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Composi¢do da comunidade bacteriana cutdnea em anfibios na
regido Oeste do Para, Amazénia, Brasil

O tecido cutaneo dos anfibios é fundamental em muitos aspectos de sua vida. As caracteristicas naturais da pele de um anfibio fornecem um microambiente ideal
para o crescimento de microrganismos diversos que auxiliam em muitos processos importantes para os hospedeiros. Portanto, o presente estudo teve como
objetivo caracterizar a microbiota cutanea cultivdvel de anfibios amostrados na regido de Santarém, Oeste do Para, Amazonia, Brasil. Para isso os anfibios foram
capturados em buscas ativas em horario noturno, entre os meses de novembro de 2017 a abril de 2019. O material cutaneo foi colhido por esfregaco na regido
dorsoventral do animal, utilizando um swab embebido em solugdo salina 0,85% até a diluigdo 10-3, e cultivado em placas de Petri contendo meio PCA.
Posteriormente, o isolamento das coldnias foi realizado de acordo com os morfotipos das bactérias e a identificagdo das cepas foi realizada por chave bioquimica
para identificagdo ao menor nivel taxondmico. Foram capturadas duas espécies de anfibios, totalizando 25 individuos, sendo 15 exemplares de Rhinella major e
10 individuos de Rhinella marina. Foram identificadas 101 cepas bacterianas e destas 94% foram de bactérias Gram-positivo. Os géneros bacterianos mais
representativos em ambas as espécies de anfibios foram Corynebacterium, Lactobacillus e Mycobacterium. Ainda que alguns géneros de bactérias identificadas
nesse estudo possuam espécies que sejam caracterizadas como potenciais agentes patogénicos, ndo foram encontrados indicios de que estariam causando danos
aos animais estudados. Desse modo, é importante que novos estudos sejam realizados com o objetivo de sublimar e inspecionar a microbiota de anfibios.

Palavras-chave: Anuros; Rhinella; Bactérias; Microbiota; Pele.

Composition of the cutaneous bacterial community in amphibians in
the Western region of Pard, Amazon, Brazil

The cutaneous tissue of amphibians is fundamental in many aspects of their lives. The natural characteristics of an amphibian's skin provide an ideal
microenvironment for the growth of diverse microorganisms that assist in many important processes for hosts. Therefore, the present study aimed to characterize
the cultivable cutaneous microbiota of amphibians sampled in the Santarém region, Western of Pard, Amazonia, Brazil. For this, the amphibians were captured in
active searches at night, between the months of November 2017 to April 2019. The cutaneous material was collected by smear in the dorsoventral region of the
animal, using a swab soaked in 0.85% saline until dilution 10-3, and cultured in Petri dishes containing PCA medium. Subsequently, the isolation of the colonies
was carried out according to the bacterial morphotypes and the identification of the strains was carried out using a biochemical key to identify until the lowest
taxonomic level. Two species of amphibians were captured, totaling 25 individuals, being 15 specimens of Rhinella major and 10 individuals of Rhinella marina. 101
bacterial strains were identified and of these 94% were Gram-positive bacteria. The most representative bacterial genera in both amphibian species were
Corynebacterium, Lactobacillus and Mycobacterium. Although some genera of bacteria identified in this study have species that are characterized as potential
pathogens, there was no evidence that they were causing damage to the animals studied. Thus, it is important that further studies are carried out with the aim of
sublimating and inspecting the amphibian microbiota.
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INTRODUGAO

Os anfibios tém importante papel ecoldgico no transporte de energia de ambientes aquaticos e
terrestres, e varios fatores tém contribuido para o declinio de sua populagao (CATENAZZI, 2015; SCHEELE et
al., 2019). Entre as ameacas a sobrevivéncia destes animais estdo, perda de habitat, polui¢cdo, comércio como
animais de estimacdo, mudangas climaticas e doengas infecciosas emergentes (SCHIPPER et al., 2008).

O tecido cutaneo dos anfibios é fundamental em muitos aspectos de sua vida, pois é o principal local
de troca dos gases respiratérios (POUGH et al., 2008). Além da respiragdo cutanea, a pele desses animais
desempenha outras fungdes importantes como barreira imunoldgica, osmorregulacdo e termorregulacdo
(COLOMBO et al., 2015). Dentre os vertebrados, os anfibios apresentam a pele com caracteristicas Unicas e
gue atua de forma bastante interativa e funcional entre o organismo e o meio externo (ASSIS, 2015).

A maioria dos estudos de microbioma cutaneo dos animais vertebrados das ultimas décadas tem se
concentrado em seres humanos, animais domésticos e anfibios (ROSS et al., 2019). A pele dos anfibios, apesar
de ser considerado um sistema incompleto de defesa, é o modelo para doencas que afetam a mucosa dos
vertebrados e o muco e seus compostos vem complementar essa barreira. O muco, produzido tanto pelas
glandulas dérmicas dos sapos quanto pela comunidade microbiana residente, contém fatores
interdependentes do hospedeiro (anticorpos das mucosas, peptideos antimicrobianos, lisozima, alcaloides)
e fatores da comunidade microbiana (metabdlitos antibidticos) contribuindo com fung¢des como
comunicacdo e defesa contra predadores e patdgenos (SANTOS, 2013; WOODHAMS et al., 2014; SABINO-
PINTO et al., 2016).

As caracteristicas naturais da pele de um anfibio —umidade, composi¢do quimica do muco e de outras
secre¢Oes — fornecem um microambiente ideal para o crescimento de microrganismos diversos, alguns dos
quais podem estar presentes durante toda a vida destes animais, e outros que podem ser continuamente
trocados entre as renovacoes da pele, estagio de vida, e através do meio ambiente, incluindo os patogénicos
(BELDEN et al., 2007; CULP et al., 2007; BOS et al., 2009).

Os animais indistintamente hospedam diversas comunidades microbianas e possuem associacdes
com microrganismos comensais e mutualistas (CULP et al., 2007). Esses microrganismos e suas interacoes e
contribuicOes, é denominado microbioma e fornecem muitos processos importantes para os hospedeiros
(MCFALL-NGAI et al., 2013). Como resultado dessas associa¢des, € comum ocorrer uma dependéncia dos
animais com esses microrganismos em processos vitais criticos, tais como digestdo, aquisicdo de energia e
resisténcia a patdgenos. Além disso, a comunidade microbiana presente no tecido cutdaneo também auxilia
na ac¢do do sistema imune (ROSENBERG et al., 2007; NOLASCO, 2016). Segundo Hughey et al. (2017) espécies
animais que obtém microrganismos simbiontes de fontes ambientais, variacdo nas condi¢cdes ambientais
afetam o pool microbiano e podem alterar a composicao e, em ultima analise, a fun¢do dessas comunidades.

No Brasil, sdo escassas informacdes bioldgicas para muitas espécies de anfibios, que sdo divididos
em trés ordens: Anura, Urodela ou Caudata e Gymnophiona, sendo a ordem Anura a mais abundante (POUGH

et al.,, 2008; PELOSO et al., 2019). A ordem Anura, que tem como representantes os sapos, as ras e as
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pererecas, € a mais representativa dentre as demais ordens e no Brasil ha descritas 1.143 espécies
distribuidas em 20 familias com 106 géneros (FROST, 2020). O género Rhinella Fitzinger, 1826, pertencente
a familia Bufonidae, é constituido de 92 espécies e é distribuido pelas Américas do Sul e Central, habitando
tanto dreas abertas quanto as florestas (FROST, 2020).

A espécie Rhinella major Miiller e Hellmich, 1936 é um animal de tamanho diferente de acordo com
o sexo, sendo a média dos machos de 54,3 mm e das fémeas 57,5 mm (NARVAES et al., 2009). E uma espécie
com hdbitos noturnos, que vive e se alimenta quase exclusivamente em habitats terrestres e geralmente esta
associada a ambientes antropogénicos (HAMANN et al., 2015).

Rhinella marina Linnaeus, 1758 é uma espécie de grande porte, antigamente conhecida por “Bufo
marinus”, e no Brasil é popularmente conhecida como “sapo cururu”. A R. marina vive em dreas
caracterizadas pela cobertura florestada e por areas abertas, que frequentemente sdo perturbadas, além
disso, esta espécie é bem adaptada a vida urbana (ZUG et al., 1979).

A comunidade bacteriana simbionte em anuros pode nos fornece importantes informagdes em varios
aspectos. A identificagdo de microrganismos presente na pele de anfibios, e estudar suas relagdes sob o
aspecto da capacidade de protecdao e mutualismo que a comunidade microbiana oferece ao produzir
metabdlitos contra patdgenos, tem sido o alvo de muitas pesquisas. Esses estudos sdo essenciais para propor
estratégias de protecdo dos animais contra doencas infecciosas, além de abrir possibilidades para a
identificacdo de substancias com potenciais usos biotecnoldgicos e aplicacdes diversas para o homem e
outros animais. Atualmente, tem sido descoberto um emergente aparecimento de doengas infecciosas nesse
grupo animal e tem causado declinio de diversas popula¢Ges de anfibios ao redor do mundo, incluindo no
Brasil, e varidveis ambientais e antropicas tem sido apontadas como as principais (CAMPBELL, 1999; GREEN
et al., 2002; ETEROVICK et al., 2005; ARAUJO et al., 2006; MITCHELL et al., 2007; SKERRATT et al., 2007;
BECKER et al., 2011; VERDADE et al., 2012; BERGER et al., 2016; CARVALHO et al., 2017; SCHEELE et al., 2019).

Portanto, a busca e identificacdo de bactérias cultivaveis presentes na pele de anfibios na regido
amazolnica, e quais as relagdes que ocorrem frente a capacidade de prote¢do e mutualismo que estes
microrganismos oferecem aos animais, podem trazer informacdes essenciais sobre os processos que estao
em vigor, quais os beneficios provenientes dessa relagdo, e de que forma o resultado dessas associa¢des
pode ser utilizado nas diversas areas de conhecimento.

Desse modo, o presente estudo teve como objetivo caracterizar a microbiota cutanea cultivavel de

anfibios na regido de Santarém, Oeste do Pard, Amazonia, Brasil.
MATERIAIS E METODOS

Area de Estudo e Coleta dos Animais

O estudo foi desenvolvido na area portuaria da Universidade Federal do Oeste do Pard, na Unidade
Tapajos (2225'13.3”S, 54244°26.7”W), localizada na zona urbana do municipio de Santarém, no oeste do

Estado do Para (Figura 1).
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Figura 1: Imagem de satélite da Unidade Tapajés — UFOPA, na cidade de Santarém, PA. Fontes: Google Maps, 2019.

Os anfibios foram capturados com a utilizagdo de luvas estéreis, um par para cada animal, por buscas
ativas em horario noturno, entre os meses de novembro de 2017 a abril de 2019. Durante a captura, ndo
houve distingdo de sexo, e apds a captura os exemplares foram transportados em sacos plasticos do tipo zip-
lock transparentes para o Laboratdrio de Bacteriologia (LaBac) da UFOPA para os procedimentos de coleta
do material cutaneo destes animais.

Apds a obtencdo do esfregaco foi feita a eutanasia dos espécimes com injegdo intracraniana de
lidocaina a 2% via foramen magnum (SEBBEN, 2007), seguido de fixagdo com formol 10% e depdsito na

colecdo de anfibios da UFOPA.

Coleta do Material Microbiano

No LaBac, o material cutdneo foi colhido por esfregaco na regidao dorsoventral do animal, utilizando
um swab embebido em solugdo salina 0,85% estéril, que foi imediatamente colocado em um tubo de ensaio
contendo 9 mL de solugdo salina 0,85% estéril. Posteriormente, o tubo de ensaio com o esfregaco foi agitado
vigorosamente, e foram obtidas dilui¢cdes seriadas até a 10 com trés séries de trés tubos cada diluicio com
9 mL de solucdo salina 0,85% estéril. Feito isto, o material foi inoculado pela técnica de spread plate, em
placas de petri contendo o meio de cultura Plate Count Agar (Difco’) em duplicata e incubado em estufa

bacterioldgica a 372 C por 24 a 48 horas.

Obtencgao dos Isolados e Identificagdao Bioquimica

Apds o cultivo do indculo, foi realizada a contagem registrada em UFC/mL e o isolamento das col6nias
foi realizado de acordo com os morfotipos das col6nias de bactérias heterotroficas até completar as 48 horas
de incubacdo a 372 C. A purificacdo bacteriana se deu em meio Agar Triptona Soja (TSA-BD°) com incubacdo
372 C por 24h, seguida de teste tintorial pela coloragao de Gram, microscopia e descricdo de morfologia.
Confirmado isolamento e pureza da cultura, estas cepas foram conservadas sob refrigeracao para posterior
andlise.

A identificacdo das cepas foi realizada por chave bioquimica, apds a reativacdo em meio TSA, e
envolveu teste de anaerobiose, catalase, fermentacdo em Agar Manitol, hidrélise de esculina, coloragio de
Ziehl-Neelsen, teste de oxidase e fermentacdo de glicose e lactose para identificagdo ao menor nivel

taxondémico de acordo com Bergey et al. (2000).
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Analise Estatistica

Para comparar a composicao de bactérias entre os periodos sazonais chuvoso e de estiagem foi
utilizado o teste T, e para comparar a diferenca entre os géneros de bactérias foi utilizado a ANOVA,

considerando um nivel de significancia de a = 0,05.

RESULTADOS

Foram capturadas duas espécies de anfibios da ordem Anura, pertencentes a familia Bufonidae,
totalizando 25 individuos. Dentre estes, 15 exemplares pertenciam a espécie Rhinella major e 10 individuos
a Rhinella marina.

Foram identificadas 101 cepas bacterianas e destas 94% foram de bactérias Gram-positivo. Do total
de cepas, apds a identificagdo bioquimica formaram um conjunto de 11 géneros, e 68 cepas foram
provenientes de R. major que apresentou representantes e todos os taxons listados, em contrapartida, para
a espécie R. marina das 33 cepas bacterianas isoladas foram identificados 5 géneros (Tabela 1).

Os géneros bacterianos mais representativos em ambas as espécies de anfibios foram

Corynebacterium, seguido de Lactobacillus e Mycobacterium.

Tabela 1: Niameros de cepas identificadas (n) e frequéncia de ocorréncia (%) dos isolados bacterianos da microbiota
cutanea de R. major e R. marina.

3 Rhinella major Rhinella marina Total (n)

Taxon
n % n %

Corynebacterium sp. 36 53 21 64 57
Lactobacillus sp. 17 25 7 21 24
Mycobacterium sp. 5 7 3 9 8
Streptococcus sp. 2 3 1 3 3
Serratia sp. 2 3 0 0 2
Pseudomonas sp. 1 1 1 3 2
Staphylococcus aureus 1 1 0 0 1
Vibrio sp. 1 1 0 0 1
Escherichia coli 1 1 0 0 1
Bacillus sp. 1 1 0 0 1
Clostridium sp. 1 1 0 0 1
Total 68 33 101

O conjunto de cepas obtidas nos periodos chuvoso (n=51) e de estiagem (n=17) mostraram que nao
houve diferenca significativa entre a composi¢cdo de bactérias identificadas de R. major. Entre os géneros de
bactérias desta mesma espécie de anfibio, quando comparados sem o fator sazonalidade, mostrou diferenca
significativa.

Em R. marina, a composicdo de bactérias identificadas mostrou semelhanga entre os periodos
sazonais (chuvoso n=9 e estiagem n=24), e ndo demonstrou diferenca significativa, entretanto, quando feita
a comparac¢do destas bactérias sem considerar o fator sazonalidade, o resultado demonstrou diferenca
significativa, o que permite pressupor que a microbiota bacteriana é diferente para o conjunto de isolados
cultivaveis identificados bioquimicamente.

Apds analise comparativa entre o conjunto de bactérias cultivaveis obtidas por espécies de anuro

para o mesmo periodo sazonal, ndo houve diferenca significativa.

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |415
v.11-n.6 ¢ OutaNov 2020



Composi¢do da comunidade bacteriana cutdnea em anfibios na regiéo Oeste do Pard, Amazénia, Brasil
PEIXOTO, A. S.; GUEDES, D. S.; FERREIRA, A. K.; FERNANDES, R. R. S.; RIBEIRO, R. A. K.; FERNANDES, G. S. T.

DISCUSSAO

Dos géneros bacterianos identificados, o Corynebacterium foi o mais abundante encontrado neste
estudo. As bactérias desse grupo sdo amplamente distribuidas no ambiente (solo, dagua, entre outros), e
fazem parte da microbiota indigena da pele e das mucosas de humanos e animais (ALIBI et al., 2017; ARAUJO
et al., 2018). As espécies patogénicas sdao encontradas em humanos e animais como patégenos ou como
contaminantes cutaneos, entretanto, oportunamente, em hospedeiros com sistema imunolégico
comprometido, causam infec¢cdes (EGGELING et al., 2008).

Entre todas as espécies de Corynebacterium isoladas em humanos, destaca-se um grupo de
microrganismos potencialmente toxigénicos associados a diferentes processos infecciosos: Corynebacterium
diphtheriae, Corynebacterium ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis (OLIVEIRA et al., 2017). As
espécies C. ulcerans e C. pseudotuberculosis também sdo conhecidas por serem agentes zoondticos,
transmitindo doencas de animais infectados a humanos (WAGNER et al., 2010; DIAS et al., 2011; CORTI et al.,
2012; HIRATAJUNIOR et al., 2015). As espécies ndo patogénicas desse género, principalmente C. glutamicum,
possuem aplicacdes biotecnoldgicas, sendo utilizadas em processos como fermentagdo e biossintese de
compostos (OLIVEIRA et al., 2017).

Corynebacterium ja foi reportado em outros trabalhos que trataram da comunidade microbiana de
anfibios (BANAS et al., 1988; CULP et al., 2007; MILLER et al., 2009; WENG et al., 2017) e Sigirci et al. (2019)
relataram pela primeira vez a espécie C. pseudotuberculosis atuando como patégeno em anfibios
(Lepidobatrachus laevis), causando um abscesso no sapo de um zooldgico em Istambul. Os resultados
encontrados por estes autores demonstram que anfibios de vida livre apesar de terem menor
susceptibilidade a infec¢Ges por bactérias do género Corynebacterium, aqueles mantidos em cativeiro podem
estar sujeitos a esse estado clinico, proveniente de fatores externos ou internos.

O Lactobacillus, € comumente encontrado na microbiota vaginal de humanos, e colonizam outras
partes do corpo, como cavidade oral e trato intestinal de humanos e de outros animais (TEUBER, 1993;
LEITAO et al., 2008; TADDEI et al., 2015). As espécies desse género geralmente n3o sdo patogénicas, no
entanto, em casos em que ha baixa imunidade aliada a alteracdes ambientais e corporais, entre outros
fatores, podem ser causadoras de infec¢des (TEUBER, 1993; SOPER, 1999; NESS et al., 2002).

As bactérias do género Lactobacillus sdo conhecidas por possuirem propriedades antimicrobianas
protegendo o hospedeiro contra infec¢des, e os probidticos sdo amplamente utilizados em humanos e em
animais (CASAS et al., 2000; RONNQVIST et al., 2006; VANDEPLAS, 2010; MASTROMARINO et al., 2013;
TADDEI et al., 2015).

Existem estudos em que os resultados demonstram ter isolado bactérias do género Lactobacillus
como parte da comunidade microbiana de diversos anfibios (BANAS et al., 1988; PASTERIS et al., 2006;
MENDOZA et al., 2012; BLETZ et al., 2017; WENG et al., 2017; YU et al., 2019). Pasteris et al. (2009) isolaram
espécies de Lactobacillus em anfibios, e observaram potencial antimicrobiano em algumas destas espécies

contra patdgenos que causam a doenca “red leg” nestes animais. Segundo Mendoza et al. (2012) apds
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identificar e testar cepas de Lactobacillus spp. de anfibios, afirmaram que estas bactérias sdao benéficas e
possuem propriedades para serem utilizadas pela inddstria como probidtico. Dessa forma, é possivel

pressupor que este género faz parte da microbiota natural dos anfibios e que pode agir como agente benéfico

para estes animais, além das aplicagdes biotecnoldgicas (NIEDERLE et al., 2019).

O género Mycobacterium compreende organismos que sdo verdadeiros patdgenos, patdgenos
oportunistas e saproéfitos. A grande maioria das espécies podem ser encontradas em diferentes ambientes,
como solo e dgua ou outras fontes ambientais, e apenas algumas espécies sdo patogénicas ao ser humano
(LABOMBARDI, 2008). Dentre as espécies de destaque quanto a importancia clinica, estdo M. tuberculosis,
M. bovis e M. africanum, causadoras de tuberculose e M. leprae (hanseniase). Outras espécies como M.
ulcerans, M. avium, M. haemophilum, M. kansaii, M. xenopi, entre outras, sdo patogénicas ou
potencialmente patogénicas, humanas e animais (DUCATI et al., 2015).

Para os anfibios é relatado trés espécies causadoras de infec¢Ges, M. marinum, M. xenopi e M. ranae.
As infeccBes causadas por micobactérias em anfibios sdo relatadas como comuns em animais em cativeiro e
com sistema imune comprometido, ou seja, nos animais afetados a presenca desta bactéria deve-se a
diminuicdo de suas defesas imunoldgicas (RONDA et al., 2006; KLAPHAKE, 2009).

O potencial de transmissdo zoondtica de micobactérias de anfibios para humanos tem importantes
implicacdes de salde publica, especialmente em situa¢Ges envolvendo frequente e prolongado contato
humano com anfibios em condi¢des de locais lotados, como o ambiente de pesquisa. No entanto, é
importante distinguir entre micobactérias simplesmente isoladas de anfibios e micobactérias patogénicas de
anfibios (CHAI, 2011). Embora muitas espécies de Mycobacterium sejam conhecidamente patogénicas, a
deteccdo deste microrganismo em compartimentos de animais ndo caracteriza necessariamente doencas
(AGUDELO et al., 2008). Além disso, ha evidéncias de que animais ectotérmicos possuem uma maior
resisténcia natural contra estas bactérias do que animais homeotérmicos, uma vez que este microrganismo
é comum em ambiente aquatico (KLAPHAKE, 2009).

O género Streptococcus faz parte da microbiota indigena de animais, incluindo o homem, e algumas
espécies sdo responsaveis por uma variedade de manifestacdes clinicas sendo consideradas importantes
agentes infecciosos. Além da importancia médica deste género, para a indUstria este microrganismo tem sido
essencial na industria de lacticinios e como indicadores de poluicdo. Do ponto de vista ecoldgico, esses
microrganismos sdao amplamente distribuidos e encontrados nos mais diferentes ambientes (TEIXEIRA et al.,
2015).

As espécies Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus agalactiae e
estreptococos dos grupos B e C sdo os patégenos mais prevalentes isolados de humanos (FISCHETTI et al.,
2008). Do ponto de vista veterinario, a maior parte das espécies de Streptococcus vive em comensalismo nos
tratos respiratério superior, digestivo e genital inferior de animais (BIBERSTEIN et al., 2012a). Em relacdo a
anfibios, este género ja foi identificado em alguns estudos com animais de vida livre e de criacbes em
cativeiro (BANAS et al., 1988; PILARSKI et al., 2010; MENDOZA et al., 2012; BLETZ et al., 2017; YU et al., 2019).

O género Serratia é caracterizado por espécies que habitam diferentes habitats, como agua, solo,

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page |417
v.11-n.6 ¢ OutaNov 2020



Composi¢do da comunidade bacteriana cutdnea em anfibios na regiéo Oeste do Pard, Amazénia, Brasil
PEIXOTO, A. S.; GUEDES, D. S.; FERREIRA, A. K.; FERNANDES, R. R. S.; RIBEIRO, R. A. K.; FERNANDES, G. S. T.

plantas, animais, e ambientes hospitalares (GRIMONT et al., 2006). Este género ja foi associado como
patogénico em animais de sangue frio, como causador de infec¢do nodular em lagarto (DURAN-REYNALS et
al., 1937); abcessos subcutaneos em iguanas (BOAM et al., 1970); artrite no lagarto Tupinambis tequixin
(ACKERMAN et al., 1971); e doenca ulcerativa na tartaruga pintada Chrysemys picta (JACKSON et al., 1976).

Quanto aos anfibios, experimentalmente Rana pipiens e Bufo americanus mostraram
susceptibilidade a infec¢Ges causadas por Serratia anolium (CLAUSEN et al., 1937). Foi registrado pela
primeira vez em anfibio infec¢do em axolote (Ambystoma mexicanum), causada por Serratia marcescens,
gue resultou em septicemia e a morte do animal (DEL-POZO et al., 2011). No entanto, apesar de algumas
espécies de Serratia serem potenciais causadoras de infeccées em anfibios e répteis, esse género faz parte
da microbiota natural de animais (WOODHAMS et al., 2007a; WALKE et al., 2011; HEYNOL et al., 2015;
NOWAKIEWICZ et al., 2015; DOUGLAS et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; PIOVIA-SCOTT et al., 2017).

O género Serratia é caracterizado como potencialmente importante inibidor de infec¢do pelo fungo
Batrachochytrium dendrobatidis patégeno dos anfibios, relatado por Woodhams et al. (2014) que
demonstrou que Serratia plymuthica apresentou capacidade de inibicdo de crescimento do fungo em
diferentes temperaturas. Segundo Madison et al. (2017) a espécie S. marcescens isolada de anfibios também
demonstrou propriedades antimicrobianas frente a B. dendrobatidis, além de apresentar diversas mudancas
transcriptdmicas em resposta ao patdgeno. Além destes, outras pesquisas mostraram resultado semelhante,
em que o género Serratia tem a¢do benéfica para os anfibios em relagdo ao B. dendrobatidis (WOODHAMS
et al., 2007b; ANTWIS et al., 2015; BECKER et al., 2015; BRESCIANO et al., 2015; WOODHAMS et al., 2018).

Bactérias do género Pseudomonas tem espécies que sdo importantes em termos médicos
(infecgdes), biotecnoldgicos e ambientais (na decomposicdo e biodegradacdo aerdbica), e sdo encontradas
em gama de nichos, distribuidas no solo, na agua, na vegetacdo e na pele de animais, incluindo seres
humanos (GOLEMI-KOTRA, 2008; OZEN et al., 2012). Dentre as mais de 200 espécies conhecidas de
Pseudomonas, cerca de 25 dessas estdo associadas aos seres humanos, sendo a maioria das espécies
patogénicas associadas a infec¢des oportunistas (IGLEWSKI, 1996; OZEN et al., 2012). Como é o caso de P.
aeruginosa, P. paucimobilis, P. putida, P. fluorescens e P. acidovorans (TUMMLER et al., 2014). Outras
espécies sdo patdgenas de animais, principalmente peixes e aves, como, P. anguilliseptica, P. chlororaphis e
P. aeruginosa (PEIX et al., 2009).

O género Pseudomonas foi identificado como parte da microbiota cutanea, intestinal e tecidual de
diversas espécies de anfibios (BANAS et al., 1988; WOODHAMS et al., 2007a; MILLER et al., 2009; ANTWIS et
al., 2014; LOUDON et al., 2014; DOUGLAS et al., 2017; ABARCA et al., 2018). Este género, portanto, faz parte
da microbiota natural de anfibios, podendo inclusive servir como um microrganismo antagonista ao
desenvolvimento do fungo B. dendrobatidis, como é demonstrado por Lam et al. (2010) que observaram em
Rana sierra e Rana muscosa, onde R. sierra possuia proporgcdes de Pseudomonas muito maior do que R.
muscosa, e que R. muscosa foi extinta dentro de um ano por B. dendrobatidis e R. sierra foi capaz de persistir
contra o fungo por mais seis anos, indicando que este género de bactéria pode ter sido a causa pela

resisténcia a sobrevivéncia de R. sierra.
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As espécies do género Staphylococcus habitam a pele e superficies mucosas de humanos e animais.
A espécie Staphylococcus aureus identificada neste estudo, é comensal considerada uma das principais
colonizadoras da pele e mucosas de humanos e primatas. Esta espécie é considerada tanto como parte da
microbiota residente como transeunte, porém pode causar uma variedade de infec¢es, desde infecgdes
leves na pele até infeccGes invasivas com risco de vida (SCHNEEWIND et al., 2008; PANTOSTI, 2012).

Embora S. aureus seja bem estudada em humanos e alguns animais, ainda sdo poucos os estudos
que relatam a ocorréncia desta e de outras espécies de Staphylococcus em anfibios (PINHEIRO, 1989;
PASTERIS et al., 2006; ROMERO, 2006; CULP et al., 2007; O’ROURKE et al., 2015; NOLASCO, 2016; DOUGLAS
et al., 2017). Além disso, apesar de S. aureus ter sido associada em alguns estudos como uma das bactérias
causadoras da doenca “red leg” em anfibios (PASTERIS et al., 2006), estes animais eram criados em cativeiro,
e ndo ha até o presente momento estudos que demonstrem infec¢Ges causadas por S. aureus em anfibios
anuros de vida livre. Segundo Pantosti (2012), algumas linhagens de S. aureus podem ter sofrido modificacdo
genética e perdido fatores de viruléncia em alguns hospedeiros e adquirido novas caracteristicas.

O género Vibrio compreende, atualmente, mais de uma centena de espécies reconhecidas sdo
bactérias Gram-negativas, anaerdbias facultativas, em forma de bastonete curvo. Os membros deste género
sdo encontrados geralmente em ambientes aquaticos (marinhos, dguas doces e estuarinas), e podem estar
associados a organismos que tem este ambiente como habitat (COLWELL et al., 2008; MARIN et al., 2015).
Apesar de haver pelo menos 11 espécies de V. cholerae patogénicas em humanos (TORTORA et al., 2012),
até o presente momento ndo ha registros de espécies de Vibrio causadora de infec¢do em anfibios, porém,
é citado em literatura a ocorréncia de espécies associadas a estes animais (BANAS et al., 1988; MILLER et al.,
2009; HACIOGLU et al., 2014; BELDEN et al., 2015; DOUGLAS et al., 2017; YU et al., 2019).

Escherichia coli encontrada neste estudo é uma espécie comensal habitante natural do trato
gastrointestinal de mamiferos e outros animais, e pode ser oportunista em quase todas as espécies animais
além de estarem presentes no ambiente onde estdo inseridos estes organismos (HIRSH, 2012; JANDA et al.,
2008). De acordo com Hirsh (2012), o género Escherichia é composto por diversas espécies, no entanto,
somente E. coli é caracterizada como um importante patégeno animal. A ocorréncia de E. coli neste estudo
possivelmente esta correlacionada com o ambiente na qual os anfibios foram capturados, um local que
recebe influéncia direta e indireta de contaminagcdo do homem e outros animais, no entanto, ndo é
descartado a hipdtese de que esta espécie possa fazer parte da microbiota natural do animal, pois ja foi
encontrada em estudos com anfibios (MILLER et al., 2009; MENDOZA et al., 2012; DOUGLAS et al., 2017).

As bactérias do género Bacillus sdo bastonetes produtores de esporos, aerdbios e gram-positivos que
tipicamente habitam se ndo todos, quase todos os ambientes da biosfera, e sdo predominantemente
encontrados na agua e solo (PRIEST, 1993; BIBERSTEIN et al., 2012b). O Unico patégeno de vertebrados
relatado, incluindo seres humanos, é Bacillus antharacis, um parente proximo de B. cereus que causa
intoxicacdo alimentar em cdes e seres humanos (BIBERSTEIN et al., 2012b). Algumas espécies deste género
isoladas de anfibios ja foram testadas e demonstraram atividade antimicrobiana, algo de grande importancia

visto a atual resisténcia de microrganismos patogénicos aos antibidticos comuns, fornecendo novas
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alternativas para formulagdo de fdrmacos com essa propriedade (PUKALA et al., 2006; EBRAHIMIPOUR et al.,
2014; LOUDON et al., 2014).

Clostridium é um dos maiores géneros bacterianos, incluindo mais de 150 espécies validamente
descritas. O género é composto por bacilos gram-positivos esporulados, alguns anaerébios obrigatdrios,
outros aerotolerantes e alguns, raros, ndao toleram tracos de oxigénio. As espécies deste género estdo
amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas no solo, em vegetac¢des, em sedimentos marinhos
e no intestino do homem e de outros vertebrados, além de insetos. As espécies sdo, em sua maioria,
avirulentas, embora algumas possam ser isoladas de infec¢Ges enddgenas, enquanto outras sdo patdgenos
reconhecidos pela producdo de potentes toxinas (DURRE, 2008; BIBERSTEIN et al., 2012c; FERREIRA et al.,
2015). Em relagdo a ocorréncia deste género bacteriano em anfibios, foi relatado em alguns poucos estudos
como parte da comunidade microbiana destes animais (BANAS et al., 1988; SABINO-PINTO et al., 2016;
VARELA et al., 2018).

Apesar de neste estudo ndo ter sido evidenciado variacdes na comunidade bacteriana entre o
periodo chuvoso e de estiagem, segundo estudos realizados com comunidades microbianas em anfibios, as
variac0es ambientais tém acdo sob o hospedeiro de forma a alterar a sua homeostasia, a composi¢dao do
muco e com isso também alterar a composi¢ao do microbioma (BRESCIANO et al., 2015; LOKMER et al., 2015;
KOHL et al., 2016; ZANEVELD et al., 2016). Desta forma, variagdo no microbioma da pele de anfibios
provavelmente representa uma interagdao complexa dos efeitos de ambas condi¢des abidticas e bidticas no
hospedeiro e na comunidade simbionte, e estes animais podem servir como indicadores de alteragbes
ambientais e ajudar na predi¢do de riscos ao ambiente e as popula¢gdes humanas em geral (HUGHEY et al,,
2017).

Atualmente, apesar de diversos avancos na ciéncia e de como essa se propagou em todo o mundo,
estudos caracterizando a microbiota cutdnea de anfibios na regido amazo6nica ainda ndo sdo tdo comumente
realizados. A drea em que os anfibios foram coletados recebe influéncia antrépica por estar localizada em
um centro universitario e ao mesmo tempo servir como porto para o aporte embarcacées de médio porte.
Além disso, a microbiota cutanea destes animais é influenciada por fatores como espécie hospedeira, estagio
de vida do hospedeiro, comunidades bacterianas do meio externo e agentes bidticos externos, além das
condi¢des ambientais (REBOLLAR et al., 2019).

A pele dos anfibios é complexa, envolvendo secre¢des mucosas da pele, peptideos antimicrobianos
produzidos pelo hospedeiro, microrganismos e metabdlitos produzidos microbialmente. Enquanto ambos os
fatores de simbiose e do hospedeiro sdo importantes na determina¢do da composicao da microbiota, o
hospedeiro anfibio provavelmente tem uma forte influéncia na composicao dos microrganismos que habitam
a pele (WALKE et al., 2014). Assim como ja foi citado anteriormente, muitas dessas bactérias que habitam a
pele dos anfibios agem como organismos simbiontes, e de certa forma fazem parte do sistema imune inato
do animal, protegendo os mesmos contra infec¢des por outros microrganismos patogénicos.

O padrao de grupos bacterianos encontrados segue os relatados por outros autores, que incluem

Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae (BELDEN et al., 2015; REBOLLAR et al., 2016).
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Os géneros bacterianos encontrados neste estudo apresentam bactérias patogénicas e nao
patogénicas, o que pode ser comum em anfibios clinicamente normais, e a patogenicidade dessas bactérias
se torna possivel quando o nimero de patdégenos aumenta além do limite pela qual o hospedeiro pode
compensar ou quando o mesmo apresenta sistema imunolégico comprometido. As causas para um anfibio
desenvolver a doenga sdo complexas, mas provavelmente incluem a interacdo de componentes
antropogénicos e naturais (RONDA et al., 2006; MILLER et al., 2009).

Algumas espécies de anfibios sdo adaptadas a vida em habitats urbanos, convivendo nos mesmos
lugares que seres humanos, e ha ainda anfibios criados como pets. Embora diversas bactérias potencialmente
zoonoticas tenham sido identificadas em anfibios, a escassez de estudos sobre transmissdo comprovada para
seres humanos significa que a maioria das zoonoses bacterianas contraidas de anfibios representam casos
raros, com uma baixa carga geral de doencas para os seres humanos (PASMANS et al., 2017).

Dessa forma, enfatiza-se a importancia de estudar a microbiota cutanea dos anfibios, pois além de
atualmente estes animais estarem passando por pressdo, alguns estando em vias de extingdo, por varios
fatores j& mencionados, ha organismos patogénicos que estdo acelerando esse processo. Logo, tomar
conhecimento dos microrganismos que fazem parte da microbiota destes animais pode ser um passo
essencial para frear a iminente extincdo de espécies, e trazer novas alternativas para a industria

biotecnoldgica.

CONCLUSOES

Ainda que alguns géneros de bactérias identificadas nesse estudo possuam espécies que sejam
caracterizadas como potenciais agentes patogénicos, ndo foram encontrados indicios de que estariam
causando danos aos animais estudados. Desse modo, é importante que novos estudos sejam realizados com
o objetivo de sublimar e inspecionar a microbiota de anfibios, bem como de prospectar substancias
potencialmente biotecnoldgicas em beneficio do homem e dos animais.

Ademais, é importante que estes estudos visem estudar as relagGes entre os microrganismos em

anfibios ndo apenas na pele, mas nos diversos compartimentos onde possam estar se albergando.
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