: Caracterizacdo dos patotipos de E. coli encontrados (Fonte

Autoral).
. Identificacdo . . Resisténcia
Patotipo do animal Categoria Filogrupo antimicrobiana
ETEC (K88 e
) 233 Jovem A

EPEC (eae) 242 Jovem B1 SUT
ETEC (937p) 278 Fillhote B1 AMP
ETEC (K99) 281 Filhote A AMC; SUT

CONSIDERAGOES FINAIS

Este foi o primeiro estudo sobre Staphylococcus spp. e E. coli em peixes-
bois. Os resultados sugerem que 0s peixes-bois-da-amazoénia criados em
cativeiro sdo comumente colonizados por Staphylococcus spp. e podem
apresentar E. coli diarreiogénicas, algo relevante do ponto de vista da
saude publica. Além disso, esses animais sdo possiveis reservatorios de
mecanismos e fatores de resisténcia, o que pode ser proveniente da
contaminacdo do habitat ou da alimentacdo dos peixes-bois. Futuros
estudos avaliando outros aspectos da microbiota de animais do género
Trichechus sdo necessarios e podem favorecer a conservagdo desses
animais.
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