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Resumo
A Resisténcia Antimicrobiana (RAM) constitui uma crise global de satide publica uma vez que
microrganismos (bactérias, virus, fungos e parasitas) deixam de responder aos antimicrobianos,
tornando infec¢des comuns dificeis ou impossiveis de tratar. Este fendmeno afeta de forma
interdependente os seres humanos, animais ¢ 0 meio ambiente. Efluentes oriundos de esgotos
hospitalares, residenciais e da agropecudria, carreando microrganismos resistentes aos
antimicrobianos sao langados em grandes bacias hidrograficas, impactando diretamente mares
€ oceanos € os organismos que neles habitam. Os queldnios, por passarem a maior parte do
ciclo de vida no ambiente marinho ¢ utilizarem areas costeiras apenas para reproducdo e
nidificacdo, sdo considerados importantes bioindicadores de poluicdo. A tartaruga-de-pente
(Eretmochelys imbricata), apresenta desova no litoral do Nordeste brasileiro, além disso trata-
se de espécie ameagada de extingdo, e possui maturidade sexual tardia (25-30 anos), o que a
torna um modelo relevante para estudos sobre RAM. Este estudo teve como objetivo identificar
bactérias Gram-negativas associadas E. imbricata, bem como caracterizar seus perfis de
resisténcia a antimicrobianos e a presencga de genes relacionados a resisténcia antimicrobiana.
Foram coletados swabs da cloaca e da superficie dos ovos de 15 fémeas na praia de
Maxaranguape (RN), entre janeiro e fevereiro de 2025. As amostras foram enriquecidas em
caldo Brain Heart Infusion e submetidas a sele¢do com meropenem e ceftriaxona, com
posterior identificagdo por MALDI-TOF MS. A suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada por
método de disco-fusdo ou por determinagdo da concentracdo inibitéria minima no sistema
VITEK® 2. A detecgdo de genes de resisténcia foi realizada por PCR. Foram identificados 39
isolados bacterianos pertencentes a oito géneros: Pseudomonas spp., Enterobacter sp.,
Acinetobacter spp., Ochrobactrum sp., Shewanella sp., Klebsiella spp., Achromobacter sp. e
Stenotrophomonas sp., com deteccao dos genes blactx-m, blatem, gnrS e gnrA. Os resultados
demonstram que fémeas de E. imbricata podem servir como animais bioindicadores da
presenca de bactérias Gram-negativas resistentes a multiplas classes de antibidticos, bem como
de genes de resisténcia relacionados a mecanismos enzimaticos relevantes para
antimicrobianos de uso clinico, desta forma sugerindo que as a¢des antropicas podem afetar

diretamente os ecossistemas costeiros.

Palavras-chave: tartaruga marinha; bioindicadores; resisténcia; antibidticos.



Abstract
Antimicrobial resistance (AMR) constitutes a global public health crisis because
microorganisms (bacteria, viruses, fungi, and parasites) cease to respond to antimicrobials,
making common infections difficult or impossible to treat. This phenomenon affects humans,
animals, and the environment in an interdependent way. Effluents from hospital, residential,
and agricultural sewage, carrying antimicrobial-resistant microorganisms, are discharged into
large river basins, directly impacting seas and oceans and the organisms that inhabit them.
Turtles, because they spend most of their life cycle in the marine environment and use coastal
areas only for reproduction and nesting, are considered important bioindicators of pollution.
The hawksbill turtle (Eretmochelys imbricata) lays its eggs on the coast of Northeast Brazil.
Furthermore, it is an endangered species with late sexual maturity (25-30 years), making it a
relevant model for studies on antimicrobial resistance (AMR). This study aimed to identify
Gram-negative bacteria associated with E. imbricata, as well as to characterize their
antimicrobial resistance profiles and the presence of genes related to antimicrobial resistance.
Cloacal and egg surface swabs were collected from 15 females on Maxaranguape beach (RN),
between January and February 2025. Samples were enriched in Brain Heart Infusion broth and
subjected to selection with meropenem and ceftriaxone, followed by identification by MALDI-
TOF MS. Antimicrobial susceptibility was assessed by disk-fusion method or by determining
the minimum inhibitory concentration in the VITEK® 2 system. Detection of resistance genes
was performed by PCR. Thirty-nine bacterial isolates belonging to eight genera were identified:
Pseudomonas spp., Enterobacter sp., Acinetobacter spp., Ochrobactrum sp., Shewanella sp.,
Klebsiella spp., Achromobacter sp., and Stenotrophomonas sp., with detection of the blactx-m,
blatem, gnrS, and gnrA genes. The results demonstrate that female E. imbricata can serve as
bioindicator animals for the presence of Gram-negative bacteria resistant to multiple classes of
antibiotics, as well as resistance genes related to enzymatic mechanisms relevant to clinically
used antimicrobials, thus suggesting that anthropogenic actions can directly affect coastal

ecosystems.

Keywords: sea turtle; bioindicators; antibiotic; resistance.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo ha tempos dos antimicrobianos resultou na acelera¢ao do desenvolvimento
do processo de resisténcia a esses medicamentos pelos microrganismos, apesar de terem
auxiliado no tratamento ¢ controle das infec¢oes. Caracteriza-se a resisténcia antimicrobiana
(RAM) como o modo pelo qual as bactérias, fungos e virus adquirem meios de conter a agao
desses componentes destruindo ou incapacitando a sua acio (LATORRE-BARRAGAN et al.,
2019; DIOGO et al., 2023).

O uso desses medicamentos dentro da medicina veterindria representa cerca de 73% no
mundo todo, sendo utilizados no controle das infecgdes, bem como na prevengao e promotores
de crescimento, sendo assim um fator crucial no desenvolvimento da RAM. Dentro desse
contexto a falta de fiscalizagdo adequada, a utilizagdo inadequada e falta de informagao da
populacdo, o abuso dentro da agropecudria, a poluicio do meio ambiente pelos residuos
favorecem o desenvolvimento de bactérias Gram-negativas com perfil de multirresisténcia
(ALMEIDA et al., 2023; MATHEOU et al., 2025).

Consequentemente observa-se que a utilizacao inadequada desses antimicrobianos gera
através dos residuos a contaminacdo da RAM aos principais nichos, como solos, corpos de
agua, alimentos esgotos etc. Logo uma grande questdo em torno dessa problematica trata-se da
contaminagao da vida selvagem e os riscos que envolvem os ecossistemas e consequentemente
a saide humana e animal, na qual acdo antrépica influencia diretamente a vida selvagem,
expondo os animais a polui¢do e favorecendo o surgimento de microrganismos resistentes
(LABORDA et al., 2022; ALMEIDA et al., 2023).

A regido costeira em todo mundo € a principal afetada pelo escoamento dos esgotos
pois recebe diretamente residuos oriundos dos esgotos domésticos, hospitalares,
estabelecimentos comerciais, industrias vindo através de emissores submarinos, carreando lixo
plasticos, microplasticos, solidos totais, metais e também bactérias patogénicas, que podem
causar diversas infeccdes aos seres humanos e aos animais, uma vez que contaminam a agua,
sedimentos e animais, como por exemplo os quelonios, peixes, moluscos e crustaceos
(ABESSA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2021)

Os queldnios sdo considerados um dos animais mais antigos que vivem na terra e de
acordo com o habito de vida ficam no ambiente aquatico a maior parte do tempo. A subida as
praias ocorrem apenas para as fémeas no momento da oviposi¢ao que acontece quando estas
atingem a maturidade sexual (entre 10 e 50 anos dependendo da espécie), desta maneira sendo

considerados indicadores de poluicdo, além disso sdo animais migratérios, podendo fornecer
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dados importantes sobre os locais ao qual passam durante a vida (AZEVEDO, 1983; CUBAS;
SILVA; CATAO-DIAS, 2014)

Estudos mostram que tartarugas marinhas de vida livre, como Caretta caretta,
Lepidochelys olivacea e Chelonia mydas, podem abrigar bactérias resistentes a antibioticos,
indicando a necessidade de investigar os mecanismos envolvidos. Durante o periodo
reprodutivo, a proximidade com areas costeiras impactadas por agdes antropicas pode
favorecer a aquisicao de resisténcia. Isolados bacterianos resistentes aos antibioticos ja foram
encontrados em diferentes partes do corpo desses animais, como trato gastrointestinal, olhos,
carcaga e pescogo, incluindo bactérias do género Pseudomonas spp. e da ordem
Enterobacterales, muitas delas portadoras de genes de resisténcia, como blaoxa-48, blactx-m,
blatem e sull, associados a resisténcia a importantes classes de antibioticos (CHUEN-IM, et
al.,2021; DRAN, et al., 2021; SHORT, et al., 2023; FERRARO, et al., 2024).

Neste sentido, a espécie Eretmochelys imbricata (Linnaeus, 1766) pode servir como
bioindicadora de poluigao ambiental uma vez que possui maturidade sexual tardia entre 25 e
35 anos, além disso possui uma vasta distribui¢do, sendo encontrada em aguas tropicais e
subtropicais do Atlantico, Indico e Pacifico e seus sitios reprodutivos estio localizados no
Brasil e paises do Caribe. No Brasil podem ser encontradas na costa dos estados de Espirito
Santo até o Cear4, locais de reproducao e desova (MARCOVALDI, et al., 2011).

Desta maneira a investigacao da resisténcia aos antibidticos nesses animais torna-se de
extrema relevancia uma vez que suas caracteristicas fisioldgicas e comportamentais podem
favorecer a vida desses microrganismos e assim entender toda uma cadeia de origem, meio e

fim.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Os Antibiéticos

Os antimicrobianos sao classificados como aqueles medicamentos que possuem origem
natural ou sintética, logo dentro destes grupos tem-se os antibidticos farmacos essenciais no
tratamento de boa parte das doencas infecciosas que afetam os seres vivos, combatendo
bactérias através dos seus variados mecanismos de acdo, que sao classificados desde seu
espectro de agdo, a sua estrutura quimica e quanto ao seu efeito sobre os microrganismos. Sao
medicamentos que obtiveram utilizagao inicial na década de 40, logo favorecendo a expectativa
de vida (SPAGNOLO et al., 2021).

Dentre as classificagdes, o efeito sobre os microrganismos pode ser dividido em dois,
sendo eles bacteriostaticos ou bactericidas. Os bacteriostaticos sdo aqueles que diminuem a
atividade metabolica das bactérias, enquanto os bactericidas sdo as que matam diretamente. Os
bactericidas sdo compostos pelos grupos dos Beta-lactimicos, glicopeptideos, polimixinas,
rifampicinas, aminoglicosideo, metronidazol e quinolonas, enquanto os bacteriostaticos sao os
macrolideos, lincosamidas, anfenicois, linezolida, estreptograminas, tetraciclinas e
sulfonamidas (HALAWA et al., 2024).

No combate as bactérias algumas estruturas de sua composi¢cao podem ser afetadas pelo
mecanismo de acdo dos antibidticos, como na sintese da parede celular, alteragdo da
permeabilidade da membrana citoplasmaticas, alteragdes na sintese proteica, inibi¢ao a sintese

de 4cidos nucleicos e interferéncia na replicacdo cromossomica (HADDAD et al., 2024).
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Figura 1. Alvos de acdo dos antibioticos.
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Fonte: Adaptado de SANTANA, et al., 2011.
Legenda: PABA = 4cido para-aminobenzoico; DHF = acido diidrofolico; THF = acido

tetraidrofolico. DNA = Deoxyribonucleic Acid (acido desoxirribonucleico).

2.2 Beta-lactamicos

Os antibidticos da classe dos beta-lactdmicos sdo classificados como aqueles que
apresentam em sua estrutura quimica um anel beta-lactamico (Figura 2), sendo este responsavel
pela inibicdo da sintese da parede celular bacteriana. Este anel € composto por trés atomos de
carbono e um de nitrogé€nio, porém para que possua acao este deve-se estar ligado a um radical
(MOTA, et al., 2010; DE ARRUDA, et al.,2019).

Dentro desse grupo encontram-se as seguintes classes: Penicilinas, Cefalosporinas,
Carbapenémicos e Monobactamicos, sendo que para cada classe ocorre alteragdo da sua
estrutura quimica e no seu modo de atuagdo sobre a bactéria. Neste sentido, o anel das
penicilinas funde-se ao anel da tiazolidina; a cefalosporinas ao dihidrotiazina; aos
carbapenémicos ao pirrdlico. Para os monobactamicos a caracteristica ¢ ser monociclico e ndo
possui outro anel, apenas um grupo de 2-oxoazetidina-1-sufonico (RIVERA et al., 2014;

OELSCHLAEGER et al., 2021; DIOGO, et al., 2023).
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Esses antibioticos atuam de maneira parecida com as enzimas que estao envolvidas na
sintese da parede celular, ou seja, das proteinas ligadoras de penicilina (PBSs). Devido a
integridade da parede celular ser primordial para mater a forma celular, ou seja, um ambiente
hipertonico e hostil, e como sabe-se a parede ¢ composta por unidades alternadas de 4acido N-
acetilmuramico (NAM) e N-acetilglicosamina (NAG), sendo ligadas por transglicosidade.
Desta forma um pentapeptideo estd ligado a cada unidade NAM, as PBPs agem como
transpeptidases para catalisar ligagdes cruzadas entre dois pentapeptideos NAM d-alanina-d-
alanina (confere rigidez). Sendo o anel beta-lactimico semelhante quimicamente a d-alanina-
d-alanina dos pentapeptideos, tem-se que as PBPs na sintese da parede celular acabam
inserindo o beta-lactimico ao invés do composto e esse descuido gera acilacdo da PBP, o que
torna falha a reacdes de transpeptidagdo. Desta forma ao passo que a sintese diminui, ocorre
inibi¢do da transpeptidagdo mediada pelos beta-lactamicos assim a morte celular (BONOMO,
2017).

Figura 2. Diferengas estruturais quimicas das classes dos beta-lactamicos.
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2025.

2.3 Aminoglicosideos

Trata-se da classe de antibioticos identificados pela primeira vez na década de 40
através de estudos com bactérias do filo Actinomycetota. Sua estrutura € composta por agticares
aminados e um anel aminociclitol dibasico, denominado de estreptamina, ligados por ligacdes
glicosidicas (BELTRAO FILHO et al., 2025).

Atuam interrompendo a ligagdo do tRNA com o complexo ribossomico e causando a
inser¢do de aminoacidos nao codificados no RNA mensageiro, junto a isso ocasiona a parada

da sintese, resultando em proteina incompleta, ou seja, sdo bactericidas e inibem a sintese
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proteica ao se ligar a subunidade ribossomal 30s (DILLEY, GENG, 2022; BELTRAO
FILHO et al., 2025).

A susceptibilidade das bactérias a esses antibidticos relaciona-se com fato de afetarem
diretamente a permeabilidade das membranas e parede celular. Tendo utilizagdo em infecgdes

ocasionadas por bacilos Gram-negativos, além de algumas Gram-positivas e contra

micobactérias (DILLEY, GENG, 2022).

2.4 Quinolonas

A primeira quinolona foi descoberta em 1962 e utilizada em 1967, para o tratamento de
infeccdes urindrias causadas por bactérias Gram-negativas. As quinolonas sdo sintéticas e
possuem um sistema de anel 4-oxo-1,4-dihidroquinolona com um 4cido carboxilico ligado na
posicao 3, sendo suscetiveis a multiplas modifica¢des. Observou-se que com adigdo de um
atomo de fluor na posi¢ao 6 do anel ocorria a melhora da sua poténcia antibacteriana e ampliava
sua atividade. Seus agentes mais antigos sdo a ciprofloxacino, ofloxacino, enquanto os mais
novos foram desenvolvidos apos 1990 (MAYER, TAKIFF, 2014).

Sao antimicrobianos pertencente a classe dos sintéticos e possuem um amplo espectro
de a¢do. Seu mecanismo de acdo baseia-se em bactericidas impedindo a sintese de DNA

bacteriano ao se vincular a DNA girase, nas bactérias Gram-negativas e Topoisomerase [V em

Gram-positivas (SOUSA, CARMARGO, 2024).

2.5 A resisténcia antimicrobiana (RAM)

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ocorre quando um microrganismo possui a
capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia a determinados medicamentos; ela foi
descrita concomitantemente com a "era de ouro" dos antibioticos entre as décadas de 30 a 60
(TANG, et al., 2023). A RAM pode acontecer de duas maneiras: natural ou adquirida, em que
a resisténcia natural ou intrinseca € aquela que sempre esteve presente no microrganismo, nao
estando ligada a transferéncia horizontal. Quando ela ¢ adquirida ¢ caracterizada como aquela
em que um microrganismo anteriormente sensivel a determinado antimicrobiano, passa a ser
resistente (BELAY, et al., 2024).

A RAM ¢ um evento natural, no entanto seu desenvolvimento pode ser acelerado
através do uso inadequado ou excessivo dos medicamentos, uma vez que, ¢ utilizado na
medicina humana, na medicina veterindria e no agronegdcio, logo possibilitando o surgimento
de bactérias multirresistentes a medicamentos (MDR), que sdo aquelas caracterizadas por

possuirem resisténcia a trés ou mais classes antimicrobianas. Sabe-se que dentro da
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agroindustria sdo utilizados na prevencdo e controle de doengas, bem como promotores de
crescimento, o que pode resultar em mais microrganismos resistentes e em contrapartida drogas
menos eficientes (MAGIORAKOS et al., 2012; BARAN, et al., 2023; TANG, et al., 2023).

A disseminagdo RAM ocorre por meio de diferentes mecanismos de transferéncia
genética horizontal, incluindo transformacao, transdugdo, conjugacdo e transposicao. Nesse
contexto, o material genético (cromossdmico, plasmidial ou associado a bacteriéfagos)
presente no ambiente pode ser captado e incorporado ao genoma de outras bactérias. Na
transformacao, hé a captacdo de DNA livre do meio; na transdug¢ao, bacteriofagos atuam como
vetores na transferéncia de DNA bacteriano entre células; na conjugagdo, ocorre a transferéncia
direta de plasmideos por contato célula-célula; e, por fim, os transposons, pequenos elementos
genéticos moveis, podem deslocar-se entre diferentes moléculas de DNA, contribuindo para a
disseminagdo de genes de resisténcia (ALMEIDA, et al., 2023).

Neste sentido os mecanismos que reduzem a efetividade dos antibidticos disseminados
por essas bactérias sdo, alteragao da permeabilidade de membrana, a alteragdo do sitio de acao,
a alteracdo da estrutura quimica dos antibidticos por enzimas ¢ bombas de efluxo
(EISENREICH et al., 2022).

Assim, o mecanismo enzimatico ¢ considerado um dos principais meios de resisténcia
antimicrobiana. Enzimas da classe das beta-lactamases (enzimas que degradam os beta-
lactamicos) sdo detectadas desde o inicio da utiliza¢do do seu grupo; atualmente possuem duas
classificacoes, segundo Ambler, 1980 e por Bush-Jacob-Medeiros, 1995(LOUREIRO, et
al.,2016; VRANCIANU, et al., 2020).

2.6 Enzimas Beta-lactamases

A primeira beta-lactamase foi identificada antes mesmo da introducdo clinica da
penicilina (BONOMO, 2017). Essas enzimas atuam por meio da hidrolise da ligagdao amida do
anel beta-lactamico, inativando o antibiotico. Os beta-lactdmicos possuem estrutura semelhante
ao terminal D-alanina-D-alanina presente nos precursores do peptideoglicano da parede celular
bacteriana, o que lhes permite ligar-se as proteinas ligadoras de penicilina (PBPs) e inibir a
sintese da parede celular. As beta-lactamases, por sua vez, reconhecem essa estrutura e
promovem a abertura do anel beta-lactimico, impedindo a acdo antimicrobiana do farmaco
(SAWA, 2020).

Atualmente existem duas classificacdes para essas enzimas, a classificacdo estrutural
por Ambler, 1980 e por Bush-Jacob-Medeiros, 1995 através da funcionalidade. Ambler agrupa

as enzimas em dois grupos sendo em serina-beta-lactamases (Figura 4) que possuem um



35

residuo de serina em seu sitio ativo, € metalo-beta-lactamases, que requerem ions metalicos,
como o zinco, para sua atividade catalitica; elas também podem ser classificadas em quatro
classes (A—D), de acordo com a homologia de sequéncia da cadeia de aminoacidos. Dentro da
classificagdo de Bush-Jacob-Medeiros, as enzimas estdo dentro de 3 grupos, dependendo da
degradacao dos substratos de beta-lactamicos e os efeitos dos inibidores (LOUREIRO, et
al.,2016; SAWA, 2020; VRANCIANU, et al., 2020).

As serina-beta-lactamases A segundo Ambler, incluem TEM, SHV, CTX-M, KPC
beta-lactamases. Sua acdo hidrolitica varia de acordo com espectro estreito a amplo, incluindo
capacidade de hidrolisar carbapenémicos. TEM e SHV podem ainda ser inibidas pelos classicos
inibidores como acido clavulanico, tazobactam e sulbactam. A classe C confere
cefalosporinases que sdo codificadas principalmente por cromossomos, € possuem distribui¢ao
nas bactérias Gram-negativas. Dentro dessa classe C pode-se citar as enzimas disseminadas
pelos cromossomos bacterianos AmpC de Enterobacterales, enzimas CMY de Citrobacter
freundii, e por plasmideos como ACT-1 em K. pneumoniae (MOYOS, et al., 2026).

Para resisténcia da classe D conhecidas como oxacilinases (OXAs) ha preocupagio
sobre as bactérias Gram-negativas sendo A. baumannii e Enterobacterales elas diferem também
das classes A e C, por apresentarem maior numero de residuos hidrofébicos em seus locais
ativos; elas podem ser codificadas por cromossomos e plasmideos, como exemplo a OXA-48
sendo amplamente encontrada em plasmideos. As metalo-beta-lactamases de classe B
apresentam resisténcia aos carbapenémicos, nesta classe ¢ relatado a presenca de NDM, IMP,
e VIM na subfamilia B1 da classificacdo de Bush-Jacob-Medeiros. Podem ser distribuidas por
plasmideos e estdo presentes em bactérias do grupo ESCAPE (SAWA, 2020; MOYOS, et al.,
2026)

2.7 Enzimas Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

As ESBLs sao serina-beta-lactamases, ou seja, pertencentes a classificagao de Ambler,
como classe A, possuem caracteristica bioquimicamente de hidrolisar antibidticos beta-
lactamicos de espectro expandido e por serem inibidas porclavulanato, sulbactam e tazobactam.
Sao encontradas na maioria das Enterobacterales e em P. aeruginosa dando-lhes resisténcia a
maioria dos antibidticos beta-lactamicos e também as cefalosporinas de espectro expandido e
monobactamicos, além disso as enzimas originais eram variantes de TEM e SHV
(CASTANHEIRA, et al., 2021).

Uma das primeiras classificagdes a esse grupo foi dada em 1989 por Karen Bush, como

enzimas capazes de hidrolisar beta-lactamicos oxiimino como cefotaxima, ceftazidima;
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posterior continuou definidas na mesma classe A, capazes de hidrolisar os beta-lactamicos de
espectro estendido e suscetiveis ao clavulantao, sulbactam e tazobactam, além disso
originalmente acreditava-se que eram mediadas apenas por plasmideos, mas atualmente sabe-
se que ocorre por plasmideos e cromossomos. Logo embora possa existir enzimas capazes de
hidrolisar beta-lactamicos oxiimino, para ser considerado tipo ESBL, necessita que esta possua
a capacidade de inibir o clavulanato. Mutagdes repetidas contribuiram para o surgimento de
novas beta-lactamases que sdo as carbapenemases (SAWA, 2020; CASTANHEIRA, et al.,
2021).

2.8 Carbapenemases

Trata-se da classe de beta-lactamases que possuem acdo contra os antibidticos
carbapenémicos além da maioria das outras drogas da classe, ocasionando o processo de
resisténcia mais comum a esses medicamentos. Acredita-se que genes que codificam essas
enzimas fazer parte dos elementos moveis genéticos, assim locomovendo-se principalmente
entre Enterobacterales (SAWA, 2020; PEIRANO, et al.,2025).

Sao enzimas que pertencem a classe A da classificacdo de Ambler, como a KPC, na
classe B podem ser a VIM, IMP e NDM, e na classe D as OXAS. Dentro da classe D pode ser
dividida em dois grupos, Grupo I - comum entre espécies de Acinetobacter sendo enzimas
semelhantes a OXA-23; enquanto o grupo II - possui variantes da OXA-48, sendo encontradas
principalmente em Enterobacterales (PEIRANO, ef al.,2025).

Estas OXA-48 sdo serina beta-lactames, hidrolisam a oxacilina eficientemente, porém
ndo as cefalosporinas como ceftazidima, cefepime, monobactdmicos como aztreonam e
cefotaxima, além disso tem a¢do fraca contra o imipenem, meropenem e ertapenem.
Geralmente as bactérias que produzem essa enzima, produzem também as ESBL, como CTX-
M. Por outro lado, essas enzimas nao sao inibidas pelos inibidores beta-lactamicos (PEIRANO,

et al.,2025).
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Figura 3. Classificag@o das beta-lactamases segundo Ambler.
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Fonte: Adaptado de VRANCIANU, et al., 2020.

2.9 Mecanismos de resisténcia as Quinolonas mediada por plasmideos

Dentro do processo de resisténcia as quinolonas ocorre alteracdes pontuais
cromossdmicas em locais especificos nos genes que codificam a DNA-girase e a topoisomerase
IV. Somado a isso existe também a resisténcia mediada por plasmideos (PMQR), sendo a
primeira relatada em 1998, em um isolado multirresistente de Klebsiella pneumoniae, o gene
responsavel chamado primeiramente de gnr, posteriormente seria identificado como gnrA4,
consequentemente apos a descoberta do primeiro vieram subsequentemente, gnrS, gnrB, gnrC
e gnrD (JACOBY, et al., 2015; SOUSA, CARMARGQO, 2024).

Estas proteinas baseiam seu mecanismo de acdo nas seguintes circunstancias, a partir
de suas estruturas podem ligar-se aos alvos, girase e topoisomerase IV, desestabilizando o
complexo de clivagem enzima, DNA e quinolona, gerando assim a liberacdo, religagdo do

DNA e regeneracao da topoisomerase ativa (JACOBY, et al., 2015).

2.10 Mecanismo de resisténcia aos Aminoglicosideos mediados por plasmideos

A resisténcia a esta classe pode ocorrer por diversos mecanismos como modificagdo do
alvo por mutacdo do rRNA 16S, permeabilidade reduzida por modificacdo da membrana
externa ou diminui¢ao do transporte da membrana interna, exportacao para fora das células
pela bomba de efluxo, sequestro do farmaco por ligagdo a uma acetiltransferase de atividade
baixa. As enzimas associadas ao processo de resisténcia a esses antibidticos catalizam a

modificagdo nos grupos -OH ou -NH2. As enzimas AAC(6’) sdo consideradas os mais comuns
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e presentes em Gram-negativas e Gram-positivas, sendo encontrados em plasmideos e em

cromossomos (RAMIREZ, TOLMASKY, 2011).

2.11 O impacto da RAM no ambiente marinho

A utilizagdo dos antibiodticos além de gerar como consequéncia a RAM a saude dos
homens e animais, também pode afetar diretamente o meio ambiente, uma vez que seu emprego
dentro da producdo animal, da agricultura, no ambiente hospitalar, bem como industrias e
domicilios tem como resultado a geragdo de dejetos como fim a afluentes que desembocam em
grandes cursos de 4gua, como 0s mares € oceanos, ou seja, a acao antropica influéncia veemente
nas condi¢des ambientais marinhas e consequentemente na presenga de organismos resistentes
(CASTRO, et al., 2021; LIU, et al., 2024).

Logo, a 4gua representa nao apenas um meio de dispersao de organismos, mas também
uma via pela qual os genes de resisténcia sdo introduzidos no ambiente aquatico, de forma
direta ou indireta, através dos produtos oriundos de materiais pesado, da presenca de
microplasticos, dos residuos dos pesticidas e dos antimicrobianos. Desta maneira conhecer as
rotas de transmissao da resisténcia presentes no ambiente selvagem pode mensurar o nivel de
poluicio ao qual foi exposto (DIAS, AMANDA SIMAO, 2024).

Portanto, identificar a presenca de bactérias e de seus genes de resisténcia encontrados
no ambiente e nos animais silvestres que ndo possuem contato direto com os seres humanos,
pode demonstrar o potencial o risco dos mecanismos de resisténcia. Além disso animais
silvestres podem carrear essas informagdes de uma regido para outra, servindo de indicadores

de contaminagdo e contaminados outros locais e outros animais (LABORDA, et al., 2022).

2.12 A presenca de isolados bacterianos resistentes em tartarugas marinhas

Genes de resisténcia aos antibidticos ja foram encontrados em diversos ambientes
marinhos como, oceanos abertos, estudrios, bem como aguas costeiras, desenvolvendo a fungao
de abrigo para determinadas espécies bacterianas e animais. Além disso, esses ecossistemas,
abrigam inumeras populacdes da fauna e flora, cerca de 90% de toda vida do planeta. As
tartarugas marinhas correspondem a um grupo de animais que podem servir como indicadores
de polui¢do dos cursos de dgua, uma vez que passam boa parte de sua vida no ambiente
aquatico, variando de regides e indo em dire¢do a costa apenas em €poca de reproducao e
desova (DRANE, et al., 2021; SHORT, et al., 2023).

Alguns estudos demonstram que em algumas espécies de tartarugas marinhas de vida

livre como tartarugas-cabegudas (Caretta caretta), tartarugas-oliva (Lepidochelys olivacea) e
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tartarugas-verdes (Chelonia mydas), ja foram identificadas a presenga de bactérias resistentes,
0 que sugere investigar quais espécies bacterianas e quais mecanismos estao sendo albergados
por esses animais (CHUEN-IM, et al., 2021).

Nos periodos de reproducdo a acdo antrdpica possui influéncia direta, uma vez que
ficam proximas a costa e consequentemente aos locais de presenca despejo de aguas residuais
e aos lixos nas praias. Tao logo o mecanismo de resisténcia adquirida pode estar envolvido
nesse cenario, assim a presenca da transferéncia génica horizontal (HGT) pode ser um
indicativo do desenvolvimento da RAM nessas bactérias dentro desse ambiente (DRAN, et al.,
2021).

Estudos demonstram que a carcaga, os olhos, o pescoco, o trato gastrointestinal foram
alguns locais anatomicos em que foram identificados isolados resistentes aos antibidticos,
ademais espécies bacterianas encontradas como Pseudomonas spp., € pertencentes a ordem
Enterobacterales, apresentando resisténcia as principais classes de antibioticos, codificantes
para genes de resisténcia como beta-lactamases (b/aoxa-4s, blactx-m € blatem) e sulfonamidas

(sull) (SHORT, et al., 2023; FERRARO, et al., 2024).

2.13 Cheloniidae - Tartarugas marinhas

As tartarugas marinhas, pertencentes a ordem 7estudines, sao consideradas os répteis
mais antigos do planeta. Atualmente, existem apenas sete espécies no mundo. A familia
Dermochelyidae ¢ representada unicamente pela tartaruga-de-couro (Dermochelys coriacea),
enquanto as demais integram a familia Cheloniidae, composta pela tartaruga-cabeguda (Caretta
caretta), tartaruga-verde (Chelonia mydas), tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata),
tartaruga-oliva (Lepidochelys olivacea), tartaruga-de-kempi (Lepidochelys kempii) e tartaruga-
de-casco-achatado (Natator depressus). Dessas sete espécies, cinco utilizam o litoral brasileiro
como area de reproducao: C. mydas, C. caretta, E. imbricata, L. olivacea e D. coriacea
(MARCOVALDI, 1999; CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014; FERREIRA et al., 2022).

Sao animais migratdrios, possuindo um comportamento de vida intrigante, uma vez que
se locomovem por vdrias regides e possuem varios habitats, vivendo em sua maioria nas faixas
tropicais e subtropicais. Possuem uma longevidade grande, representando assim animais que
possuem papel importante no ecossistema a qual fazem parte. Por possuirem estilo de vida no
mar e na terra estio sempre sendo afetados pelas a¢des antropicas (BASILIO, THIAGO

HOLANDA, 2020).
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2.14 Anatomia Geral

Sdo considerados os maiores quelonios, diferenciando de outros répteis por
apresentarem casco rigido, que os protege contra predadores. O casco trata-se da jungdo de
ossos da coluna vertebral, costelas e cintura pélvica, sua por¢ao dorsal é chamada de carapaca
enquanto a ventral de plastrdo. A carapaca ¢ composta pelos 0ssos cobertos por um escudo de
queratina em quatro das espécies, ou de gordura e pele no caso da tartaruga-de-couro. O
plastrdo possui escudos simétricos sendo denominado conforme a regido (CUBAS; SILVA;
CATAO-DIAS, 2014).

Seus pulmdes estdo localizados dorsalmente e sdo aderidos a carapaga e a coluna
vertebral; o pulmdo esquerdo estd ligado ao estobmago através do ligamento gastropulmonar,
enquanto o direito estd conectado ao l6bulo direito do figado pelo ligamento hepatopulmonar.
Elas apresentam respiragao do tipo pulmonar, na qual precisam subir a superficie para respirar
(CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014; OLIVEIRA, 2022).

Podem chegar a medir entre 55 cm e 2,1m na fase adulta e pesar cerca de 900 kg.
Possuem alongamento dos o0ssos metacarpais, metatarsais e falanges; dessa maneira seus
membros locomotores evoluiram para nadadeiras com pequenas garras, em que a nadadeiras
dianteiras sdo longas e utilizadas para propulsdo, enquanto as traseiras direcionadas para o nado
e para cavar no momento da postura (BAPTISTOTTE, 2014; CUBAS; SILVA; CATAO-
DIAS, 2014)

A identificagdo desses animais € feita através de caracteristicas externas, como niimeros
de placas da cabeca, o formato das mandibulas, o nimero de unhas nas nadadeiras e nimero e
arranjo dos escudos na carapaga. Além disso, para identifica¢do precisa-se considerar que estes
ndo possuem dimorfismo sexual, exceto quando adultos, em que os machos apresentam a cauda
mais longa e uma grande curva direcionada nas nadadeiras anteriores, o que facilita no
momento da cépula (CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014). A figura 5 mostra algumas
espécies e suas diferencas anatomicas externas.

O aparelho reprodutor dos machos ¢ bem desenvolvido e consiste em glande e de dois
corpos cavernosos que formam uma calha central ventral por onde passa o s€men; as fémeas,
por sua vez, possuem ovarios pareados e simétricos, cranial aos rins. O oviduto pode ser
dividido em trés regides sendo elas, infundibulo, magno e istmo, regides que sdo capazes de
concentrar o esperma podendo gerar mais de uma ninhada (SILVA, 2007).

Figura 4. Identificacdo das espécies a partir das caracteristicas externas da cabega e da

carapacga.
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2.15 Reproducio das Tartarugas Marinhas

Dentro do processo de reproducdo desses animais algumas caracteristicas sdo

importantes como a migracao para locais de alimentacdo e acasalamento para onde as fémeas

vao para desovar. Estas fémeas possuem um comportamento chamado de Site-Fidelity

(Fidelidade ao local) no qual na maior parte das vezes realizam a desova na mesma area em

uma mesma temporada, podendo variar de acordo com a espécie (DE PAUDA ALMECIDA,

ANTONIO).
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Junto a esse comportamento outro também foi conhecido como o Natal Homing no
qual essas fémeas retornam para a postura dos ovos na praia na qual nasceram. Dentro do
processo de nidificagdo elas podem desovar em médias entre duas e seis vezes dependendo da
espécie, além disso o nimero de ovos também varia e geralmente ndo costumam desovar todos
os anos (DE PAUDA ALMECIDA, ANTONIO).

O momento da postura desses animais envolve uma série de peculiaridades como, o
nivel da d4gua do mar, a acdo das marés, a incidéncia de luminosidade, a presenga humana e de
outros animais, a escolha do terreno, além disso quando iniciam a deposi¢do dos ovos nos
ninhos, raramente interrompem o processo. A escolha do local influencia também no sexo da
ninhada pois dependendo da temperatura de incubagdo dos ovos ¢ possivel mensurar a
ocorréncia de machos e fémeas, poia com altas temperaturas tem-se mais a propensdo de
fémeas e com baixas a de machos (MARCOVALDI, ef al., 1997; DE PAUDA ALMECIDA,
ANTONIO).

O momento da postura dos ovos apesar de ser de alta exigéncia fisioldgica para as
fémeas torna-se propicio aos pesquisadores a coleta de dados importantes, uma vez que neste
momento ocorre a ativagdo do sistema nervoso parassimpatico, responsavel pelos sinais de
relaxamento do organismo consequentemente redu¢do dos batimentos cardiacos, assim
proporcionando maior sucesso tanto na deposicdo dos ovos quanto na avaliacdo pelos

pesquisadores (NARAZAKI, et al, 2025).

2.16 Tartaruga-de-pente (Eretmochelys imbricata)

A tartaruga-de-pente, ou tartaruga verdadeira ou legitima, pertence ao género
Eretmochelys da familia das Cheloniidae, e atualmente estd dentro da Lista Vermelha da Unido
Internacional para a Conservagdo da Natureza com nivel critico de extingdo (IUCN, 2018).
Possui distribuigdo global, em regides do Atlantico Central e do Indo-Pacifico, podendo ser
encontrada também em paises como México. No Brasil sdo encontradas desde o litoral do
Espirito Santos ao Ceard, possuindo suas desovas em maior concentra¢do no litoral norte da
Bahia e litoral do Rio Grande do Norte (RN). Juvenis distribuem-se em todos os litorais norte
e nordeste do pais, sendo as principais areas de alimentagdo o Arquipélago de Fernando de
Noronha — Pernambuco (PE) e o Atol das Rocas - RN (MARCOVALDI, et al., 2011; RIZZI,
etal., 2019; SANTOS, et al., 2025; GALLO, 2021).

Essa espécie se diferencia das outras por apresentar quatro pares de escudos laterais,
que estao sobrepostos na carapaga € outros quatro pares inframarginais no plastrao e trés pares

pOs-orbitais na cabega e dois pares de escamas pré-frontais. Outra particularidade ¢ sua borda
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posterior da carapaga ser serrilhada (escamas imbricadas). Ela também apresenta dois dedos
com unhas em cada extremidade. Além disso, sua cabeca ¢ estreita e seu focinho pontiagudo
que lembra um bico (ramfoteca). Suas fémeas adultas podem chegar a medir até em torno de
97,4cm (BAPTISTOTTE, 2014; GALLO, 2021).

Sabe-se que nidificam proximas ou dentro da vegetagao e a duracdo média acaba sendo
maior devido as menores temperaturas locais, sendo que esse periodo ocorre de outubro a maio
que sdo os meses mais quentes, tendo o pico entre fevereiro e mar¢o. Quando nascem possuem
coloragao marrom-mogno (Figura 6A), escura tanto na carapaca, quanto no plastrdo, ao passo
que cresce a cabega alonga-se e a carapaga passar a ter cores amarela, preta, canela e marrom
em cada escudo, persistindo na fase adulta (Figura. 6B). Além disso, ela possui hibridizagao
com outras espécies como a Tartaruga-oliva e Tartaruga-cabecuda (WYNEKEN, J., 2004;
MONTERO, et al., 2018).

Figura 5. Imagens de estagios da vida da Tartaruga-de-pente.
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Fonte: Acervo proprio, 2025. (A) Filhote de tartaruga-de-pente; (B) Fémea adulta de
Tartaruga-de-pente.

Sao animais que quando filhotes vivem em bancos de algas e alimentam-se de pequenos
crustaceos, ovos de peixes, moluscos, corais etc. Desta forma sendo consideradas carnivora e
onivora. As juvenis e os adultos possuem alta fidelidade aos locais e comem principalmente
esponjas. Logo sua alimentacdo estad diretamente ligada ao seu habitat, como os recifes e locais
rochosos (DIAS, et al., 2024; SANTOS, et al., 2025). Trata-se da primeira espécie em territorio
brasileiro que apresenta maior nimero de ninhos no litoral, além disso o nimero de ovos por

ninho pode chegar até 140 (CAMILLO, et al., 2009).
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3 JUSTIFICATIVA

A resisténcia antimicrobiana (RAM) nao afeta apenas os seres humanos, mas também
os animais (FUJITA et al, 2022). Os animais silvestres atuam como importantes
bioindicadores dos niveis de polui¢do ambiental, refletindo no grau de contaminagdo dos
ecossistemas, uma vez que vivem em vida livre e, em geral, ndo mantém contato direto com os
seres humanos (BUELOW et al., 2021; CARRASCO et al., 2025). A RAM quando nao
adquirida pode desenvolver-se naturalmente pelos microrganismos, pois trata-se de um
mecanismo de sobrevivéncia, assim sendo ou ndo interferida pelas acdes do homem, ela
desenvolve-se (D’COSTA et al., 2011).

As atividades antrdpicas impactam diversos habitats e espécies, com destaque para os
ambientes marinhos. O langamento de residuos provenientes de areas residenciais, hospitalares,
agropecuarias e agricolas diretamente nos corpos de agua compromete a qualidade ambiental
e afeta os organismos que neles habitam. Nesse contexto, as tartarugas marinhas destacam-se
como espécies particularmente vulneraveis, uma vez que, durante o periodo reprodutivo,
aproximam-se da zona costeira para acasalamento e deposi¢ao dos ovos (GOMES et al., 2024;
THIAGARAJAN et al., 2025).

Considerando que as regides costeiras apresentam niveis de poluicdo, esses animais
podem atuar como importantes indicadores da contaminag@o ambiental, pois sua longa vida no
mar e sua aproximacao a costa para desova permitem refletir tanto a contaminagdo costeira
quanto a oceanica (DIAS et al., 2024).

Dessa forma, a identificagao de bactérias, bem como de seus mecanismos enzimaticos
de resisténcia, ¢ fundamental para subsidiar o uso racional de antimicrobianos, especialmente
na medicina veterindria, area na qual a fiscalizacdo ainda ¢ limitada. A incorporacdo desse

controle a pratica profissional do médico-veterindrio torna-se, portanto, essencial.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a ocorréncia de bactérias gram-negativas multirresistentes e seus genes de
resisténcia antimicrobiana em tartarugas fémeas da espécie Eretmochelys imbricata durante o

periodo reprodutivo no litoral norte do estado do Rio Grande do Norte.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Isolar bactérias Gram-negativas com perfil de multirresisténcia a partir de amostras da

mucosa cloacal de fémeas de Eretmochelys imbricata e da superficie dos ovos;
4.2.2 Identificar as espécies bacterianas isoladas a partir das amostras coletadas;

4.2.3 Determinar os perfis de fenotipicos de resisténcia antimicrobiana das bactérias isoladas

frente a diferentes classes de antibiotico.;

4.2.4 Detectar genes de resisténcia antimicrobiana nas bactérias isoladas;
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Resumo
A resisténcia antimicrobiana € um desafio global de saude ptblica que vai além dos ambientes
clinicos e envolve cada vez mais reservatdrios ambientais e da vida selvagem. Ecossistemas
costeiros e marinhos recebem efluentes de fontes urbanas, hospitalares, agricolas e pecuarias,
facilitando a dissemina¢do de bactérias resistentes a antimicrobianos e genes de resisténcia.
Nesse contexto, as tartarugas marinhas podem atuar como sentinelas da contaminacdo
ambiental devido a sua longevidade e estreita interagdo com habitats costeiros. A tartaruga-de-
pente (Eretmochelys imbricata), espécie ameagada de extingdo que nidifica ao longo da costa
nordeste do Brasil, representa um importante modelo para avaliar a exposi¢do a longo prazo a
resisténcia antimicrobiana sob a perspectiva de Saude Unica. Este estudo investigou a
ocorréncia de bactérias resistentes a antimicrobianos e determinantes genéticos de resisténcia
em tartarugas-de-pente em fase de nidificagdao. Amostras da cloaca e da superficie da casca do
ovo foram coletadas de 15 fémeas em fase de nidificagdo, resultando em 39 isolados
bacterianos Gram-negativos. A identificagdo bacteriana foi realizada utilizando métodos
bioquimicos convencionais e espectrometria de massa por ionizagao/dessor¢do a laser assistida
por matriz com tempo de voo (MALDI-TOF). A suscetibilidade antimicrobiana foi avaliada
utilizando o método de difusdo em disco e o indice de resisténcia a multiplos antibioticos foi
calculado. Os genes de resisténcia foram rastreados utilizando ensaios de reagdo em cadeia da
polimerase. Os isolados foram predominantemente identificados como Pseudomonas spp.,
seguidos por membros da ordem FEnterobacterales, incluindo Enterobacter hormaechei,
Shewanella algae e Klebsiella spp. Altas taxas de resisténcia foram observadas aos antibidticos
beta-lactamicos, enquanto alta suscetibilidade foi mantida aos aminoglicosideos,
fluoroquinolonas, tetraciclina e polimixina B. Varios isolados exibiram valores de indice de
resisténcia a multiplos antibidticos acima de 0,2 e genes associados a resisténcia a beta-
lactdmicos e quinolonas foram detectados. Essas descobertas destacam as tartarugas marinhas

como bioindicadoras de resisténcia antimicrobiana em ecossistemas costeiros.

Palavras-chave: Eretmochelys imbricata; Tartaruga marinha; bioindicadores; Resisténcia a

antibioticos;
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Abstract
Antimicrobial resistance is a global public health challenge that extends beyond clinical
settings and increasingly involves environmental and wildlife reservoirs. Coastal and marine
ecosystems receive effluents from urban, hospital, agricultural, and livestock sources,
facilitating the dissemination of antimicrobial-resistant bacteria and resistance genes. Within
this context, marine turtles may act as sentinels of environmental contamination due to their
longevity and close interaction with coastal habitats. The hawksbill sea turtle (Eretmochelys
imbricata), an endangered species that nests along the northeastern coast of Brazil, represents
an important model for assessing long-term exposure to antimicrobial resistance under a One
Health framework. This study investigated the occurrence of antimicrobial-resistant bacteria
and genetic resistance determinants in nesting hawksbill turtles. Cloacal and eggshell surface
samples were collected from 15 nesting females, yielding 39 Gram-negative bacterial isolates.
Bacterial identification was performed using conventional biochemical methods and matrix-
assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. Antimicrobial
susceptibility was assessed using the disk diffusion method, and the multiple antibiotic
resistance index was calculated. Resistance genes were screened using polymerase chain
reaction assays. The isolates were predominantly identified as Pseudomonas spp., followed by
members of the order Enterobacterales, including Enterobacter hormaechei, Shewanella
algae, and Klebsiella spp. High resistance rates were observed to beta-lactam antibiotics,
whereas high susceptibility was maintained to aminoglycosides, fluoroquinolones,
tetracycline, and polymyxin B. Several isolates exhibited multiple antibiotic resistance index
values above 0.2, and genes associated with resistance to beta-lactams and quinolones were
detected. These findings highlight marine turtles as bioindicators of antimicrobial resistance in

coastal ecosystems.

Keywords: Eretmochelys imbricata; Sea turtle; bioindicators; Antibiotic Resistance;
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INTRODUCAO

O uso de antibidticos para o controle de infecgdes bacterianas tem sido essencial para
a saide humana e animal. No entanto, evidéncias extensas indicam que o uso inadequado e
excessivo desses farmacos tem acelerado o surgimento e a disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana (RAM). A interface interconectada entre humanos, animais € 0 meio ambiente
fornece uma via multidirecional para a circulacao de bactérias resistentes e genes de resisténcia,
reforgando a RAM como um desafio complexo dentro da abordagem de Satide Unica (One
Health) (JOQUERA et al., 2021; MIN et al., 2022; SMOGLICA et al., 2023).

Nos ultimos anos, a ocorréncia de bactérias resistentes a antibioticos em tartarugas
marinhas tem recebido atengdo crescente. Essa preocupacgao ¢ intensificada pela presenca de
residuos de antimicrobianos, metais pesados e microplasticos em ambientes marinhos, os quais
podem atuar como pressdes seletivas que favorecem a manutengdo e a disseminacdo de
determinantes de resisténcia (MASHKOUR et al., 2020; EBANI et al., 2023; BACHMANN
et al., 2025). Os ecossistemas marinhos, portanto, representam importantes reservatorios e
rotas de disseminagdo da RAM, com potenciais implicagdes para a vida silvestre, a satde
humana e a integridade dos ecossistemas.

Essas espécies sdo consideradas bioindicadoras eficazes de contaminagdo ambiental,
uma vez que residuos de origem antropica provenientes de efluentes domésticos, hospitalares,
industriais e agricolas alcancam os sistemas aquaticos e se acumulam ao longo das zonas
costeiras (CUBAS; SILVA; CATAO-DIAS, 2014; SALVARANI et al., 2023).

As tartarugas marinhas passam a maior parte de seu ciclo de vida em ambientes
marinhos, realizando extensas rotas migratorias para alimenta¢do e reproducdo. Durante a
estacdo reprodutiva, as fémeas permanecem por periodos prolongados em areas costeiras para
acasalamento e nidificacdo, aumentando sua exposi¢ao a poluicao costeira por meio da agua,
do sedimento, da dieta e do contato com outros organismos. Esse comportamento ecoldgico
permite a integracdo de sinais de contaminacdo de longo prazo e geograficamente diversos,
tornando esses animais particularmente adequados para o monitoramento da RAM ambiental
(AL-BAHRY et al, 2011; CHEN et al., 2022; GARCES et al., 2023).

Cerca de cinco espécies de tartarugas marinhas listadas na Lista Nacional da Fauna
Brasileira Ameacada de Extincdo (MMA, 2003) ocorrem no Brasil. A tartaruga-de-pente, E.
imbricata, ¢ classificada como Criticamente Em Perigo na Lista Vermelha da TUCN.
Diferentemente de outras espécies, apresenta maturidade sexual tardia, iniciando a reprodugao

geralmente entre 25 e 30 anos de idade, o que aumenta seu valor como indicadora de exposi¢ao
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ambiental cumulativa e de longo prazo a contaminantes, incluindo bactérias resistentes a
antimicrobianos (MARCOVALDI et al., 2011; EBANI et al., 2023).

Animais submetidos a pressdo antropica ou mantidos em cativeiro sdo conhecidos por
abrigar maiores cargas de microrganismos resistentes. Em tartarugas marinhas de vida livre,
caracteristicas de historia de vida, como longevidade, comportamento migratério, permanéncia
costeira durante a reproducdo e ecologia alimentar, contribuem para seu papel como sentinelas
bioldgicas da disseminagdo da RAM nos ecossistemas marinhos (JOQUERA et al., 2021;
ABDALLAH, 2023).

Nesse contexto, a investigacao de bactérias resistentes a antibioticos e de seus genes de
resisténcia enzimatica associados em fémeas nidificantes de tartaruga-de-pente (£. imbricata)
¢ ao mesmo tempo inovadora e relevante. A dieta especializada da espécie, composta
predominantemente por esponjas marinhas associadas a recifes de coral — reconhecidos como
reservatorios de comunidades bacterianas diversas e complexas — pode facilitar a aquisicao e
o transporte de bactérias resistentes a antimicrobianos (BAPTISTOTTE et al., 1999; ICMBio,
2023).

Assim, a detec¢do de bactérias resistentes e de genes de resisténcia em E. imbricata
refor¢a seu papel como sentinela ambiental e evidencia a interdependéncia entre a satide dos
ecossistemas marinhos, a satude da vida silvestre e a saide humana. Esses achados estdo
alinhados com a abordagem de Satide Unica e destacam a importincia de incorporar a
vigilancia da fauna silvestre nas estratégias destinadas a compreender e mitigar a disseminagao

da resisténcia antimicrobiana.

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido em parceria com a equipe técnica da Associacao de
Protecdo e Conservacdo Ambiental Cabo de Sdo Roque (APC). As informacgdes de cada fémea
foram obtidas por meio da coleta de dados das fichas de campo da APC (Apéndice 2), que
seguem protocolos padronizados de acordo com as exigéncias das autoridades regulatorias
nacionais responsaveis por esse tipo de atividade, sob as seguintes licengas ambientais: Projeto
TAMAR/Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade/Ministério do Meio
Ambiente n° 64308 e Cadastro Técnico Federal de Atividades e Instrumentos de Defesa
Ambiental (CTF/AIDA) n° 6476138 e 6640946. Além da autorizagdo da Comissdo de Etica no
uso de Animais (CEUA), parecer de n® 39/2024 (Apéndice 1).
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Local das coletas

O estudo foi realizado no municipio de Maxaranguape, localizado na microrregido do
litoral leste do estado do Rio Grande do Norte. A drea monitorada compreendeu 3 km dos 20
km de extensdo da Praia de S3o Roque, iniciando nos campos de dunas e estendendo-se em
dire¢ao ao Farol de Sao Roque, area com maior concentragdo de atividade de nidificacao de

fémeas.

Figura 1. Localizagdo da area de nidificacdo da tartaruga-de-pente ao longo da costa norte do estado.
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2025.
Coleta de amostras

A coleta de amostras foi realizada entre janeiro e fevereiro de 2025, periodo que
coincide com a estagdo reprodutiva de Eretmochelys imbricata na Praia de Sao Roque. Foram
coletados amostras com swab da cloaca e da superficie da casca dos ovos durante a oviposi¢ao,
estdgio no qual as fémeas se tornam menos sensiveis a disturbios externos (EQUIPE DO

CENTRO TAMAR/ICMBio, 2023).
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O procedimento de coleta teve duracdo aproximada de 10 segundos, durante os quais
um swab com meio de transporte Aimes foi suavemente friccionado na area-alvo com
movimentos leves e controlados, a fim de evitar interferéncia no processo de nidificacdo. Apos
a coleta, os swabs foram acondicionados em recipiente térmico ¢ mantidos sob refrigeragio
(1°C a 5°C) até a chegada ao Laboratorio de Microbiologia Clinica da Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA), onde o processamento das amostras teve inicio em até 48

horas.

Figura 2. Pesquisador realizando coleta da amostra.

Fonte: acervo proprio, 2025.

Processamento das amostras

Os swabs coletados foram devidamente identificados, e as amostras foram inicialmente
inoculadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Apos

esse periodo, aliquotas foram transferidas para tubos Eppendorf de 1,5 mL contendo caldo
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BHI suplementado com antibidticos nas concentracdes finais de 10 ug/mL de meropenem

e 4 pg/mL de ceftriaxona.

Subsequentemente, as culturas foram semeadas por estriamento em placas de agar
MacConkey contendo os mesmos antibioticos nas mesmas concentragdes. Apos 24 horas,
as colonias crescidas foram identificadas, repicadas e armazenadas em caldo BHI

suplementado com 15% de glicerol para analises posteriores.
Identificacio bioquimica

A pré-identificagdo foi realizada por meio de testes bioquimicos convencionais, de
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (2010), incluindo 4gar Triple Sugar
Iron (TSI), teste da urease, SIM (Sulfeto, Indol e Motilidade), produ¢do de indol, utilizagdo

de citrato e agar Lisina Ferro (LIA).
Identification of colonies in MALDI-TOF

As colonias previamente identificadas e isoladas foram encaminhadas para
processamento por espectrometria de massa, na qual foram utilizadas algas estéreis para
inoculacdo das colonias especificas, sendo estas transferidas para placas-alvo de MALDI-TOF.
Em seguida, foram tratadas com 4acido formico na propria placa e, posteriormente,
adicionaram-se 1 a 2 pL de matriz sobre cada ponto, que foi deixado para secar. Na sequéncia,
a placa foi inserida na cAmara de ionizacdo do espectrometro de massa. Por fim, foi gerado um
espectro de massa, que foi comparado com o banco de dados de espectros por meio do software

(PATEL, 2015).
Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusdo em
disco de Kirby—Bauer, de acordo com as diretrizes vigentes do BrCAST. Foi preparado um
indculo bacteriano ajustado a turbidez 0,5 da escala de McFarland, que foi semeado em placas
contendo 4agar Mueller—Hinton. Discos impregnados com antibidticos apropriados para cada
grupo bacteriano identificado foram dispostos sobre a superficie do agar, seguidos de
incubagdo a 35 °C por 16 a 18 horas. Apos a incubacgao, o crescimento bacteriano foi avaliado,
os didmetros dos halos de inibigdo foram mensurados e os perfis de suscetibilidade foram

determinados.
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Para os isolados identificados por MALDI-TOF como Ochrobactrum intermedium e
Shewanella algae, as anélises foram realizadas por meio do sistema VITEK 2, uma vez que
ndo havia ponto de corte estabelecido para o método de difusdo em disco. Foram avaliados os
seguintes antibioticos: meropenem, ertapenem, aztreonam, amicacina, ciprofloxacino,
gentamicina e tigeciclina, com interpretacdo baseada na 35 edi¢dao da tabela do Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI).

Também foi realizado o Drop-Test, no qual foram adicionados 10 uL de solugdo de

polimixina B na concentra¢do de 16 pg/mL, a fim de avaliar a resisténcia a polimixina B

(PEREZ et al., 2020).
Indice de Resisténcia a Miltiplos Antibiéticos (MAR)

O célculo ¢ interpretado segundo Krumperman (1983) podendo ser realizado através de
uma simples equagao de a/b em que a representa o numero de antibidticos os quais os isolados
apresentaram resisténcia, enquanto b o total de antibidticos testados. Isolados com MAR (>0,2)
possuem origem de uma fonte de alto risco de contaminantes, ja isolados com MAR (<=0,2)

indicam a origem em locais com pouco fonte de antibidticos.
Extracao de acido desoxirribonucleico (DNA)

Para a extragdo de DNA, uma suspensdo de colonias bacterianas em agua destilada
estéril foi submetida a tratamento ultrassonico em trés ciclos de 30 segundos cada. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm por 2 minutos, e 0 DNA foi obtido a partir do

sobrenadante (RIBEIRO et al., 2016).
Deteccio molecular de genes de resisténcia a antibidticos

A Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada para a triagem dos seguintes
genes de resisténcia: genes de B-lactamases (blactx-m, blatem € blasuv); genes de resisténcia a
aminoglicosideos (aac(6°)-Ib); e genes de resisténcia a quinolonas (qnrd, gnrB e gnrS).
Também foram pesquisados genes de resisténcia associados a producdo de carbapenemases:

blaxrc, blanpm, blanve, blaviv, blaspm € blaoxa-s.

Os produtos de PCR (amplicons) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado com GelRed® (Biotium), sob condigdes de 120 V e 500 mA por 60 minutos, em
cuba de eletroforese horizontal contendo tampao TBE 1x. Apos a corrida eletroforética, os géis

foram retirados da cuba, posicionados em um transiluminador UV e fotografados.
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Quadro 1. Oligonucleotideos e condi¢des para cada gene pesquisado a partir da técnica de PCR.

Gene Sequéncia Tamanho do Tempo de Fonte
fragmento anelamento
gnrA F: 5 — AGA GGA TTT CTC ACG | 580-pb Kraychete
CCAGG-%
R: 5° — TGC CAG GCA CAG ATC 95°C for 10 et 412016
TTG AC-3’ min, 25 cycles
giB | F: 5 — GGM ATH GAA ATT CGC | 264-pb of 95°C for 45
CACTG-3% s, 58°C for 45
R: 5° — TTT GCY GYY CGC CAG s, and 72°C for
TCG AA -3 15 s, and a final
qnrS F: 5 — GCA AGT TCA TTG AAC | 428-pb extension  at
AGGGT -¥ 72°C for 3 min.
R: 5 — TCT AAA CCG TCG AGT
TCGGCG-3
blactxm | F: 5'— | 544-pb 94°C - 2 min - | Edelstein
Tl;FGCGATGTGCAGTACCAGTAA 35 cycles et AL.2003
R: 5’ - 95°C - 20 s,
CGATATCGTTGGTGGTGCCATA — 51°C - 30 s,
3’ 72°C 30s,
3min - 72°C
blatem F: 5’ — 94 °C, 5 min; | Reich et
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA - 35 cycles of 94 | A/, 2013
3 °C, 1 min, 50
1080-pb
R: 5 — °C, 1 min, 72
GACAGTTACCAATGCTTAATC - °C, 1 min
3,
blasuy 94 °C, 5 min;
F: 5 - GGG ou
35 cycles of 94
TTATTCTTATTTGTCGC - 3’
928-pb °C, 1 min, 56
R: 5 — TTAGCGTTGCCAGTGCTC —
3 °C, 1 min, 72
°C, 1 min
blanp F: 5’ — 1 232-pb 52°C
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC — P

3’
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R: 5 —
GGTTTAAYAAAACAACCACC -3’

blavim

F: 5> - GATGGTGTTTGGTCGCATA
-3
R: 5’ - CGAATGCGCAGCACCAG -

3’

390-pb

blaspm

F: ’ —
AAAATCTGGGTACGCAAACG -3
R: 5’ —

ACATTATCCGCTGGAACAGG -3’

271-pb

Poirel, et

al.,2011

blaKpc

F: 5" —= TGTCACTGTATCGCCGTC -
3
R: 5’ -
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC -
3

900-pb

blaOXA-48

F: ’ —
GCGTGGTTAAGGATGAACAC -3’
R: 5’ —

CATCAAGTTCAACCCAACCG -3

438-pb

blanpm

F: 5 -
GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC —
3’

R: 5 -
GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT
3

782-pb

60°C

Doyle, et
al., 2012

aac(6’)-
Ib

F: ’ —
TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA
_3

R: 5’ -

CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3’

482-pb

94 °C for 45 s,
55 °C for 45 s,
and 72 °C
ford5 s for 34
cycles

Szabo, et

al.,2018

Fonte: Desenvolvido pela autora, 2026.

Legenda: pb = pares de base;

Analise estatistica
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Os dados foram analisados descritivamente. Foram calculadas as frequéncias absolutas
e relativas para os taxons bacterianos, fenotipos de resisténcia, valores do indice MAR e genes

de resisténcia.

RESULTADOS

Amostras foram coletadas em 15 fémeas de tartarugas-de-pente (E. imbricata) fémeas
em nidificacdo. Foram obtidos trés swabs da cloacais e da superficie do ovo por individuo para
maximizar a recuperagdo bacteriana. Dessas amostras, 39 isolados bacterianos foram
recuperados apos cultura seletiva com meropenem e a ceftriaxona, incluindo 26 isolados da
cloaca (66,6%) e 13(33,3%) isolados da casca do ovo. Durante o periodo do estudo, cinco
fémeas (33,3%) retornaram para um evento de nidificagdo subsequente aproximadamente 15
dias apds a coleta inicial, permitindo coletas adicionais.

De um total de 15 animais, 13 (86,66%) apresentaram crescimento bacteriano. Cinco
fémeas retornaram para nova amostragem: n° 01, 03, 08, 09 e 12. Entretanto, a fémea n° 08 ndo
apresentou crescimento bacteriano em nenhuma das coletas. Além disso, as fémeas n° 01 e n°
03 foram as Unicas que apresentaram crescimento em ambos os eventos de amostragem,
enquanto a fémea n° 09 apresentou crescimento apenas no retorno e a fémea n° 12 apenas na
primeira coleta.

Com base em testes bioquimicos convencionais e na identificagdo por MALDI-TOF
MS, dezesseis taxons bacterianos foram identificados entre os 39 isolados. O grupo mais
frequente foi Pseudomonas spp. (19/39; 48,7%), seguido por Enterobacter hormaechei (5/39;
12,8%), Acinetobacter spp. (4/39; 10,2%), Ochrobactrum intermedium (4/39; 10,2%),
Shewanella algae (3/39; 7,6%), Klebsiella spp. (2/39; 5,1%), Achromobacter mucicolens (1/39;
2,5%) e Stenotrophomonas maltophilia (1/39; 2,5%). Dentro do género Pseudomonas, seis
espécies foram identificadas, incluindo Pseudomonas aeruginosa (30,7% de todos os isolados),
P. guariconensis, P. putida, P. stutzeri, P. fulva e P. monteilii. Os isolados de Acinetobacter
incluiram A. junii, A. pittii, A. lactucae € A. baumannii.

A distribuicao dos isolados variou de acordo com o local de amostragem e o antibiotico
utilizado na sele¢do. Considerando as amostragens iniciais e de retorno, as fémeas 1 (12,8%),
7 (12,8%), 2 (7,6%), 3 (7,6%) e 5 (7,6%) apresentaram o maior nimero de isolados resistentes.
No primeiro evento de amostragem, foram recuperados 33 isolados resistentes,
predominantemente de amostras cloacais selecionadas com ceftriaxona (35,8%) e meropenem
(28,2%). As amostras da casca do ovo apresentaram menos isolados, com 12,8% recuperados

sob sele¢do com ceftriaxona e 15,3% sob selecdo com meropenem.
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Durante as amostragens de retorno, as amostras cloacais selecionadas com ceftriaxona
e meropenem, bem como as amostras de casca do ovo selecionadas com ceftriaxona,
produziram dois isolados cada, enquanto nenhum crescimento foi observado nas amostras de
casca do ovo sob sele¢do com meropenem.

O teste de susceptibilidade antimicrobiana revelou altas taxas de resisténcia aos
antibioticos B-lactdmicos, particularmente amoxicilina—4cido clavulanico (80,0%), ceftriaxona
(55,0%), ceftazidima (58,3%), ertapenem (71,4%) e aztreonam (56,2%). Em contraste, foi
observada alta susceptibilidade a cefotaxima (100%), meropenem (78,8%), aminoglicosideos,
tetraciclina e polimixina B (96,2%). Apenas um isolado, Pseudomonas monteilii da fémea 12,
apresentou resisténcia a polimixina B. Perfis de susceptibilidade intermediaria foram
frequentemente observados para cefepime, imipenem, levofloxacina e ciprofloxacina.

Figura 3. Porcentagem de resisténcia e suscetibilidade antimicrobiana total.
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Fonte: Desenvolvido pela autora, 2026.

O indice de resisténcia multipla a antibioticos (MAR) indicou valores elevados (>0,2) em varios
isolados, sugerindo exposi¢do a ambientes sob significativa pressdo seletiva de antimicrobianos.

Figura 4. Tabela sobre o indice de MAR das 39 amostras.
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A triagem molecular para determinantes de resisténcia teve como alvo 13 genes. Quatro
genes (30,7%) foram detectados entre os isolados: blactx-m(7,3%), blatem (2,4%), gnrS (7,3%)
e gnrd (2,4%). Dois isolados (07CCC-01 e 09RCAC-01) apresentaram mais de um gene de
resisténcia (blactx-m e gnrS). A detec¢do de genes de resisténcia em isolados obtidos durante
as amostragens de retorno foi um achado relevante. A fémea 9, que nao apresentou isolados
resistentes na amostragem inicial, produziu um isolado positivo para gene de resisténcia no
retorno, enquanto a fémea 3 apresentou fenotipos de resisténcia em ambas as amostragens,

porém apenas o isolado do retorno foi positivo para genes de resisténcia por PCR.

Em conjunto, os achados evidenciam a ocorréncia de bactérias Gram-negativas com
perfil de multirresisténcia e a presenca de genes de resisténcia antimicrobiana em amostras
cloacais e da superficie da casca dos ovos de E. imbricata durante a nidificagdo, refor¢ando o
papel das tartarugas marinhas como reservatdrios ambientais e sentinelas da resisténcia

antimicrobiana dentro do contexto de Uma S6 Saude (One Health).



Figura 5. Heatmap com as informagdes das fémeas.
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Figure 6. Heatmap com as informacdes sobre os isolados.
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DISCUSSAO

No presente estudo, foram identificados 39 isolados provenientes da cloaca e da
superficie dos ovos de 15 fémeas nidificantes de tartaruga-de-pente (E.imbricata), incluindo
microrganismos de importancia para a saude humana e veterinaria. Entre as espécies isoladas
destaca-se Pseudomonas spp. Esse género ¢ ubiquo em ambientes aquaticos e inclui patogenos
oportunistas frequentemente associados a infecgdes respiratorias, oculares e tegumentares,
infeccdes em ovos (saculite vitelinica) e lesdes traumaticas em tartarugas marinhas, conforme
previamente relatado (EBANI, 2023; ESPOSITO et al., 2024).

Membros da ordem Enterobacterales, como E. hormaechei, S. algae e Klebsiella spp.,
também foram detectados, corroborando achados de outros estudos envolvendo diferentes
espécies de tartarugas marinhas, incluindo a tartaruga-cabeguda (Caretta caretta) e a tartaruga-
verde (Chelonia mydas), tanto em populacdes de vida livre quanto em individuos resgatados
ou em reabilitacdo. Além disso, o isolamento de bactérias ambientais como O. intermedium, A.
mucicolens ¢ S. maltophilia é relevante, uma vez que esses patdogenos oportunistas tém sido
associados a infecgdes graves em humanos, especialmente em individuos
imunocomprometidos, e frequentemente apresentam fenotipos multirresistentes, representando
assim uma preocupacdo significativa dentro da abordagem Uma S¢6 Satde (One Health)
(CHUEN-IN et al., 2021; KASSAB et al., 2021; AL-ASADI et al., 2024; ESPOSITO et al.,
2024; SAID; TIRTHANI; LESHO, 2025).

Por outro lado, a deteccdo de S. algae, uma bactéria amplamente distribuida em
ambientes aquaticos e estuarinos e considerada uma das espécies mais virulentas dentro de seu
género, ¢ relevante devido a sua capacidade de causar infecgdes oportunistas em animais e
infecgdes graves em humanos (BLASI et al., 2020; ESPOSITO et al., 2024; BACHMANN et
al., 2025). A presenga dessas espécies reforca a interconexdo entre ambiente marinho, fauna
silvestre e salde humana na dinamica de disseminacdo da resisténcia antimicrobiana
(GAUTHIER, 2015; FERRARO et al., 2024).

O reconhecimento dessas espécies bacterianas pode estar associado também ao
microbioma natural desses animais, dado que a comunidade bacteriana compode cerca de 90%
a 99% de todo microbioma intestinal em tartarugas marinhas de cativeiro e selvagens
encalhadas, desta forma apresentando grupos como Pseudomonadaceae, Shewanellaceae,
Enterobacterales como exemplos; a prevaléncia maior ou menor de algum desses grupos pode
estar relacionados a enfermidades nesses animais, ou seja, associado a uma imunidade afetada

(GHAFOOR et al., 2025).
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A recuperacdo de 33 isolados resistentes durante a primeira coleta de amostras, pode
refletir a exposi¢do cumulativa prévia a bactérias resistentes e/ou determinantes de resisténcia
ao longo da vida das tartarugas.

As fémeas chegam as praias de desova provenientes de areas de alimentagdo, como
recifes de coral, onde podem estar expostas a comunidades microbianas complexas e
contaminantes ambientais. A observacdo de isolados resistentes em coletas de retorno,
incluindo casos nos quais a resisténcia nao foi detectada na primeira coleta, indica exposi¢ao
adicional durante o periodo de nidificacdo, potencialmente associada ao escoamento costeiro,
a polui¢do das praias ou ao contato com individuos da mesma espécie e outras espécies
marinhas durante a reprodu¢cio (MARCOVALDI et al., 2011; BLASI et al., 2020;
MONDRAGON et al., 2023).

A maioria dos isolados resistentes foi recuperada de amostras cloacais sob sele¢do com
ceftriaxona e meropenem. Esse achado ¢ consistente com a anatomia e a fisiologia da cloaca,
uma abertura comum aos sistemas digestorio e urogenital, que fica exposta a fezes, urina,
produtos reprodutivos e contaminantes ambientais. Essa interface mucosa ¢, portanto,
particularmente suscetivel a colonizagdo microbiana e a pressoes seletivas, que podem ser
ainda mais influenciadas pelo estresse fisiologico durante a nidificagdo (WYNEKEN, 2004;
KUSCHKE, 2022). A maior resisténcia associada a ceftriaxona em comparagdo com o
meropenem sugere maior pressao seletiva sobre cefalosporinas de terceira geragao, enquanto
carbapenémicos como o meropenem permanecem menos amplamente utilizados e, portanto,
exercem menor pressdo seletiva ambiental (SILVA et al., 2022).

As fluoroquinolonas estdo entre as classes antimicrobianas mais frequentemente
utilizadas no tratamento de infecgdes em tartarugas marinhas resgatadas e em reabilitagdo,
devido as suas propriedades farmacocinéticas favoraveis, incluindo alta biodisponibilidade,
boa penetragdo tecidual, amplo espectro de atividade e eficdcia contra Mycoplasma spp.
(WANMAD et al., 2022). Nesse contexto, a alta suscetibilidade observada a ciprofloxacina e
levofloxacina no presente estudo ¢ um achado relevante, indicando que esses agentes podem
permanecer como boas opgdes terapéuticas eficazes para infecgdes bacterianas em tartarugas
marinhas.

Estudos anteriores relataram elevada resisténcia a antibioticos [-lactamicos,
particularmente amoxicilina—acido clavulanico e ceftazidima, em tartarugas marinhas
resgatadas, como a tartaruga-cabecuda e a tartaruga-de-couro. Padrdes de resisténcia
semelhantes foram observados no presente estudo, reforcando a nog¢ao de que a resisténcia a f3-

lactdmicos ¢ amplamente disseminada entre bactérias associadas a tartarugas marinhas e
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provavelmente reflete a disseminacao ambiental de mecanismos de resisténcia (BACHMANN
et al., 2025).

A andlise do indice MAR (Multiple Antibiotic Resistance) revelou valores acima de 0,2
em varios isolados, indicando exposi¢cdo a ambientes com contaminagdo significativa por
antimicrobianos. Tais perfis sugerem opgoes terapéuticas limitadas e refor¢am o papel das
tartarugas marinhas como sentinelas da pressdao antimicrobiana ambiental (TSAI et al., 2024).

A contaminacdo de tartarugas marinhas ndo se limita aos antimicrobianos, mas também
envolve metais pesados, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, pesticidas organoclorados e
detritos plasticos, que ja foram detectados em sangue, ovos, fezes e tecidos. A exposi¢do pode
ocorrer por contato ambiental, dieta ou transferéncia parental, e esses contaminantes podem
co-selecionar resisténcia antimicrobiana (KUSCHKE, 2022; VECCHIONI et al., 2022;
BARRAZA et al., 2023; FERRARO et al., 2024; SAMARA et al., 2026).

A deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana levanta preocupagdes adicionais. A
presenca de genes associados a ESBL, como blacrx-m e blatem, bem como genes de resisténcia
a quinolonas mediados por plasmideos (gnrd e gnrS), incluindo coocorréncia no mesmo
isolado, indica um potencial mais amplo de resisténcia abrangendo maultiplas classes
antimicrobianas (CHEN et al., 2022). Genes como os encontrados no estudo sao importantes
achados pois codificam enzimas beta-lactamicas, conferindo resisténcia a antibioticos
importante e rotineiramente usados nos tratamentos das infeccdes em humanos, como as
penicilinas e cefalosporinas, sendo que o blatem € um dos genes mais frequentes encontrados
em amostras marinhas tanto da 4gua como nos organismos (FERRARO, et al.,2024)

Embora outros genes ESBL e genes de carbapenemases nao tenham sido detectados,
sua auséncia ndo exclui aquisicao futura, considerando a alta mobilidade e capacidade de
disseminagao desses elementos genéticos (TROTTA et al., 2021; TSENG et al., 2023; HUSNA
et al., 2023; ESPOSITO et al., 2024).

De modo geral, a identificagdo de bactérias multirresistentes e genes de resisténcia
clinicamente relevantes em amostras cloacais e da casca de ovos de fémeas nidificantes de E.
imbricata ao longo da costa do Rio Grande do Norte destaca as consequéncias do uso extensivo
de antimicrobianos na medicina humana e veterinaria. O controle inadequado do acesso a
antimicrobianos e o descarte de efluentes ndo tratados, particularmente provenientes de
hospitais e atividades agricolas, podem acabar impactando os ecossistemas marinhos. Esses
achados sugerem possivel influéncia de fontes antropicas de contaminagdo sobre os

ecossistemas costeiros, hipdtese que deve ser investigada em estudos futuros com amostras
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ambientais e reforcam a necessidade de estratégias integradas de vigilancia e mitigacdo da
resisténcia antimicrobiana dentro da abordagem Uma S6 Satde (One Health).

Um aspecto relevante do presente estudo foi a detec¢do de genes de resisténcia em
isolados recuperados durante eventos de retorno de nidificagdo, sugerindo persisténcia ou nova

aquisicao de determinantes de resisténcia ao longo do periodo reprodutivo.

CONCLUSAO

Este estudo demonstrou a ocorréncia de bactérias Gram-negativas multirresistentes e
genes de resisténcia antimicrobiana em amostras cloacais e da superficie da casca de ovos de
tartarugas-de-pente (Eretmochelys imbricata) em fase de nidificagdo no litoral do Rio Grande
do Norte, Brasil. A detec¢do dos genes blactx-m, blatem, gnr4 e gnrS corrobora a circulagdo
de determinantes de resisténcia clinicamente relevantes em ambientes marinhos costeiros.
Esses achados refor¢am o potencial da E. imbricata como espécie sentinela para resisténcia
antimicrobiana ambiental e destacam a importancia da integragdo da fauna silvestre em
estratégias de vigilancia da abordagem "One Health". Estudos futuros, incluindo amostragem
ambiental e abordagens moleculares mais abrangentes, sdo necessarios para melhor elucidar a

origem e as vias de disseminacdo desses microrganismos.
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