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CERAM Centro de Reabilitagéo de Animais Silvestres e Marinhos
CIM Concentragéo Inibitéria Minima

CLSI Instituto de Padronizacdo Clinica e Laboratorial (Clinical and Laboratory

Standards Institute)
DNA Acido Desoxirribonucleico
FAD Flavina-adenina-dinucleoitideo

IUCN Uniéo Internacional para a Conservagéo de Natureza (International Union

for Conservation of Nature)

LB agar Agar Luria-Bertani

MLS, Resisténcia a macrolideo, lincosamina e estreptogramina B
PCR Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polimerase Chain Reaction)
TGI Trato gastrointestinal

VRE Enterococcus sp. resistente a vancomicina



RESUMO

As populacbes de aves antarticas tém sido estudadas e consideradas
indicadoras da qualidade do ecossistema marinho, especialmente dos oceanos do
sul, ao longo dos ultimos 50 anos. Existem cerca de 40 espécies de aves
marinhas que se reproduzem em &reas descobertas de gelo. Dentre as aves
marinhas antérticas, os pinguins sdo os que tém a maior representatividade
ecoldgica e séo considerados espécies sentinelas para o estudo das mudancas
ambientais nesse continente. Esses animais representam 90% da biomassa de
aves nos oceanos do sul, e suas colbnias estdo distribuidas nas ilhas antarticas e
subantarticas bem como sobre o Continente Antartico. Ha trés espécies de
pigoscelideos mais representativos desta biomassa, sdo eles: Pygoscelis papua
(Pinguim gentoo), Pygoscelis adeliae (Pinguim-de-adélia) e Pygoscelis antarcticus
(Pinguim-de-barbicha). Os pinguins antarticos estdo entre as aves de menor
contato com humanos, o que os torna possiveis indicadores da presenca natural
de genes de resisténcia a antimicrobianos na microbiota intestinal de aves e no
ambiente. O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a presenga de resisténcia a
antimicrobianos na microbiota intestinal de P. antarcticus e de P. papua, e
compara-las & microbiota de Spheniscus magellanicus (pinguins-de-magalhaes).
Os S. magellanicus habitam a Argentina, Chile e llhas Malvinas, locais em que héa
variadas atividades humanas.

Foram coletadas amostras de fezes aparentemente frescas de 46 pinguins
P.antarcticus e de 12 pinguins P. papua, nas suas respectivas coldnias na llha
Elefante, em dezembro de 2014. De S. magellanicus foram coletadas, com auxilio
de suabes cloacais, amostras de 19 individuos, encontrados na costa norte do Rio
Grande do Sul, de Quintdo a Torres, durante os meses de inverno de 2015 e de
2016.

As amostras de microbiota dos pinguins foram cultivadas em &gar LB e os
isolados bacterianos foram triados para os seguintes antimicrobianos: eritromicina
(= 8pg/mL), estreptomicina (= 2.000 pg/mL), tetraciclina (= 16 pg/mL) e
vancomicina (= 32 yg/mL). Em 10 amostras de P. antarcticus e em 15 amostras
de S. magellanicus foram identificadas bactérias resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados. Todas as amostras de P. papua foram sensiveis a
esses antimicrobianos. As espécies dos isolados resistentes foram identificadas
pelo sequenciamento do rRNA 16S, que revelou sete géneros, sendo 0s mais
recorrentes Enterococcus sp. e Staphylococcus sp. Esses isolados resistentes
também foram triados para a presenca de genes de resisténcia aos
antimicrobianos. O tet(M) foi mais abundante em S. magellanicus (5) do que em
P. antarcticus (3), ao passo que o int e van(B) foram identificados somente em P.
antarcticus (trés e um, respectivamente). O gene erm(B) néao foi encontrado em
nenhum dos isolados.

Uma vez que a fracdo ndo cultivdvel das fezes também pode apresentar
genes de resisténcia, foi realizada a extragdo do DNA das fezes de pinguins
antérticos para obtermos DNA de todos os micro-organismos presentes. Os
genes mais recorrentes nas amostras de DNA total das fezes de P. antarcticus e
P. papua foram, respectivamente, int (5 e 7), seguido de tet(M) (1 e 5). O van(B)
foi encontrado em amostras das duas espécies de pinguins, enquanto que o
erm(B) foi encontrado somente nas amostras de P. papua.
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De acordo com esses resultados, houve mais resisténcia a antimicrobianos
na fragcdo cultivavel da microbiota de pinguins-de-magalh&es do que em pinguins
antérticos. Na fragdo ndo-cultivavel, foram encontrados mais genes de resisténcia
nas amostras de P. papua do que de P. antarcticus.

Palavras-chave: microbiota, P. antarcticus, P. papua. resisténcia
microbiana, genes de resisténcia.
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ABSTRACT

Antarctic seabird populations have been studied as bioindicators of the
nature variability in the Southern Ocean marine ecosystems over the last 50 years.
Among the Antarctic seabirds, the most representative species are penguins; they
represent 90% of total biomass of birds in the Southern Ocean, and are
considered sentinels for environmental changes in the Antarctic region. Pygoscelis
antarcticus and P. papua are the most prevalent species in Antarctida. Because
they remain among the wild birds with least contact with humans, their microbiota
may serve as indicators of antimicrobial resistance in the environment. The aim of
this work was to evaluate the antimicrobial resistance present in the microbiota of
P. antarcticus and P. papua, and compare it with the microbiota of Spheniscus
magellanicus (Magellanicus penguins). Magellanicus penguins inhabit Argentina,
Chile and Falkland Islands, and therefore have more contact with humans.

We have collected samples of apparently fresh feces from P. antarcticus (n
= 46) and from P. papua (n = 12) in their respective colonies located in the
Elephant Island in December 2014. From S. magellanicus, we have collected
cloacal swabs (n = 19) from specimens found in the northern coast of Rio Grande
do Sul, from Quint&o to Torres, during the winter months of 2015 and 2016.

All samples were evaluated for the presence of resistant bacteria to the
following antimicrobials: erythromycin (= 8ug/mL), streptomycin (= 2.000 pg/mL),
tetracycline ( 2 16 ug/mL) and vancomycin (32 pg/mL). We have isolated resistant
bacteria from 10 samples of P. antarcticus and from 15 samples of S.
magellanicus; there was no bacterial growth in the presence of any of these
antimicrobials from samples of P. papua feces. The species of resistant bacteria
were identified by 16S rRNA sequencing: among the 7 genera identified, the most
frequent were Enterococcus sp. and Staphylococcus sp. Resistant bacteria were
screened for the resistance genes ermB, tet(M), int and van(B). tet(M) was more
frequent in S. magellanicus (5) than in P. antarcticus (3), while int and van(B) were
identified only in P. antarcticus (3 and 1, respectively). The erm(B) gene was not
identified in any isolate.

Considering that the non-cultivable fraction from feces can also harbor
resistance genes, we extracted DNA from feces of the Antarctic penguins in a
attempt to obtain DNA from all micro-organisms of their microbiota. The most
abundant genes present in the microbiota of P. antarcticus and P. papua were,
respectively: int (5 and 7) and tet (M) (1 and 5). The van(B) gene was found in one
sample of each species, while erm(B) was found in only one sample of P. papua.
According to our results, antimicrobial resistance is more frequent in the cultivable
microbiota of S. magellanicus than of P. antarcticus. In the non-cultivable fraction,
resistance genes were more frequent in samples from P. papua than from P.
antarcticus.

Key words: microbiota, P. antarcticus, P. papua. microbial resistance, resistance
genes.
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1. INTRODUCAO

1.1 Pinguins e seu habitat

A Antartida é o continente mais remoto e considerado o ultimo lugar selvagem
intocado pelo homem (BARGAGLI, 2008). Também ¢é a regido do planeta mais
preservada, havendo muitos esforgos para que assim seja mantida, de forma que
o trabalho e a presenca humana devem ser realizados com o minimo impacto
possivel (MMA, 2007). A protecdo desse ambiente, com sua biodiversidade
vulneravel as mudangas ambientais, € uma das prioridades de todas as nacdes
que operam na Antartida, expressa no Tratado da Antartida sobre a Prote¢cédo ao
Meio Ambiente, assinado em Madri em 1991, e que entrou em vigor 1998. Apesar
dos tratados, mudangas significativas vém sendo observadas nessa regidao (MMA,
2007).

As populagbes de aves antérticas tém sido estudadas e consideradas
indicadoras da qualidade do ecossistema marinho - especialmente dos oceanos
do sul - ao longo dos ultimos 50 anos (MICOL AND JOUVENTIN, 2001). Séo
encontradas cerca de 40 espécies de aves marinhas que se reproduzem na
Antartida, formando colénias com grande numero de individuos, em areas
descobertas de gelo (BARGAGLI, 2008).

Dentre as aves marinhas antérticas, os pinguins sdo 0s que tém a maior
representatividade ecolégica e sdo consideradas espécies sentinelas para o
estudo das mudancas ambientais na Antartida. Eles compdem 90% do total de
biomassa da avifauna de toda a regido antartica (CROXALL et al., 2002). Os

pinguins pertencem a familia Spheniscidae, sdo aves marinhas que ndo voam e
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passam a maior parte de sua vida dentro da agua, vao para a terra somente para
se reproduzir e para realizar a muda de pena. Os géneros desta familia sdo seis:
Spheniscus spp, Pygoscelis spp, Aptenodytes spp, Eudyptes spp, Eudyptula spp
e Megadyptes spp e dentro destes géneros encontram-se 18 espécies. Os
pinguins encontram-se somente no hemisfério sul, desde as llhas de Galapagos
até a Antartida, incluindo América do Sul, Africa do Sul, Australia e Nova Zelandia
(LYNCH, 1997).

Dentre as 18 espécies de pinguins, sete sdo consideradas “pinguins
antérticos”:  Aptenodytes fostery, Aptenodytes patagonicus, Eudyptes
chrysolophus, Eudyptes chrysocome, Pygoscelis adeliae, Pygoscelis papua e
Pygoscelis antarcticus. Essas sete espécies possuem seu centro de distribuicdo e
abundancia abaixo do Paralelo 60° S, onde se reproduzem nas é&reas livre de gelo
tanto no continente e na peninsula antartica como nas ilhas antarticas e
subantérticas durante o verdo austral (WOEHLER AND CROXALL, 1997).

As trés espécies de pigoscelideos, Pygoscelis adeliae (Pinguim-de-adélia),
P. papua (Pinguim gentoo) e P. antarcticus (Pinguim-de-barbicha) nidificam nas
llhas Shetland do Sul, um arquipélago formado por 19 ilhas localizadas ao norte
da peninsula antartica (WOEHLER AND CROXALL, 1997). Essas espécies
reproduzem-se em colbnias no final da primavera, realizam a postura de dois
ovos e criam seus filhotes até a primeira metade do ver&o; somente no inicio do
outono engordam e sofrem a muda. De maio a outubro os pinguins-de-adélia e os
pinguins-de-barbicha deixam suas colénias e se dispersam pelo mar

acompanhando a borda de congelamento do mar, enquanto os pinguins gentoo
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podem ser encontrados nas col6nias localizadas nas ilhas sub-antarticas ao longo
do ano (LYNCH, 1997).

Os filhotes desses pinguins recebem alimentacdo através da regurgitacao
do alimento dos pais. ApoOs atingir a plumagem completa, o filhote, agora
chamado de juvenil, esta pronto para cacar seu alimento na dgua (DEWAR et al.,
2013; POTTI et al., 2002). A alimentacdo dos pinguins € baseada principalmente
em peixes e em krills (Euphausia sp.). Essas aves estocam grande quantidade de
alimento n&o digerido em seu estdbmago, a fim de estocar alimentos para si e sua
prole. Seu trato gastrointestinal (TGI) também armazena grandes quantidades de
proteinas e lipideos por longos periodos (DEWAR et al., 2013). A microbiota de
seu TGI é diversa e complexa, formada principalmente por bactérias dos filos
Firmicutes, Bacterioidetes, Proteobacteria, Fusobacteria e Actinobacteria. Essa
microbiota intestinal varia conforme a idade dos pinguins e o periodo em que eles
se encontram (jejum, reproducdo ou muda), e € capaz de influenciar seu estado
nutricional, fisioldgico, imunolégico e metabdlico (DEWAR et al., 2013, 2014).

Por ocorrerem no continente antartico, essas espécies de pinguins estédo
protegidas pelo Tratado da Antértida (assinado em Madri em 1991 e que entrou
em vigor em 1998), em que os paises signatarios firmam o compromisso do uso
deste continente apenas para fins pacificos e de cooperagéo internacional para o
desenvolvimento de pesquisas cientificas. Os pinguins antérticos estdo entre as
aves marinhas menos suscetiveis a acdo antropica direta, pois ocorrem em uma
regido do planeta praticamente inabitada pelo homem. Isso levanta a

possibilidade de que organismos de sua microbiota sirvam como indicadores da
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presenca natural de genes de resisténcia a antimicrobianos na microbiota de aves

e no ambiente em que vivem.

1.1.1 Pygoscelis antarcticus

Os pinguins desta espécie geralmente medem 71 a 76 cm de altura, pesam
de 3,0 a 4,5 kg e sdo facilmente identificados por possuirem uma fina linha preta
abaixo de seu queixo que percorre de uma orelha a outra, dando a impresséo de
uma barba, o que originou o seu nome: Pinguim-de-barbicha. Os P. antarcticus
(Fig. 1) habitam col6nias localizadas em diversas ilhas antarticas, como as llhas
Sandwich do Sul, llhas Shetland do Sul, Geérgia do Sul, Orkneys do Sul, llha
Bouvet e lIlha Balleny (Fig. 2) (BIRDLIFE, 2017). Embora a extingdo de P.
antarcticus seja classificada como “menos preocupante” na lista de espécies
ameacgadas da Uni&o Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN), a
populacdo desses pinguins vem diminuindo (IUCN, 2017). Segundo dados de
1999, a populagdo mundial de P. antarcticus € constituida por, aproximadamente,
quatro milhdes de pares reprodutores distribuidos pelo continente antartico

(BIRDLIFE, 2017).
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Figura. 1. P. antarcticus em seu habitat.
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1.1.2 Pygoscelis papua

Os pinguins gentoo (Fig. 3) sdo caracterizados por possuirem uma mancha
branca no topo da cabeca, uma cauda grande e o0 bico alaranjado. Medem
aproximadamente 75 a 90 cm de altura, pesam entre 5,5 a 8,5 kg e séo o terceiro
maior pinguim, atras somente do pinguim-rei e do pinguim-imperador (LYNCH,
1997).

Esses pinguins se reproduzem principalmente no continente antartico, nas
llhas Kerguelen, llhas Shetland do Sul, llha Gedrgia e até mesmo nas llhas
Malvinas. Eles nidificam no solo, longe do gelo, e seus ninhos geralmente sao
feitos de pedra. Os filhotes permanecem no ninho até os trinta dias e chegam ao
mar aproximadamente aos 80 dias de idade (LYNCH, 1997).

A populacao de P. papua é constituida por aproximadamente 387 mil pares
reprodutores e esta classificada pelo IUCN como espécie “menos preocupante” e

sua populagédo permanece estavel (BIRDLIFE, 2017).

Figura 3. P. papua no ninho com seus filhotes.
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1.1.3 Spheniscus magellanicus

Os pinguins desta espécie geralmente medem aproximadamente 70 cm de
altura, pesam de 5 a 6 kg e séo identificados por possuirem uma faixa branca nos
olhos que se estende até o pescoco. O pinguim-de-magalhdes (Fig.4) € uma
espécie de pinguim que se reproduz em coldnias numerosas distribuidas pela
Argentina, llhas Falkland (Malvinas) e Chile (Fig.5). Em um levantamento de
2012, foi verificado que a populagdo dessa espécie de pinguim esta estimada
entre 1,1 a 1,6 milhdes de pares reprodutores, e estd em declinio. Pinguim-de-
magalh&es é classificado como espécie “ameacada” pela lista vermelha da IUCN
(BIRDLIFE, 2017).

A ocorréncia de S. magellanicus no Brasil apresenta sazonalidade. Esses
pinguins permanecem nas coldnias do sul da América do Sul desde meados de
setembro até meados de abril, quando os adultos iniciam sua migracao em
direcdo ao norte, utilizando a plataforma continental em busca de alimentagéo
(TEIXEIRA et al., 2010). J& os pinguins mais jovens parecem migrar mais tarde,
comecando em junho e permanecendo até novembro em aguas brasileiras
(VOOREN AND BRUSQUE, 1999). Esses pinguins podem ficar vagando até
quatro anos em alto mar. S&o0 comuns 0s registros de bandos de pinguins-de-
magalh&es adultos e jovens, dispersos sobre a plataforma continental do extremo
sul do Brasil em locais com grandes cardumes de anchoita (Engraulis anchoita),
junto a bandos de trinta-réis (Sterna sp.), de junho a outubro (SANDER et al.,
2004). Portanto, em contraste com o0s pinguins antarticos, o pinguim-de-

magalhdes tem mais contato com ambientes submetidos a acdo humana.
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Durante o ano de 2008, foi registrada no litoral brasileiro a presenca de
mais de 4.500 pinguins-de-magalh&es vivos, ocupando desde o litoral gatcho - ao
sul, até o estado da Paraiba - ao Norte - incluindo praticamente todos os estados
da costa brasileira nas regides Nordeste, Sudeste e Sul (SCHERER et al., 2011).
Durante a migracdo, alguns fatores tém sido apontados como particularmente
importantes no enfraquecimento e na mortalidade dos pinguins-de-magalhées,
como a contaminagdo dos oceanos com petréleo e derivados, os acidentes com
redes de pesca, a ingestdo de detritos antropogénicos e as parasitoses
gastrintestinais.

Entre junho de 1998 e dezembro de 2009, o Centro de Reabilitagdo de
Animais Silvestres e Marinhos (CERAM) do Centro de Estudos Costeiros,
Limnoldgico e Marinhos (CECLIMAR, Imbé, RS) da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul recebeu 888 pinguins-de-magalhaes distribuidos assimetricamente
ao longo dos anos, com uma media de 74 espécimes por ano (OLIVEIRA et al.,
2010). Em 2010 foram recebidos 52 individuos; em 2011, 121, a maioria
encontrados sujos de petroleo; em 2012, 33; em 2013, 22; em 2014, 13, e em
2015, 44 pinguins (Mauricio Tavares, comunicagdo pessoal). Os pinguins foram
recebidos em todos os meses do ano, porém 80% dos registros concentram-se
entre junho e outubro (OLIVEIRA et al.,, 2010; TEIXEIRA et al., 2010). No Rio
Grande do Sul o CECLIMAR resgata e reabilita esses pinguins, para apdés

reencaminha-los ao mar.
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Figura 4. S.magellanicus.
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1.2 Antimicrobianos: Mecanismo de Ag&o e Resisténcia Microbiana

1.2.1 Antimicrobianos

O uso de antimicrobianos, ap6s a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming em 1928, constitui-se em um dos grandes avangos na medicina. As
doengas infecciosas bacterianas, de dificil tratamento antes disso, puderam ser
controladas. Entretanto, em todos 0s casos 0 uso de antimicrobianos tem sido
acompanhado pelo surgimento de bactérias resistentes.

Até recentemente, pensava-se que a resisténcia a antimicrobianos era,
sobretudo, consequéncia de mutagcdes em resposta a exposicdo a
antimicrobianos usados na terapia humana e de animais de criagdo. Porém,
trabalhos mais recentes tém mostrado que genes de resisténcia estdo também
presentes em micro-organismos isolados de ambientes com baixissima
probabilidade de terem recebido antimicrobianos pela agdo humana e que sua
existéncia precede o emprego de antimicrobianos pelo homem (BHULLAR et al.,
2012; D’COSTA et al., 2011). Ou seja, assim como a produgéo de antimicrobianos
por micro-organismos, a resisténcia a antimicrobianos € um fenédmeno natural que
independe da exposi¢do a antimicrobianos pela acdo humana. Ainda, uma analise
metagen6mica da microbiota humana identificou varios genes de resisténcia
novos presentes na fracdo bacteriana ndo cultivavel, que pode servir como um
reservatério acessivel por transferéncia horizontal (SOMMER; DANTAS;
CHURCH, 2009). Na microbiota intestinal humana, estima-se que até 80% dos

micro-organismos néo sao cultivaveis em condigBes laboratoriais (DETHLEFSEN;
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MCFALL; RELMAN, 2007) e é razoavel supor que o mesmo possa ocorrer entre

os demais mamiferos e aves.

1.2.2 Glicopeptideos

Os (glicopeptideos sdo uma classe de antimicrobianos com acéo
bactericida, que inibem a sintese da parede celular das bactérias. A inibicdo da
sintese € consequéncia da ligagdo do glicopeptideo a extremidade terminal dos
dipeptideos D-alanil-D-alanina, precursores do peptideoglicano que forma a
parede celular bacteriana. Essa ligagdo impede a agdo da transglicosidase e
bloqueia a adicdo de mais monémeros de mureina, inibindo assim a sintese da
parede celular (CLSI, 2012). A vancomicina e a oritavancina séo alguns exemplos
de glicopeptideos. Sdo os antimicrobianos de escolha de uso clinico nos casos de
infeccdes por bactérias gram-positivas resistentes a p-lactamicos ou em pacientes
alérgicos a penicilinas. A vancomicina € o antimicrobiano de Ultima escolha em
pacientes com infec¢do por bactérias gram—positivas. As bactérias gram-positivas
resistentes a vancomicina sdo uma das maiores ameacas a salde humana.
Como exemplo, é possivel citar Enterococcus sp resistentes & vancomicina,
conhecidos também como VRE (CDC, 2017). As bactérias gram-negativas, que
incluem a Familia Enterobacteriaceae, possuem resisténcia intrinseca a
vancomicina, em decorréncia da estrutura da parede celular bacteriana. O alvo da
vancomicina é o peptideoglicano e, no caso das bactérias gram-negativas, ele
estd ‘“protegido” pela membrana externa da bactéria, composta de

lipopolissacarideos (GILMORE, MICHAEL S; CLEWELL, 2014).
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A resisténcia bacteriana a vancomicina ocorre por meio da alteracdo do
sitio-alvo do antimicrobiano, em que o0s residuos D-alanil-D-alanina sao
modificados para D-alanil-D-lactato ou D-alanil-D-serina, impedindo a ligagéo da
vancomicina a seu alvo. Como responsaveis por esta resisténcia € possivel citar
os genes van(A), van(B), van(C) e van(D).

O gene van(A) confere resisténcia ndo s6 a vancomicina, mas também a
teicoplanina, diferentemente do gene van(B), que transmite somente resisténcia a
vancomicina. Esses genes geralmente se encontram em elementos moveis
transponiveis, como plasmideos e transposons, e podem ser passados entre
espécies ou géneros distintos. Bactérias como E. gallinarium e E. casseliflavus
possuem o0 gene van(C) na constituicdo de seu DNA, conferindo-lhe uma
resisténcia intrinseca a vancomicina (GHOLIZADEH; COURVALIN, 2000;
WOODFORD, 2001).

Segundo (KHAN et al., 2005), o fato da avoparcina (um analogo a
vancomicina) ter sido usada como promotor de crescimento em frangos de corte
contribuiu para os altos indices de bactérias resistentes a esse antimicrobiano,

como Enterococcus sp., encontrados na avicultura.

1.2.3 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo uma classe de antimicrobianos bacteriostaticos de
amplo espectro, empregadas na clinica humana e veterinéria desde 1950 (LIN et
al., 2015). Alguns representantes desta classe séo tetraciclina, doxiciclina e
doziciclina (CLSI, 2016). Esses farmacos inibem a sintese proteica bacteriana, ao

se ligarem na subunidade 30S do ribossomo e impedirem a ligagdo do aminoacil-
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tRNA no sitio A do ribossomo, levando & inibicdo da continuac@o da sintese de
proteinas (KHAN et al., 2005).

As tetraciclinas sdo empregadas na clinica humana e veterinaria, sendo
aplicadas para o tratamento de doengas por Staphylococcus sp. e Enterococcus
sp. Na avicultura, as tetraciclinas também foram empregadas como promotores
do crescimento. N&@o surpreendentemente, o uso intenso de tetraciclinas ao longo
de mais de 60 anos acarretou a sele¢éo de bactérias resistentes (NGUYEN et al.,
2014; TRZCINSKI et al., 2000). H& cerca de 40 genes responsaveis por esta
resisténcia, como tet(A), tet(B), tet(C), tet(E), tet(S), tet(O), tet(Q), tet(S), tet(W),
tet(M), carreados por transposons e plasmideos. O gene tet(M) geralmente é
associado com o transposon Tn916/1545 (THAKER; SPANOGIANNOPOULOS;
WRIGHT, 2010).

Existem pelo menos trés tipos de mecanismo de resisténcia a esta droga:
sistema de efluxo, codificada pelos genes tet(A), tet(B), tet(C), tet(E), em que o
antimicrobiano ultrapassa a parede celular, mas € bombeado para fora do citosol
através da proteina de efluxo ancorada na membrana; protecdo do ribossomo, em
que as proteinas codificadas pelos genes tet(M)e tet(O) possuem atividade
GTPasica e sdo homélogas ao Fator de Elongacdo EF-tu, ligando o aminoacil-
tRNA ao sitio A do ribossomo deslocando a tetraciclina, antes ligada a
subunidade 30S do ribossomo, e, assim, permitindo a sintese proteica; e
modificagdo do antimicrobiano, em que tet(X) codifica uma monooxigenase, que
requer FAD (flavina-adenina-dinucleoitideo), que hidroxila a tetraciclina, alterando
a conformagé@o quimica da droga e reduzindo sua afinidade com o ribossomo

bacteriano (NGUYEN et al., 2014). Foram encontrados mais de 22 genes
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responsaveis pelo sistema de efluxo, conferindo resisténcia em bactérias isoladas
do meio ambiente, como lagos, rios e solo (ZHANG; ZHANG, 2011). Os genes de
protecdo ao ribossomo também j& foram identificados em bactérias isoladas de
rios, lagoas, solos e até mesmo de agua potavel (ZHANG; ZHANG, 2011). E
importante ressaltar que tet(M) também ja foi identificado na microbiota de

pinguins antarticos (RAHMAN et al., 2008).

1.2.4 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos de amplo espectro e foram
usados pela primeira vez na clinica humana em 1944. Estreptomicina, amicacina
e gentamicina sdo exemplos desta classe. S&o compostos por um grupo amino e
um grupo glicosideo e sao considerados bactericidas (MINGEOT-LECLERCQ et
al., 1999). Os aminoglicosideos inibem a sintese proteica bacteriana. Apds se
difundirem na parede celular da bactéria, eles ligam-se no rRNA 16S da
subunidade 30S do ribossomo, bloqueando a ligagdo do aminoacil-tRNA ao sitio
A ribossbmico. Essa agdo leva a perturbacdo da elongacdo da cadeia
polipeptidica nascente, pois ndo permite a leitura correta do codon de tRNA no
anticodon do mRNA, o que impede a acuricia traducional, promovendo uma
terminacdo proteica imatura ou uma leitura errada do cddigo, criando proteinas
aberrantes (MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999; SHAKIL et al., 2008 ).

Esses antimicrobianos sdo indicados para o tratamento de bacilos gram-
negativos aerdbicos, e, no caso de bactérias gram-positivas, sdo usados em
combinagdo sinérgica com outros antimicrobianos com ac¢do na parede celular

bacteriana (como os glicopeptideos) (FLUIT et al., 2003; CLSI, 2016;). Em alguns
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micro-organismos é necessario que se utilize alta concentracéo de estreptomicina
ou gentamicina, pois bactérias como Enterococcus sp sao resistentes a
estreptomicina em concentragdes usuais para gram-positivos (CLSI, 2012).

A resisténcia bacteriana a aminoglicosideos pode ocorrer por pelo menos
trés mecanismos: reducao intracelular da concentracdo do antimicrobiano por
bombas de efluxo; alteracdo enzimatica do antimicrobiano; e modificacdo do alvo
do antimicrobiano.

Na segunda situacdo, a bactéria sintetiza enzimas que alteram a droga,
como por exemplo: as acetiltransferases, que acetilam o grupo amino do
aminoglicosideo; e as O-fosfotransferases, que fosforilam a regido 3’-hidroxil do
aminoglicosideo, utilizando ATP (adenosina trifosfato) como doador. As
modificagdes causadas por essas enzimas acabam por diminuir a afinidade da
droga pelo sitio A do ribossomo bacteriano (SHAKIL et al., 2008; WRIGHT;
THOMPSON, 1999).

A modificagéo do ribossomo ocorre pela metilagéo do rRNA 16S, causando
uma modificagdo estrutural no sitio A da subunidade 30S e assim dificultando a
ligacdo da droga ao ribossomo. E importante ressaltar que este mecanismo de
resisténcia é encontrado em bactérias gram-negativas e algumas gram-positivas

(SHAKIL et al., 2008; WRIGHT; THOMPSON, 1999).

1.2.5 Macrolideos
Os representantes desta classe sdo eritromicina, amicacina e azitromicina.
Possuem um amplo espectro de agdo e podem ser bacteriostéticos e bactericidas,

dependendo do micro-organismo e da dose utilizada (CLSI, 2012). Sé&o
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largamente utilizados na clinica para o tratamento de infec¢Bes por
Staphylococcus sp. e Enterococcus sp. Os macrolideos inibem a sintese proteica
bacteriana por se ligarem & subunidade 50S do ribossomo bacteriano, impedindo
a ligacdo do tRNA ao ribossomo, o que inviabiliza a sintese da cadeia
polipeptidica nascente (MU et al., 2014).

Algumas bactérias, como Enterococcus sp, desenvolveram ou adquiriram
trés mecanismos de resisténcia: reducdo intracelular da concentragdo do
antimicrobiano por bombas de efluxo; inativagcdo enzimatica do macrolideo; e
modificacdo do alvo, a subunidade 50S do ribossomo (MCARTHUR et al., 2013;
PECHERE, 2001). A inativacdo enzimatica de macrolideos resulta da hidrélise do
anel de macrolactona por esterases, codificadas pelos genes EreA e EreB, que,
embora menos frequente do que a modificagédo do ribossomo, vem disseminando-
se em isolados clinicos. E importante ressaltar que ambos os genes encontram-se
em plasmideos e transposons, tanto de bactérias gram-positivas quanto de gram-
negativas, o que facilita a transmissdo horizontal de genes de resisténcia
(MCARTHUR et al.,, 2013; PECHERE, 2002).

A resisténcia a macrolideos também pode ser causada pela metilacdo da
subunidade do rRNA 23S, componente da subunidade 50S, cujas enzimas sao
codificadas pela familia dos genes erm. Segundo Leener et al. (2004) ocorre
resisténcia cruzada entre as classes macrolideos, lincosamida e estreptogramina
B, que possui a sigla de MLSy. Isso ocorre tanto em animais quanto humanos. O
gene de resisténcia responsavel por este fenotipo é ermB. Ademais, oS genes
ermB e tet(M) (resisténcia a tetraciclinas) podem ser transmitidos pelo mesmo

elemento genético movel, o transposon Tn1545 (LEENER et al., 2004). Bactérias
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da Familia Enterobacteriaceae (gram-negativas) sdo intrinsecamente resistentes

a eritromicina.

1.3 Género Enterococcus sp.

As bactérias do género Enterococcus sp. pertencem a Familia
Enterococcaceae, Filo Firmicutes; sdo comensais de humanos e animais, e
encontram-se no ambiente, no solo e na agua. Em meados do século XX foram
classificadas como Streptococcus do grupo D, pois continham o antigeno D de
parede celular, formado pelo acido teicéico. Somente mais tarde, em 1984, foram
classificadas em um novo género, recebendo o nome de Enterococcus (Entero:
relativo a intestino; coccus: gréo). Atualmente, existem mais de 40 espécies de
Enterococcus sp. identificadas, como E. gallinarium, E. hirae, E. casseliflavus, E.
durans, E. faecalis e E. faecium, sendo as duas Ultimas de maior importancia na
pratica clinica (WRIGHT, 2012; GILMORE et al., 2014; IWERIEBOR et al. 2015;).

Algumas de suas caracteristicas bioquimicas € a hidrélise da esculina a 40%
de sais de bile, hidrélise da L-pirrolidonyl-B-naftilamida e auséncia da enzima
catalase; além disso, crescem em concentracfes de 6,5 % de cloreto de sédio
(NaCl), possuem uma ampla faixa de temperatura de crescimento, que varia entre
10 °C a 46 °C, e crescem em pH de 4,6 a 9,9. Sdo cocos gram-positivos
agrupados aos pares ou em cadeias curtas, anaerobios facultativos, néo
formadores de esporos e fermentadores de glicose. Os Enterococcus sp. Sao

produtores de &cido lactico, produto final da fermentag&o da glicose (GILMORE et

al., 2014; MURRAY, 2014). Uma de suas caracteristicas principais é serem
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intrinsecamente resistentes a alguns antimicrobianos, como cefalosporinas e
oxacilinas.

Embora Enterococcus sp. seja considerado um micro-organismo comensal,
ele pode vir a causar infeccbes oportunistas no seu hospedeiro. A bactéria tem
emergido como uma das grandes causadoras de infecgdes nosocomiais,
geralmente associadas a endocardite na pratica clinica e, em animais, a doengas
como mastite bovina, diarreias e bacteremias (GILMORE et al., 2014; JUNG &
RAUTENSCHLEIN, 2014; SPLICHALOVA et al. 2014).

Em relacdo & resisténcia a antimicrobianos, o género Enterococcus é
considerado intrinsecamente resistente a penicilina, ampicilina e cefalosporina,
pois eles possuem proteinas de ligacdo a penicilina (pbp) com baixa afinidade aos
agentes microbianos citados (GILMORE et al, 2014). Porém, estes agentes
podem ser utilizados em sinergia com outros antimicrobianos para o tratamento
de infecgdes por Enterococcus sp.

As infec¢des por Enterococcus vém encontrando dificuldades de tratamento,

devido & aquisicdo de resisténcia a antimicrobianos, através de elementos

transponiveis moéveis.
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2. OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

O objetivo deste trabalho é avaliar a resisténcia a antimicrobianos
presentes em bactérias provenientes da microbiota intestinal dos pinguins
antérticos Pinguim-de-barbicha (P. antarcticus) e Pinguim gentoo (P. papua) e
compara-las com a resisténcia presente na microbiota intestinal de pinguins-de-
magalhdes (S. magellanicus). Como 0s pinguins antarticos estdo entre as aves
marinhas de menor contato com a acdo humana direta, os resultados deste
projeto poderdo fornecer parametros da presenca natural de resisténcia a

antimicrobianos ndo sé na microbiota de aves mas também no ambiente.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Identificar fenotipicamente a resisténcia encontrada nas amostras de
fezes de P. antarcticus, P. papua e em suabe cloacal de S.
magellanicus para 0s antimicrobianos eritromicina, estreptomicina,
tetraciclina e vancomicina.

2.2.2 Identificar o género bacteriano dos isolados resistentes.

2.2.3 Triar os isolados resistentes para genes de resisténcia conhecidos de
eritromicina, tetraciclina e vancomicina.

2.2.4 Triar o DNA total das fezes de P. antarcticus e P. papua para genes de

resisténcia conhecidos para eritromicina, tetraciclina e vancomicina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Amostras

Para a realizagao deste trabalho foram coletadas amostras de fezes de 46
pinguins P. antarcticus, de 12 pinguins P. papua e suabes cloacais de 19 pinguins
S. magellanicus. As amostras de fezes de cada um dos 58 pinguins antarticos
foram coletadas em colbnias localizadas na llha Elefante (Fig. 6), pertencente ao
Arquipélago das llhas Shetland do Sul, Antértida (61°S 55°W), em dezembro de
2014, pela equipe da Profa. Maria Virginia Petry, do Laboratério de Ornitologia e
Animais Marinhos da Universidade do Vale do Rio dos Sinos (S&o Leopoldo, Rio
Grande do Sul).

A coleta de pinguins-de-magalhdes foi realizada com suabes cloacais
devido a condi¢do fisica que eles apresentavam no momento da coleta, pois
estavam muito debilitados para defecar material sélido. Os suabes cloacais,
contendo meio Stuart para transporte (ABSORVE®), foram coletados de 19
pinguins S. magellanicus que chegaram & orla sul-rio-grandense, de Quintdo a
Torres. A coleta foi feita assim que os pinguins foram resgatados pela equipe do
bidlogo Mauricio Tavares, pertencente ao Centro de Estudos Costeiros,
Limnoldgicos e Marinhos (CECLIMAR) do Instituto de Biociéncias da UFRGS.

As amostras de pinguins antarticos foram refrigeradas em -20 °C durante o
transporte (por navio, de janeiro a abril de 2015) e posteriormente armazenadas a
-80 °C. Os suabes foram mantidos a 4 °C para transporte; apds crescimento

bacteriano em caldo BHI (ver abaixo), foram descartados.
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Figura 6. A seta indica a llha Elefante, local de coleta das amostras de fezes dos

pinguins antarticos, em 25 de dezembro de 2014.

3.2 Isolamento bacteriano e coloracdo de Gram

Com o objetivo de obter crescimento bacteriano, foram inoculadas 0,3 g de
fezes ou suabe cloacal em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusin broth, KASVI),
incubados a 36°C por 24 horas. Dez microlitros desse caldo foram espalhados
com algca de Drigaslky em agar LB (Luria Bertani Agar, KASVI) e, ap6s, foram
incubados a 36°C por 24 horas. A temperatura foi escolhida de modo a privilegiar
o crescimento de bactérias presentes na microbiota de pinguins em detrimento do
crescimento de bactérias provenientes do solo antartico. Os caldos BHI com
enriguecimento bacteriano foram armazenados em glicerol a 20% a - 80°C. Da
mesma forma, as bactérias isoladas das placas de LB foram crescidas em caldo

BHI e armazenadas, individualmente, em glicerol 20% a - 80°C.
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Com o intuito de identificar quais bactérias eram gram-negativas ou gram-
positivas, foi realizado o teste da coloracdo de Gram. As amostras que cresceram
no agar LB foram coradas conforme as indicacées do fabricante (NEW PROV®).
O esfregacgo foi analisado com auxilio de um microscopio Optico e as bactérias
foram classificadas em gram-positivas e gram-negativas. Além da coloracdo de
gram também foi realizado o teste da producdo de catalase e crescimento em

NaCl a 6,5%, 37 °C.

3.3 Analise do perfil fenotipico de resisténcia a antimicrobianos

As amostras de P. antarcticus, P. papua e S. magellanicus que
apresentaram crescimento de bactérias em agar LB foram submetidas ao teste de
microdiluicdo em &gar, com o objetivo de identificar qual a concentracéo inibitoria
minima (CIM) que essas bactérias apresentam frente aos antimicrobianos
estreptomicina, eritromicina, tetraciclina e vancomicina (todos da Roth). O teste foi
feito baseado nas normas do documento MO07-A9 do CLSI (2012). Os
antimicrobianos foram dissolvidos em &gua para injetaveis (estreptomicina,
tetraciclina e vancomicina) ou etanol 95% (eritromicina) e filtrados com filtro de
seringa (KASVI) com poros de 0,22 pum. Cada antimicrobiano foi diluido a partir de
uma solucdo-mée cuja concentracdo € de 10 mg/mL (eritromicina, tetraciclina e
vancomicina) ou 30 mg/mL (estreptomicina). A diluicho seriada dos
antimicrobianos em agar Muller Hinton (MH), foi feita com o agar na temperatura

de56°CepHentre7,2e7,4.

34



Para a inoculacdo dos isolados que cresceram em LB, foi realizada

suspenséo de 1 a 3 colbnias em PBS 1x, ajustado com a turbidez equivalente a

0,5 da escala de McFarland. Apds o ajuste, a suspensao foi diluida 1:10, de

modo a chegar em, aproximadamente, 1 a 2 x10” UFC/mL. Com o objetivo de

inocular 1x10* UFC/mL na placa de MH, contendo as concentragcdes de

antimicrobianos definidas, foi inoculada 2 pL desta suspensdo. A CIM foi

determinada na concentracdo de antimicrobiano que inibiu o crescimento

bacteriano.

As bactérias foram classificadas como: resistente, resisténcia intermediaria

ou suscetivel de acordo com os critérios da Tabela 1. As bactérias gram-

negativas ndo foram testadas para eritromicina e vancomicina por possuirem

resisténcia intrinseca a esses antimicrobianos (NELSON, 1999).

Tabelal. Normas interpretativas para Concentracdo Inibitéria Minima (CIM).

Classe Agente antimicrobiano CIM (ug/mL)?

S | R
Macrolideo Eritromicina <0,5 la4d >8
Aminoglicosideo Estreptomicina (HLAR)* < 2.000 - >2.000
Tetraciclina Tetraciclina <4 8 >16
Glicopeptideo Vancomicina <4 4316 >32

S: sensivel; I: intermediaria; R: resistente

L Alto nivel de resisténcia a macrolideos

2 Os valores de referéncia estdo de acordo
(2016).

com o documento M 07-A9 do CLSI
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3.4 Extracdo de DNA

Os isolados resistentes aos antimicrobianos testados tiveram seu DNA
(acido desoxirribonucleico) extraido. A extracdo de DNA de colbnias bacterianas
foi feita utilizando o protocolo de lise alcalina: de duas a trés colonias foram
suspensas em 25 uL de NaOH 0,5 M por dez minutos. Apds, foi adicionado 25 pL
de Tris 1 M e 450 pL de agua de miliQ. As amostras foram guardadas em - 20 °C.

Para a extracdo de DNA das fezes de pinguins, foi utilizado o kit de
extracdo de DNA QlAamp FAST DNA Stool Mini Kit (Quiagen), seguindo as
instrucbes do fabricante. Porém, antes de realizar a extracdo, as amostras in
natura foram pulverizadas com a ajuda de um pistilo e nitrogénio liquido (até

formar um pé muito fino), a fim de extrair maior quantidade de DNA da amostra.

3.5 Identificagéo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos

Para identificar quais genes de resisténcia aos antimicrobianos estavam
presentes no DNA de bactérias resistentes e no DNA total de amostras de fezes
de pinguins, foi feita a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com as condi¢cdes
de reacdes e com os oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 2. Cada
reacao da PCR foi realizada com o Master Mix (Laboratério Microbiologia Celular),
gue constitui em um volume final de 25 uL, sendo que 16,6 pL deste volume era
agua ultra pura, 0,4 pL era Taq polimerase 5U/ uL, 4 pL de cada dnTP 10 mM, 5
ML de tampéo 10x, 2 uyL de MgCl, 50 mM, 1 uL de oligonucleotideo foward e
reverse com concentracéo 0,4 uM e 2 pyL de amostra. A reacgéao foi realizada em

um termociclador da marca GenePro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer
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Technology). As bactérias usadas como controle positivo foram Enterococcus
feacalis ATCC 531 (tet(M)), Enterococcus feacalis ATCC 652 (erm (B)),

Enterococcus faecium ATCC 655 (van(B)) e Enterorococcus feacalis P.A21 (int) .

Tabela 2. Genes de resisténcia a antimicrobianos, oligonucleotideos

iniciadores, tamanho esperado do amplicon, temperatura de melting e referéncia.

Tamanho 1M

. . 1 A~ .
Gene Oligonucleotideos (o) (°C) Referéncia
orm (B F: 3 GAA AAG GTA CTC AAC CAAATAYS 639 55 (le'?J%OE\liEI;
(8) R: 3' AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC 5 2006) '
(tran!sr;)toson F: 3 GCGTGATTGTATCTCACT 5’ 1006 50 ('\"Zﬁ%OE\}/(E'?
Tn916) R: 3 GACGCTCCTGTTGCTTCT 5 2006)
(MARTIN;
tet (M F: 3' GTGGACAAAGGTACAACGAG 5’ 406 55 ALFA;
(M) R: 3 CGGTAAAGTTCGTCACACAC S MULVEY,
2001)
(IWERIEBOR;

F: 3' AGACATTCCGGTCGAGGAAC 5’ :
van (B) R: 3’ GCTGTCAATTAGTGCGGGAA s 220 56 OB|2,001|;)0H,

IF: foward R: reverse

3.6 Identificagdo das bactérias resistentes aos antimicrobianos

Para identificar os isolados resistentes foi feita a amplificagéo, a partir do
DNA extraido, da regido V1-V2 do 16S rRNA desses isolados. O rRNA 16S
contém regides conservadas (C1-C9) intercaladas com regides hipervariaveis (V1
a V9) e o tamanho do amplicon é de 1500 pb (pares de base). Os géneros e as
espécies bacterianas sdo diferenciados com base nessas informacdes em niveis
de 95% a 97% de identidade de sequéncia, respectivamente. Foi realizada a PCR
para a amplificacdo da regido V1-V9, que gerou um amplicon de 1500 pb. A

reacao utilizou os oligonucleotideos (P.1) Epsilon F: AAGAG TTT GAT CCT GGC
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TCAG e P2 R: GGTTACCTTGTTACGACTT (Pissetti, 2016). Esse amplicon foi
submetido novamente a PCR para amplificar a regido V1-V2, gerando um
amplicon de 320 pb. Para tanto os oligonucleotideos utilizados foram: P1:Epsilon
e P3: R: TTGAC CGTGTCTCAGTTCCA. A regidao V1-V2 possui menos pares de
base do que a regido V1-V9 e devido a isso ela se torna melhor de ser

sequenciada do que V1-V9.

A reacao para o RNA 16S foi feita com o Master mix j& descrito anteriormente
e as condi¢bes da PCR encontram-se em Ewards e colaboradores (2001), apds,
amostras foram armazenadas a -20°C. Apds a amplificagdo da regido de 320pb e
a confirmagéo por eletroforese em gel de agarose, as amostras foram purificadas
com Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega) e foi adicionado uma
aliquota de primer foward. A amostra entdo foi encaminha para a empresa

ACTGene/Ludwig para a realizagéo do sequenciamento pela técnica de Sanger.

As sequéncias geradas foram confrontadas com o banco de dados BLAST e
aquelas que apresentaram similaridade maior ou igual a 98% foram consideradas

positivas para a identificagdo do género e espécie bacteriana.

3.7 Sequenciamento dos amplicons dos genes de resisténcia

As bactérias utilizadas como controle positivo nesta dissertagdo foram
gentilmente cedidas pelo Instituto Oswaldo Cruz (Enterococcus feacalis ATCC
51299 (selvagem), Enterococcus feacalis ATCC 531 (tet(M)), Enterococcus

feacalis ATCC 652 (erm (B)), Enterococcus faecium ATCC 655 (van(B)). Também
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foi utilizada a cepa Enterococcus feacalis PA 22 (int). Para a confirmagdo da
identidade dos genes alvos foi feito o seu sequenciamento.

Apos a amplificacdo do gene e verificagdo do tamanho em eletroforese em
gel de agarose, o DNA amplificado foi purificado com kit de purificacdo Wizard SV
Gel and PCR Clean Up System (Promega) e uma aliquota do primer foward foi
adicionada. Apds, a amostra foi encaminhada para a empresa de sequenciamento
ACTGene/ Ludwig, que realizou o sequenciamento pela técnica de Sanger. Os

isolados confirmatorios para o gene alvo foram utilizados como controle positivo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Crescimento bacteriano das amostras de fezes de pinguins

Do total das amostras de P. antarcticus (n = 46), P. papua (n = 12) e S.
magellanicus (n = 19), 38, 6 e todas as 19, respectivamente, apresentaram
crescimento bacteriano em agar LB. As bactérias foram identificadas em gram-
positivas e gram-negativas pela coloragdo de Gram. Nas amostras de P.
antarcticus e P. papua, houve crescimento maior de bactérias gram-positivas do
que gram-negativas, diferentemente das amostras de S. magellanicus, que

tiveram maior quantidade de bactérias gram-negativas (Fig 7).
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Figura 7. Presenca de bactérias gram-positivas e gram-negativas nas
amostras da microbiota dos pinguins
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Das amostras de fezes de pinguins P. antarcticus e P. papua, as colbnias
observadas possuiam, em sua maioria, morfologia puntiforme e eram muito
pequenas, caracteristicas de Enterococcus sp. Devido a este fato, foi necessério
0 teste presuntivo de Enterococcus sp. A maioria das bactérias que foram
identificadas como cocos gram positivos também apresentaram auséncia de
catalase e crescimento em NaCl a 6,5% em 36°C, sendo identificadas

presuntivamente como Enterococcus sp (Fig. 8)

Identificacdo de isolados
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Figura 8. Teste fenotipico para identificag@o presuntiva de Enterococcus sp.

Surpreendentemente, bactérias gram-negativas foram muito dificeis de
serem recuperadas das amostras de pinguins antarticos. Apds o enriquecimento
em caldo BHI, essas amostras foram cultivadas em agar Macconkey a fim de
privilegiar o crescimento destes micro-organismos, porém, o crescimento desses

micro-organismos foi nulo. Essas amostras também foram analisadas pelo grupo

41



de microbiologistas do Laboratério da Dra. Marisa R. Cardoso (Faculdade de
Veterinaria, UFRGS), e o resultado foi 0 mesmo: auséncia de crescimento de
bactérias gram-negativas. Esses resultados foram apresentados no 28°

Congresso Brasileiro de Microbiologia de 2015 (A1).

A quase auséncia de bactérias gram-negativas cultivaveis na microbiota
dos pinguins antarticos, em oposicdo as amostras de suabes dos pinguins-de-
magalhées, pode refletir uma real diferenga na composi¢céo microbiana entre os
dois grupos. Alternativamente, essa diferenca pode estar associada a situagdo em
gue as aves se encontravam no momento da coleta A coleta das amostras dos
pinguins antarticos se deu no verdo austral, que € o0 momento em que 0s pinguins
reproduzem-se, permanecem em suas coldnias e sofrem a muda. J& as amostras
dos pinguins-de-magalhdes foram coletadas no momento em que 0S pinguins
chegaram & orla galucha, a maioria deles debilitados e posteriormente tratados
(POTTI et al., 2002). A microbiota intestinal de pinguins sofre influéncia de seu
estado nutricional, fisiolégico, metabdlico, muda e reproducéo, e essa influéncia
pode causar variagdes dos filos microbianos (DEWAR et al., 2013, 2014).

Uma terceira hipotese € que o armazenamento em meio Stuart da amostra
coletada por suabe enriquece a amostra em bactérias gram-negativas, ao
contrario do que ocorre com as fezes congeladas. Essa hip6tese podera ser

testada ao se coletar fezes e suabe cloacal do mesmo individuo.
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4.2Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, identificacdo das espécies

resistentes e triagem para genes de resisténcia a antimicrobianos

As amostras que apresentaram crescimento bacteriano apoés
enriquecimento em caldo BHI (Fig. 7) foram submetidas ao crescimento em agar
LB na presenca dos antibioticos eritromicina, estreptomicina, tetraciclina e
vancomicina. Dentre as amostras de P. antarcticus (n = 38), foram identificadas
10 amostras que possuiam bactérias resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos testados, sendo oito deles resistentes a um antimicrobiano e dois
resistentes a dois antimicrobianos (tetraciclina e eritromicina). Dentre as amostras
de S. magellanicus (n = 19), 15 possuiam bactérias resistentes, sendo 12 delas
resistentes a um antimicrobiano e trés resistentes a dois antimicrobianos (dois
resistentes a tetraciclina e eritromicina; um resistente a tetraciclina e
estreptomicina) (Fig.9). Nenhuma amostra de P. papua apresentou crescimento

bacteriano na presenca dos antimicrobianos testados.

@ Resistente a 1 antimicrobiano
154 Resistente a 2 antimicrobianos

Isolados bacterianos (n®)

Figura 9. Amostras com bactérias resistentes a um e dois dos antimicrobianos
testados.
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A resisténcia bacteriana a eritromicina foi identificada em quatro amostras de
P. antarcticus e em trés de S. magellanicus. A resisténcia a estreptomicina foi
identificada em uma amostra de P. antarcticus e em duas de S. magellanicus. A
resisténcia a tetraciclina foi mais recorrente em S. magellanicus do que em P.
antarcticus, contando com 11 bactérias contra seis de P. antarcticus. A resisténcia
a vancomicina foi identificada em apenas uma amostra de cada espécie (Fig. 10).
Os valores das concentragfes inibitérias minimas (CIM) para cada isolado

encontram-se na Tabela 3.

12r
< ot < @ Eritromicina > Spg/mL
\8_/ 10r § ™\ Estreptomicina > 2.000 pg/mL
g :- § NN Tetraciclina 216 pg/mL
g I N\ @8 Vancomicina > 32 pg/mL
= § § Hg
I NN N
oF R
'@c‘§=38 e\\é\\
o * ) .@@ n=19

Figura 10. Amostras de P. antarcticus e S. magellanicus com presenca de
bactérias resistentes aos antimicrobianos testados.

As espécies dos isolados resistentes foram identificadas pelo
sequenciamento da regido hipervariavel V1-V2 do rRNA 16S bacteriano; esses
isolados também foram triados para genes de resisténcia comumente associados
as bactérias resistentes aos antimicrobianos eritromicina, tetraciclina e

vancomicina (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3. Espécies bacterianas e genes de resisténcia (e int) presentes nas

amostras de P. antarcticus.

Isolados resistentes
(amostra)

CIM (ug/mL) Gene?

Eritromicina
Staphylococcus aureus
(Pa21)
Staphylococcus aureus
(Pa 18)
Staphylococcus aureus
(Pa 24)
Staphylococcus
epidermidis
(Pa 26)
Estreptomicina
Enterococcus feacalis
(Pa 12)
Tetraciclina

Enterococcus feacalis
(Pa 21)
Enterococcus feacalis
(Pa 22)
Enterococcus feacalis
(Pa 26)
Serratia marcescens
(Pa 27)
Staphylococcus aureus
(Pa 20)
Citrobacter freundii
(Pa43)
Vancomicina

Nao identificada
(Pa23)

erm(B) int  tet(M)
60
125

125

> 500

> 6.000

32
32
16
32
62

124

> 500

+

van(B)

1 As células em branco indicam que a PCR n&o foi realizada, pois 0 gene nao

responderia pela resisténcia.
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Tabela 4. Espécies bacterianas e genes de resisténcia (e int) presentes nas
amostras de S. magellanicus

Isolados resistente

1
(amostra) CIM (pg/mL) Gene

Eritromicina erm(B) int tet(M) van(B)

Staphylococcus aureus

(Sm17) 250 i i
Staphylococcus
epidermidis (Sm 8) > 500 - -
Bactéria ndo cultivavel
(Smé) 250 i i
Estreptomicina
Serratia marcescens
(Sm13) > 6.000
Sem similaridade (Sm2) > 6.000
Tetraciclina
Enterococcus faecium 62
VRE (Sm15) - +
Enterococcus faecium 62
VRE (Sm18) - +
Enterococcus faecium 62
(Sm17) - +
Serratia marcescens 62
(Sm10) - +
Serratia marcescens 62
(Sm13) - -
Serratia marcescens 62
(Sm14) - -
Escherichia coli APEC 62
018 (Sm16) - -
Escherichia coli (Sm19) 62 - +
Vagnococcus fluvialis 8
(Sm8) - -
Aeromonas hydrophila 8
(Sm11) - -
Citrobacter freundii
(Sm12) 124 i i
Vancomicina
Né&o identificada (Sm7) > 500 -

L' As células em branco indicam que a PCR n&o foi realizada, pois o gene néo

responderia pela resisténcia.
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Como mostram as Tabelas 3 e 4, o antimicrobiano que apresentou o maior
ndamero de bactérias resistentes foi a tetraciclina, seguido da eritromicina, tanto
nas amostras de P. antarticas como as de S. magellanicus. Da mesma forma, o
gene de resisténcia mais recorrente em ambas as amostras foi o tet(M), seguido
de int e van(B). Por outro lado, a presenca de erm(B) nao foi identificada em
nenhuma das amostras resistentes a eritromicina. Das seis bactérias de P.
antarcticus resistentes a tetraciclina, trés possuem os genes tet(M) e int. Das 11
bactérias de S. magellanicus resistentes a tetraciclina, quatro possuem a
presenca do gene tet(M). A amostra de P. antarcticus resistente a vancomicina
possui 0 gene van (B), porém a de S. magellanicus ndo o possui (Tabela 4).

Houve, no total, a identificacdo de sete géneros e de nove espécies
bacterianas resistentes aos antimicrobianos testados, sendo Enterococcus sp. e
Staphylococcus sp. 0s géneros mais recorrentes (sete ocorréncias cada), seguido
de Serratia sp. (cinco ocorréncias), Escherichia sp. (duas ocorréncias), Citrobacter
sp. (duas ocorréncias), Vagnococcus sp. e Aeromonas sp. (uma ocorréncia em
ambas). Também houve a identificacdo de uma amostra sem similaridade com
nenhuma sequéncia disponivel no banco de dados BLAST e duas que né&o
tiveram seu rRNA 16S sequenciado.

Os géneros bacterianos mais recorrentes sdo gram-positivos, o que esta de
acordo com a identificagéo inicial das amostras (Fig. 6) e com outros trabalhos,
em que o filo Firmicutes foi um dos mais abundantes na microbiota de quatro
espécies de pinguins antarticos, incluindo o pinguim gentoo (DEWAR et al., 2013).

Enterococcus sp. foi o género mais identificado nos isolados resistentes,

sendo resistente a estreptomicina e tetraciclina, majoritariamente. Este género ja
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foi identificado em amostras de fezes de pinguins antarticos em outros trabalhos
(BANKS; CARY; HOGG, 2009) e também o filo ao qual pertence é um dos mais
abundantes na microbiota de pinguins (DEWAR et al., 2013). Enterococcus sp
resistente a diversos antimicrobianos esta recorrentemente associado a
microbiota de frangos de corte (LU et al., 2003; NILSSON, BENGTSSON,
VAGSHOLM, 2013; TZAVARAS et al., 2012).

As bactérias isoladas da microbiota dos P. antarcticus e S. magellanicus
apresentaram maior resisténcia a tetraciclina em comparacdo aos outros
antimicrobianos. Este resultado esta de acordo com um trabalho que ja identificou
bactérias resistentes a tetraciclina em amostras de fezes de pinguim-de-adélia (P.
adeliae), juntamente com o gene tet(M) (RAHMAN et al., 2008).

Os genes de resisténcia mais recorrentes foram tet(M) e int, de acordo com
o perfil de suscetibilidade das bactérias isoladas, pois a resisténcia a tetraciclina
foi maior em ambas as espécies de pinguins e o gene int codifica a integrase do
transposon da familia Tn916, que, muitas vezes carrega o gene tet(M), e também
erm(B). Como seria de se esperar, estes genes ndo foram identificados em todas
as bactérias resistentes a tetraciclina, entdo é possivel inferir que a resisténcia a
este antimicrobiano esteja ligada a outros genes que conferem resisténcia, mas
que néo foram testados neste trabalho. O mesmo pode ter ocorrido com as
amostras resistentes aos outros antimicrobianos.

Os dados do isolamento de bactérias resistentes mostram que foram
isoladas proporcionalmente mais bactérias resistentes de amostras de pinguins-
de-magalhées (15/19; ou 79%) do que de pinguins antarticos (10/38 + 6; ou 23%).

Essa diferenga pode ser explicada por ao menos uma ou ambas de duas
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hipéteses. A primeira é que as bactérias dos pinguins antarticos foram isoladas de
fezes congeladas e, devido & baixa temperatura, os micro-organismos cultivaveis
presentes na amostra podem ndo ter suportado tal temperatura. J4 as bactérias
oriundas dos pinguins-de-magalhdes, ao contrério, foram isoladas de suabes
cloacais, que, devido ao meio de armazenamento, permitiu um primeiro
enriquecimento da amostra, preservando assim as bactérias cultivaveis presentes
na microbiota intestinal desses pinguins.

A segunda explicagéo seria que S.magellanicus habitam &reas ja habitadas
por seres humanos e essa coabita¢do implica no compartilhamento da microbiota
ambiental (DOUGNAC et al., 2015). Inclusive, ja& foi identificado que cepas
isoladas de S. magellanicus, como Salmonella enterica Enteritidis, possuem alta
similaridade genética com outras cepas isoladas de humanos e frangos de corte
(DOUGNAC et al., 2015). O fato de ser identificado majoritariamente resisténcia
bacteriana a tetraciclina na microbiota de pinguins-de-magalhdes também
corrobora a hipétese de que essa resisténcia seja influenciada pelo impacto
humano, pois este antimicrobiano € utilizado recorrentemente na clinica humana e
em animais de criagao.

No ambiente antartico, onde se encontram 0s pinguins antarticos, o
isolamento de bactérias resistentes pode indicar que este ambiente pode estar
recebendo genes de resisténcia a antimicrobianos decorrente da atividade
humana local, mesmo que pouca, ou remotamente, oriunda de ambientes de
maior atividade humana, como pela contaminagdo de rios e oceanos com 0

esgoto, derivado da atividade antrépica (DOUGNAC et al, 2015).
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Outra possibilidade, a resisténcia observada pode ser uma resisténcia
natural, ndo necessariamente causada pela interacdo com o homem, como
mencionado na sec¢édo 1.2.1.

A presengca comparativamente baixa de isolados resistentes a
antimicrobianos corrobora a premissa inicial deste projeto, de que a microbiota de
animais que habitam o ambiente antartico pode ser usada como parametro para a

resisténcia natural presente na microbiota de aves.

4.3 ldentificacdo de genes de resisténcia no DNA total de fezes de pinguins

antarticos

A quantidade de DNA extraido das amostras variou entre 0,4 ng/uL e 213,7
ng/pL. As amostras de P. papua renderam maior quantidade de DNA do que as
de P. antarcticus, provavelmente porque as amostras da primeira espécie eram
pastosas e as da segunda eram fibrosas.

Foi possivel extrair DNA de 25 amostras de P. antarcticus e de oito
amostras de P. papua, a julgar pelo fato que o DNA extraido permitiu a
amplificagdo do rRNA 16S, que confirma a integridade do DNA. Essas amostras
de DNA total foram entéo triadas para a presenca dos genes erm(B), tet(M), int e
van(B). Nas amostras de ambas as espécies de pinguins, o gene mais abundante
foi o int, seqguido de tet(M); ao passo que os genes van(B) e erm(B) foram
encontrados em apenas uma amostra de P. antarcticus e P. papua,

respectivamente (Fig. 11).

50



— @ omB)
o
S 6 W ret (M)
= 64
S &2 int
% van (B)
o 44
o
[%2}
©
—
g 2
IS
©
0
o 2
i &
& Q¥
rz§'\\ n=25 n=28

Figura 11. Presencga dos genes de resisténcia no DNA total de amostras de fezes

de P. antarcticus e P. papua.

As amostras de P. antarcticus que foram positivas para 0os genes de
resisténcia testados foram as seguintes: Pal positiva para tet(M); Pal, Pale6,
Pa23, Pa30 e Pa4l positivas para int; e Pa38 positiva para van(B).

De acordo com nossos dados mostrados na Tabela 3, deveriamos
amplificar os genes tet(M) e int das amostras Pa21, Pa22 e Pa26 e o gene van(B)
da amostra Pa23. Porém, ao passo que nao conseguimos isolar DNA da amostra
Pa21, ndo conseguimos amplificar esses genes a partir do DNA total das demais
amostras. Uma explicacao possivel € que o DNA da bactéria isolada, positiva
para os genes de resisténcia, estaria numa concentragdo muito pequena no DNA
total, e a deteccdo da resisténcia teria sido possivel apenas apds o
enriquecimento das bactérias resistentes em caldo BHI. Esses resultados

levantam uma preocupacao a respeito da representatividade obtida no DNA total.
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Nenhuma bactéria isolada das amostras de P. papua foi resistente aos
antimicrobianos testados, porém, foram identificados genes de resisténcia a
antimicrobianos no DNA total das amostras dessa espécie (Fig.11). Esse dado
sugere que o0s genes de resisténcia encontram-se na microbiota da fracdo nao-
enriquecida ou nédo cultivdvel de P. papua.

N&o foi realizada a extragdo do DNA total de amostras de S. magellanicus
porque eram suabes, e embora suabes sejam um meio para transporte, ja
promovem um crescimento da fragdo cultivavel e, portanto, uma alteracdo da
amostra inicial.

A grande ocorréncia de int deixa claro a dindmica do transposon e sua
presenca ndo esti necessariamente vinculada a presenca de tet(M) ou erm (B).
Em relacdo ao tet(M), a sua presenca neste trabalho apresentou-se baixa, porém,
quando encontrados em ambientes remotos, é possivel que esta resisténcia
venha através de forgas fisicas da natureza (como a corrente dos oceanos) ou
ainda do ambiente, considerada resisténcia natural. Pouco se sabe sobre a
resisténcia a antimicrobianos no continente antartico, porém em outro estudo
(RAHMAN et al., 2008) foram identificados dois diferentes gendtipos de tet(M)
provenientes de bactérias de suabe cloacal de P. adeliae, que habitam a baia de
Lutzaw-Holm, Antértida ( 69°S 039°E).

Como citado anteriormente (item 1.2.1), uma fragdo importante da
microbiota de animais € composta de bactérias ndo cultivaveis nas condi¢cbes
laboratoriais, e essa fracdo ndo cultivivel pode carregar genes de resisténcia,
como jé foi observado por Sommer e colaboradores (2009). Levando isso em

consideragdo, optamos por fazer a extragdo do DNA das fezes de pinguins para

52



obtermos DNA de todos os micro-organismos presentes, independentemente de
serem ou ndo cultiviveis. A triagem do DNA total de cada amostra para genes de
resisténcia pode revelar a presenca de genes que nao foi detectada nas bactérias
resistentes eventualmente recuperadas no crescimento em caldo BHI.

Este trabalho ndo teve a pretens&o de identificar novos genes de resisténcia,
que exigiria outra abordagem, mas triar o DNA total para genes ja descritos. Até o
momento, foi triado apenas um gene de resisténcia para glicopeptideos,
tetraciclinas e macrolideos, tanto nas bactérias resistentes isoladas como no DNA
total. Como perspectiva, essas amostras deverdo ser triadas para um ndamero
maior de genes de resisténcia, & medida que forem obtidos os controles positivos

para genes menos frequentes.
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5. CONCLUSOES

O objetivo desta dissertagdo foi avaliar a resisténcia a antimicrobianos
presentes em bactérias provenientes da microbiota intestinal dos pinguins
antérticos pinguim-de-barbicha (P. antarcticus) e pinguim gentoo (P. papua) e
compara-las com a resisténcia presente na microbiota intestinal de pinguins-de-
magalhées (S. magellanicus).

Foi identificado que as bactérias provenientes da microbiota intestinal de P.
antarcticus e de P. papua s@o, em sua maioria, gram-positivas, ao contrario de S.
magellanicus, cuja maioria é gram-negativa. Esse contraste pode estar
relacionado ao fato de que esses géneros de pinguins possuem diferencas na sua
interagdo com o ambiente em que vivem.

De acordo com os resultados, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
testados foi maior na fragcdo enriquecida em caldo BHI da microbiota intestinal de
pinguins-de-magalhdes do que dos pinguins antarticos. Nem todos os isolados
resistentes apresentaram genes de resisténcia, isso pode significar que eles
possuem outros genes de resisténcia que ndo foram triados nesta dissertagao.

Foi identificado que ha mais genes de resisténcia a antibioticos nas amostras
de DNA total de P. papua do que de P. antarcticus, e que o gene mais recorrente
foi o gene que codifica um transposon para carrear 0 gene para resisténcia a
tetraciclina. Essa identificacdo nos possibilita entender que pinguins antarticos,
mesmo com pouco contato com humanos, possuem genes de resisténcia para
antimicrobianos utilizados na clinica médica e veterinaria. Este dado pode ser um

indicativo da presenca natural de genes de resisténcia encontrados em bactérias
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provenientes da microbiota intestinal de pinguins. As informagdes fornecidas

neste trabalho corroboram com os objetivos da dissertacéo.
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7. APENDICE

Apéndice 1. Resumo apresentado no 28° Congresso Brasileiro de

Microbiologia (18 a 22 de Outubro de 2015- Floriandpolis, SC, Brasil)

Title: ISOLATION OF MICROORGANISMS FROM THE MICROBIOTA
OF THE ANTARCTIC PENGUINS PYGOSCELIS PAPUA AND P.
ANTARCTICUS Autors Klemberg, V.S Petry, M.V?, Cardoso,M.R.I
Horn.F1 Institution * UFRGS- Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Avenida Bento Gongcalves, 1500, Porto Alegre-RS), Unisinos?

(Universidade do Vale dos Sinos, Avenida Unisinos, 950-Cristo Rei, S&o
Leopoldo-RS).

Abstract:

Antarctic seabird populations have been much studied as bioindicators of
the nature variability in the Southern Ocean marine ecosystems. Among the
Antarctic seabirds, the most abundant are seven penguin species, which
includes the three species of the genus Pygoscelis. Pygoscelis adeliae, P.
antarcticus and P. papua have colonies in the South Shetland Islands, and
although their populations have been disturbed by human acitivities, such
as scientific research and tourism, they remain among the wild birds with
least contact with humans. Thus, their microbiota may serve as indicators of
antimicrobial resistance in the environment. The goal of our project is to
evaluate the antimicrobial resistance present in the microbiota of the
forementioned penguin species. For that, we have collected samples of
apparently fresh feces from P. papua (n = 12) and from P. antarcticus (n =
46) in their respective colonies located in the Elephant Island in December
2014. Samples were stored in natura at -20°C during transport and then at -
80°C until use. We could observe mainly gram-positive bacillus but also a
smaller proportion of gram-negative bacillus in one sample of P. papua
feces cultivated in BHI broth at 37°C overnight, and this culture yielded
lactose-fermenting colonies in MacConkey agar. Surprinsingly, however, we
have been unable to isolate gram-negative microorganisms from P.
antarcticus feces. We have so far analyzed 10 samples, and rare gram-
negative bacillus could be observed in BHI broth O/N cultures of P.
antarcticus feces. Likewise, we could observe only gram-positive cocci and
gram-positive bacillus in feces in natura. We have also cultivated P.
antarcticus feces in BHI broth supplemented with crystal violet (0.001
mg/ml) in order to inhibit growth of gram-positive microorganisms. Again,
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this culture yielded no colonies in MacConkey agar, although gram-positive
cocci grew in LB agar. Next summer, we plan to collect samples from P.
antarcticus feces from colonies not only in Elephant Island but also in
Penguin and Livingston Islands. Analyses of these samples will reveal if the
virtual lack of gram-negative bacteria is a characteristic of P. antarcticus
microbiota or if it was only a fluctuation. Thus, P. papua microbiota may be
used to screen for gram-positive and gram-negative resistance genes, but
this possibility remains to be confirmed for P. antarcticus.

Keywords: Penguins, bacteria, microbiota, P.papua, P.antarticus.
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Apéndice 2. Resumo apresentado no 23° Congresso Latino- americano de
Microbiologia e Congresso Argentino de Microbiologia (ALAM- CAM 2016).

Rosério/SF, Argentina

Title: ISOLATION OF MICROORGANISMS FROM THE MICROBIOTA
OF THE ANTARCTIC PENGUINS PYGOSCELIS PAPUA AND P.
ANTARCTICUS Autors Klemberg, V.S', Petry, M.V? Cardoso,M.R.I,
Horn.F! Institution ! UFRGS- Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(Avenida Bento Gongalves, 1500, Porto Alegre-RS), Unisinos?
(Universidade do Vale dos Sinos, Avenida Unisinos, 950-Cristo Rei, S&o
Leopoldo-RS)

Abstract:

Antarctic seabird populations have been much studied as bioindicators of
the nature variability in the Southern Ocean marine ecosystems. Among the
Antarctic seabirds, the most abundant are seven penguin species, which
includes the three species of the genus Pygoscelis. Pygoscelis adeliae, P.
antarcticus and P. papua have colonies in the South Shetland Islands, and
although their populations have been disturbed by human acitivities, such
as scientific research and tourism, they remain among the wild birds with
least contact with humans. Thus, their microbiota may serve as indicators of
antimicrobial resistance in the environment. The goal of our project is to
evaluate the antimicrobial resistance present in the microbiota of the
forementioned penguin species. For that, we have collected samples of
apparently fresh feces from P. papua (n = 12) and from P. antarcticus (n =
46) in their respective colonies located in the Elephant Island in December
2014. Samples were stored in natura at -20°C during transport and then at -
80°C until use. We could observe mainly gram-positive bacillus but also a
smaller proportion of gram-negative bacillus in one sample of P. papua
feces cultivated in BHI broth at 37°C overnight, and this culture yielded
lactose-fermenting colonies in MacConkey agar. Surprinsingly, however, we
have been unable to isolate gram-negative microorganisms from P.
antarcticus feces. We have so far analyzed 10 samples, and rare gram-
negative bacillus could be observed in BHI broth O/N cultures of P.
antarcticus feces. Likewise, we could observe only gram-positive cocci and
gram-positive bacillus in feces in natura. We have also cultivated P.
antarcticus feces in BHI broth supplemented with crystal violet (0.001
mg/ml) in order to inhibit growth of gram-positive microorganisms. Again,
this culture yielded no colonies in MacConkey agar, although gram-positive
cocci grew in LB agar. Next summer, we plan to collect samples from P.
antarcticus feces from colonies not only in Elephant Island but also in
Penguin and Livingston Islands. Analyses of these samples will reveal if the
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virtual lack of gram-negative bacteria is a characteristic of P. antarcticus
microbiota or if it was only a fluctuation. Thus, P. papua microbiota may be
used to screen for gram-positive and gram-negative resistance genes, but
this possibility remains to be confirmed for P. antarcticus.

Keywords: Penguins, bacteria, microbiota, P.papua, P.antarticus.
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