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RESUMO

A presenca de uma microbiota simbionte em animais extremamente sensiveis
como os anfibios anuros é crucial para o desenvolvimento de um sistema
imunolégico capaz de combater os principais agentes infecciosos presentes no
ambiente. Scinax X-signatus € um anuro que posSui um comportamento
generalista e sinantrépico ocorrendo em florestas e areas urbanas, mas nao
existem estudos de identificacdo da microbiota bacteriana associada a pele
deste animal. O objetivo deste trabalho foi identificar a microbiota cutanea de
Scinax x-signatus em duas areas no Jardim Botanico do recife (08°04’ S;34°59’
W) e comparar a microbiota residente e transiente. Foram realizados enxagues
com agua destilada estéril nos animais para a remoc¢ao da microbiota transiente
e swabs esfregados na pele para coletar a microbiota residente. As amostras
foram identificas preditivamente em meios de cultura seletivos, como Agar
Cromogeénico, Cetremide, Agar EMB e Agar MacConkey. Para as anélises,
utilizamos Teste de Fisher e Analise de Cluster para verificar a similaridade entre
as areas de coleta. Foram coletados 12 individuos queresultara em 24 isolados,
13 de microbiota transiente e 11 de microbiota residente e os métodos preditivos
indicaram 5 taxons: Pseudomonas spp. (43%) mais ocorrente nas amostras,
Escherichia coli (22%), Klebsiella pneumoniae (18%), Enterococcus faecalis
(12%) e Staphylococcus aureus (4%). A microbiota da area Antropizada
demonstrou menor similaridade entre as amostras transiente e residente. A
analise de Cluster indicou que a microbiota da area controle se mostrou mais
similar a respeito das amostras transientes e residentes, possivelmente devido
ao grau reduzido de heterogeneidade espacial. Os espécimes de Scinax Xx-
signatus apresentou na pele bactérias de interesse médico que sao similares
com outras espécies de anuros. S. x-signatus apresenta grande importancia
ecolégica para os ecossistemas, e estudos destinados a investigacdo de
potenciais antimicrobianos na pele e na microbiota associada a S. x-signatus

sdo de suma importancia para a producédo de farmacos.

Keywords: Anfibios, bactéria, simbiose.



ABSTRACT

The presence of a symbiotic microflora in extremely sensitive animals like
amphibians is crucial for the development of an immune system capable of
fighting the main opportunistic infectious agents in the environment. Scinax x-
signatus is a anuro which has a general and synanthropic behavior occurring in
forests and urban areas, but there are no identification studies of bacterial
microbiota associated with skin of this animal. The objective of this study was to
identify the skin microbiota of Scinax x-signatus in two areas in the Botanical
Garden Reef (08 ° 04 'S, 34 ° 59' W) and compare the resident and transient
microorganisms. Rinses were performed with sterile distilled water to remove
the animals from transient microflora and swabs wiped on the skin to collect the
resident microflora. Samples were predictively you identify in selective media, as
Chromogenic Agar, Cetremide, EMB Agar and MacConkey agar For the
analyzes, we used Fisher Test and Cluster Analysis to verify the similarity
between the collection areas. 24 sample were isolated from bacterial microflora
and predictive methods were taxa 5: Pseudomonas spp. (43%) occurring in most
samples, Escherichia coli (22%), Klebsiella pneumoniae (18%), Enterococcus
faecalis (12%) and Staphylococcus aureus (4%), with the lower frequency. The
microbiota from the anthropized area showed less similarity between the
resident and transient samples. Cluster Analysis indicated that the microbiota
from the control area was more similar among transients and residents samples,
possibly due to the low degree of spatial heterogeneity. Scinax x-signatus
specimes presented skin microorganisms of medical interest that are similar to
other species of frogs. S. x-signatus has great ecological importance to
ecosystems, and studies to research antimicrobial potential on the skin and in the
microbiota associated with S. x-signatus are very important for the production of

pharmaceuticals.

Keyword: Amphibians, bacteria, symbiosis
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1. INTRODUCAO GERAL

Os anfibios anuros representam grande biodiversidade encontrada na regido
neotropical e sdo conhecidos como bioindicadores de qualidade ambiental,
tendo em vista os declinios populacionais mediante a degradacéo das florestas
tropicais (MYERS et al., 2000; SILVA et al., 2018; DA SILVA et al., 2019),
introducdo de espécies exdticas (BOELTER e CECHIN, 2007; LOUETTE et al,
2014; BATISTA et al., 2015), poluicdo das aguas continentais, uma vez que
muitas espécies se agregam proximas a regides de corpos d’agua em seus
periodos reprodutivos, alteracdes climaticas, tendo em vista que sua época
reprodutiva ocorre habitualmente em periodos chuvosos (DUELLMAN; TRUEB,
1986; D’AMEN et al., 2011), doengas infecciosas emergentes (DASZAK et al.,
1999; KATZENBERGER et al., 2018) e radiacéo ultravioleta (UV), que pode
interferir no desenvolvimento dos ovos e embribes, bem como ocasionar
anomalias e comprometer o sistema imunoldgico do organismo (VERDADE et
al., 2011).

Sabe-se que a primeira barreira mecanica contra patbgenos nos anuros é a
pele (CAREY et al.,, 1999), que possui extrema vascularizacdo, umidade e
permeabilidade, requisitos importantes para a eficiéncia das trocas gasosas
cutaneas que respondem por grande parte da respiracdo dos anfibios
(MOURINO et al., 2006; WELLS, 2007; ASSIS, 2012; FAVARELLI et al., 2015).
No entanto, a epiderme relativamente pequena acarreta em altas taxas de perda
de agua, ao passo que a alta permeabilidade e umidade requeridas pelas trocas
gasosas cutaneas acabam por tornar os anuros sensiveis a moduladores
ambientais, que interferem na dinamica dos mecanismos de defesa (HADDAD
et al., 2008) tornando-os vulneraveis a proliferacdo de uma microbiota cutanea,

composta por microrganismos simbiontes e oportunistas patogénicos.

A prépria fisiologia do anfibio anuro é capaz de determinar a presencade
uma microbiota cutanea. Muitas secrecfes liberadas na pele dos anuros, como
mucos, possuem em sua composicao glicoproteinas, criando assim um ambiente

rico em termos nutricionais para o crescimento e desenvolvimento de
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microrganismos (BRIZZI et al., 2002). Estes, por sua vez, criam uma associacao
simbidtica, tendo em vista a acdo antifangica contra muitos patdgenos
conhecidos, como exemplo de uma populagédo de Rana mucosa estudada por
Woodhamns et al. (2007), a qual apresentou ao menos uma bactéria produtora
de metabdlitos que atuam na inibicdo do fungo Bd (Batrachochytrium
dendrobatidis), um dos principais patdgenos causadores de declinios
populacionais nos anfibios anuros (BERGER et al., 1999; IUCN, 2017)

A microbiota cutanea, de uma maneira geral, pode ter sua composicao e
rigueza moduladas pela alteracdo de alguns parametros abidticos, como
temperatura, disponibilidade de agua, pH, oxigénio e radiacdo (MADINGAN et
al., 2004., MADINGAN et al., 2009).

Outro fator intrinseco, como estudado por MCKENZIE et al. (2012),
também pode ser levado em consideracdo, a particularidade das espécies,
sendo este 0 mais forte preditor de comunidades, deste modo, a imunidade
contra patégenos fornecida pela microbiota cutanea poderia ser entendida como
“‘um fendtipo estendido” dos hospedeiros (ROLLINGS-SMITH; WOODHAMS,
2012; KUENEMEN et al., 2014). Todos esses fatores atuando em sinergismo
com a intensificacao das atividades antropicas podem acarretar na mudanca de
distribuicdo espacial das espécies de anuros e de microrganismos presentes na
pele e no ambiente, permitindo assim interagcdes com uma nova microbiota
(HADDAD et al., 2008; ASSIS, 2012; COSTA et al., 2012) como também numa
maior susceptibilidade a agentes microbianos patogénicos.

Scinax x-signatus (Spix, 1824) é o anuro alvo deste estudo pertencente a
familia Hylidae, cuja maioria das espécies conseguem sucesso reprodutivo em
ambientes com grande heterogeneidade espacial, sendo encontradas desde
areas de mata até ambientes mais antropizados (GONCALVES et al., 2012;
PALMEIRA; GONCALVES, 2015), caracterizando-se, desta forma, como
espécies sinantropicas, uma vez que a heterogeneidade espacial oriunda das
intensas atividades antrépicas acaba por elencar novos nichos para ocupacéo

de espécies com maior plasticidade ambiental.

14



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a microbiota bacteriana cutanea de Scinax x-signatus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar e identificar, ao menor nivel taxondmico possivel, a microbiota

bacteriana de Scinax x-signatus.

Descrever a composicao e frequéncia de ocorréncia referentes a microbiota

bacteriana presente na pele de Scinax x-signatus;

Comparar, atraves analises estatisticas, a similaridade da microbiota
transiente e residente encontrada nas amostras de uma area controle e em

uma area antropizada.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 OS ANFIBIOS ANUROS: Scinax x-signatus
Acredita-se que 0s ancestrais mais provaveis dos anfibios teriam sido

pertencentes ao grupo dos sarcopterygii (peixes de nadadeiras lobadas). A
classe Amphibia é representada hoje por cerca de 8.099 espécies, das quais 213
pertencem a ordem Gymnophiona (Cecilia), 732 pertencem a ordem Urodela
(Salamandras e Tritdes) e 7.148 a ordem Anura (sapos, ras e pererecas), sendo
destas 1.093 conhecidas no Brasil (POUGH et al., 2008; AMPHIBIA WEB, 2018;
SBH, 2019). A ordem anura compreende animais vertebrados tetrapodes que,
em sua grande maioria, partiiham da necessidade de um ciclo de vida bifasico
para completar seu desenvolvimento, sendo a fase larval dulcicola com
respiracdo branquial e a fase adulta terrestre pos metamaorfica com respiracéo
pulmonar e cutanea (DUELLMAN; TRUEB, 1986; HADDAD, 2008). Por mais que
os anfibios tenham sido os primeiros vertebrados a acessarem o ambiente
terrestre, muitos anuros ainda apresentam uma grande dependéncia por
ambientes aquaticos ou umidos para reproducao e sobrevivéncia (DUELLMAN;
TRUEB, 1986; COSTA et al., 2012). Um dos motivos relacionado a essa
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dependéncia esta atrelado ao carater bioindicador dos anuros: a caracteristica
morfofuncional da pele desses organismos, que € extremamente vascularizada,
de modo a comportar até 95% dos capilares respiratorios do corpo, uma
porcentagem que facilita significativamente as trocas gasosas cutaneas, nas
guais a captacdo de O2 pode atingir de 0% a 100% e a excrecao de CO2 pode
atingir 20% a 100% (CZOPEK, 1983; TATTERSALL, 2007).

Quanto ao habitat, sabe-se hoje que todas as 3 classes possuem
representantes exclusivamente aquaticos, semiaquaticos e terrestres, desta
forma, os ambientes se comportam como principais determinantes de
distribuicdo dos anuros (RODRIGUEZ; BELMONTES et al., 2005). A espécie em
estudo é Scinax x-signatus (Spix, 1824) (Figura 1) popularmente conhecida
como “razinha” ou “perereca de banheiro” e € um anuro da familia Hylidae que
possui ampla distribuicdo na américa do Sul, ocorrendo na Coldémbia, Venezuela,
Guiana, Suriname e no territério brasileiro, com excecao apenas do Rio Grande
do Sul e Santa Catarina (RODRIGUES; CAMARASCHI, 2004). Este taxon
atualmente esta classificado como Pouco Preocupante (LC) pela IUCN
(RODRIGUES et al.,, 2010). Quanto ao habitat, esta espécie pode ser
caracterizada como generalista, sendo bastante encontrada em florestas e
bordas de mata, bordas de lago, bromélias, areas abertas e ambientes
antropizados, uma vez que a heterogeneidade espacial acaba por gerar
modificacdes de habitats as quais esta espécie tem a capacidade de se adequar
e adquirir sucesso reprodutivo devido a sua maior plasticidade ambiental
(CARDOSO et al., 1989; RODRIGUES; CAMARASCHI, 2004; GONCALVES et
al., 2012; PALMEIRA; GONCALVES, 2015). Apesar do carater biodindicador de
gualidade ambiental e do comportamento sinantrépico comumente descrito para
Scinax Xx-signatus, ndo existem estudos relacionados a identificacdo da
microbiota bacteriana associada a pele desta espécie. Desta forma, este
trabalho tem grande relevancia na caracterizacdo da microbiota cutanea deste
taxon e identificacdo de possiveis bactérias de interesse médico interagindo com
S. x-signatus, uma vez que estudos mostram a ocorréncia constante desta
espécie proximas a edificacdes e em banheiros de residéncias, logo, em contato
frequente com humanos (BORGES-NOJOSA; SANTOS, 2005; PEREIRA et al.,
2016).
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Figura 1 Scinax x-signatus (Spix, 1824) em Bromélia no Jardim Botanico do Recife. Foto:
Ubiratd Souza, 2019.

3.1 MICROBIOTA CUTANEA E SISTEMA IMUNOLOGICO DOS ANUROS:
PREDISPONENTES E MODULADORES AMBIENTAIS
Os anuros possuem um sistema imunolégico integrado, onde sé&o
observados dois mecanismos de defesa: bioquimicos e biolégicos (CAREY et
al., 1999; ASSIS, 2012). Os bioquimicos se evidenciam pelo potencial
antimicrobiano de peptideos liberados pelas glandulas granulares na pele, que
sdo capazes de determinar o perfil da microbiota presente na pele dos anuros,
ja que existem familias de peptideos restritas a determinadas espécies (DUDA
et al., 2002; CONLON, 2007). As glandulas mucosas, por sua vez, secretam um

muco que confere umidade e nutrientes a pele, tornando-a um substrato propicio

ao estabelecimento de uma microbiota simbionte, composta principalmente por
bactérias e fungos, e é nesta simbiose que se apresenta 0 mecanismo biolégico
de defesa, pois enquanto a pele dos anuros fornecem os nutrientes e condi¢des
favoraveis ao metabolismo da microbiota, esta proporciona protecdo a pele do
anuro contra possiveis microrganismos patogénicos como o fungo Bd, através
do potencial antimicrobiano das substancias sintetizadas pelo metabolismo e
pela competicdo com patdgenos por espaco e nutrientes (HARRIS et al., 2006;
LAUER et al., 2007; WOODHAMNS et al., 2007; LAUER et al., 2008; Assis,
2012).

Desta forma, presenca de uma microbiota simbionte em animais
extremamente sensiveis como o0s anfibios anuros é crucial para o
desenvolvimento de um sistema imunoldgico capaz de combater os principais

agentes infecciosos oportunistas presentes no ambiente (MACPHERSON,;
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HARRIS, 2004). Muitos microrganismos datam de longos processos de
coevolugdo com os vertebrados que vai além de requerimentos basicos a
sobrevivéncia de ambos, os animais isentos de microbiota ou “germ-free”
exemplificam a necessidade desta relagdo, pois a auséncia da microbiota
nesses animais acarreta do comprometimento de funcbes relacionadas ao
sistema imunoldgico, como a quantidade anormal de células imunes e

estruturas linfoides comprometidas (SEKIROV et al., 2010; VIEIRA et al., 2011).

Os mecanismos fisiol6gicos essenciais ao hospedeiro acabam formando
um microambiente cutédneo disponivel a colonizacdo de uma microbiota que se
comporta de forma residente, ou seja, aquela composta por microrganismos
sempre presentes na a pele do hospedeiro por ja estarem adaptadas as
condic¢des fisico-quimicas do substrato, e uma microbiota transiente, aquela cuja
ocorréncia no hospedeiro varia de acordo com condi¢des especificas e o tempo
que elas durardo (BLACK, 1999). Nao obstante, podem ser encontradas
algumas espécies de microrganismos patogénicos oportunistas na pele dos
anuros que compdem a microbiota cutanea sem causar danos ao hospedeiro,
mas se favorecem de uma imunossupressdo do mesmo para atingir o seu
potencial metabdlico causando declinios populacionais (CLARKE, 1997; CAREY
et al., 1999, KATZENBERGER et al., 2018), como exemplos das espécies de
bactérias Aeromonas hydrophila e Pseudomonas aerugynosa, conhecidas por
causar a doenca-da-pata-vermelha, levando a mortalidade de girinos, edemas
subcutaneos e septicemia em ranideos (MAUEL et al., 2002; MOURINO et al.,
2006). Quanto aos fungos, o Batracochytrium dentrobatidis € o mais conhecido
parasita intracelular que possui acesso, na maioria das vezes, pela pele,
preferindo as regides queratinizadas do hospedeiro, adentrando nas células e
causando alteracdes fisiologicas nas células do tecido epitelial que
comprometem as taxas de trocas gasosas cutidneas em anuros adultos,
provocam letargia, imunossupressdes e morte de girinos (BERGER et al., 1999;
BLAUSTEIN et al., 2005).
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Um fator a ser considerado € que a heterogeneidade espacial produto da
fragmentacdo de habitats na Mata Atlantica ndo s6 € um preditor de declinios
populacionais dos anfibios, mas também atua como forte modulador das
comunidades microbianas com as quais 0s anuros interagem. As duas espécies
de bactérias citadas acima como causadoras de patogenias em anuros Sao
comumente encontradas no ambiente, mais especificamente no solo e corpos
d’agua. Em 2004, Henle et al. elencaram 12 caracteristicas teoricamente
preditoras da sensibilidade das espécies mediante a uma alteracao de habitat,
dentre elas, destaca-se para este estudo a “especializagdo ecoldgica”. Uma vez
exposto a impactos antropogénicos, os ambientes passam por alteracdes
fisico-quimicas alteracdes de pH, temperatura, umidade, radiacdo solar e
disponibilidade de nutrientes nos solos, o0 que acaba tornando os
microrganismos bastante vulneraveis a tais variaveis, onde o grau de impacto
nas espécies varia de acordo com as condicdes requeridas por eles (MADIGAN
et al., 2004; ZILLI et al., 2003; CORREIA; OLIVEIRA, 2005; ASSIS, 2012)

4. MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO

O Jardim Botanico do Recife (08°04’ S; 34°59’ W) foi criado em 1979 pelo
Decreto Municipal de 11.341 de 1° de agosto e esta inserido no grupo de
Unidades de Conservacao as margens da BR-232 no bairro do Curado, Recife,
Pernambuco, conforme a Figura 2. Inicialmente, a area contava com apenas 5,5
hectares, atualmente ocupa uma area de 11,23 hectares, tendo 60% de sua
cobertura composta por um fragmento de Mata Atlantica caracterizada como
Ombrdfila Densa (DE OLIVEIRA et al, 2016; VIANNA et al, 2017). A regido em
gue o JBR esta inserido possui uma precipitacdo anual de 1800 mm (INMET,
2018). O JBR é um local que recebe a visita de varias pessoas de Pernambuco
e de outros estados quase todos os dias, e possui instalagdes como salas de
aula, banheiros, lanchonetes e areas de visitacdo, se mostrando como um local
apropriado para o estudo em questdo no tocante a estudar as areas mais

antropizadas e as menos antropizadas da unidade.
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Figura 2 Mapa de localizagéo do Jardim Boténico do Recife. Fonte: Do
Nascimento et al., 2017

4.2 AMOSTRAGEM DOS ANUROS

Foram coletadas amostras biolégicas de 12 individuos de Scinax x-
signatus capturados através do método de busca ativa limitada por tempo, tendo
inicio as 16:30 e encerrando as 20:00 em sitios de vocalizacdo e/ou locais
préximos a vegetacdo, buracos, troncos caidos e paredes. As idas a campo
ocorreram nos meses de Novembro e Dezembro de 2019 e as coletas foram
separadas por: a) Amostragem dos individuos da Area Controle (A.C.),
percorrendo a pé uma area de mata com o auxilio de lanternas, e termo
higrbmetro para a obtencdo de temperatura e umidade relativa do ar, onde
obtivemos 5 individuos, sendo 1 encontrado em, 2 no folhico, 1 no lago e 1 no
orquidério ; b) Coleta dos individuos da Area Antropizada (A.A.) nos JBR, como
banheiros, paredes da sala de aula, bromelial de visitacdo e casa de ferragens,
onde sdo vistas uma maior frequéncia de visitantes e funcionarios, sendo
encontrados 7 individuos, , dois encontrados em banheiros, 3 em paredes de

sala de aula, 1 no ar condicionados e 1 nos bromeliais de visitagcdo , conforme
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a Tabela 1. Assim que localizados, os animais foram identificados e capturados

para a coleta do material biologico.

Tabela 1 Animais e seus respectivos locais de captura separados por: Area Controle e Area Antropizada.
ORQ= Orquidario; LA= Lago; BRO=Bromélia; FOL= Folhi¢co; PSA=Paredes Sala de Aula; AR=Ar
Condicionado; BROV= Bromelial de Visita¢gdo; BAN= Banheiro.
Espécie Area Controle Area Antropizada
Scinax x-signatus ORQ. LA BRO FOL PSA AR BROV BAN
(Spix, 1824)
S. x-signatus 1 X
S. x-signatus 2 X
S. x-signatus 3 X
S. x-signatus 4 X
S. x-signatus 5 X
S. x-signatus 6
S. x-signatus 7
S. x-signatus 8
S. x-signatus 9 X
S. x-signatus 10 X
S. x-signatus 11 X
S. x-signatus 12 X
Total por area 5 7

>

4.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO DOS ANUROS

A coleta da microbiota cutéanea foi dividida em duas etapas para cada

animal capturado:

Na primeira etapa, com o auxilio de um recipiente estéril vazio e 50 mL de
agua destilada estéril autoclavada, foram realizados banhos em cada animal a
fim de remover da pele algum material associado ao ambiente, como sedimentos
e/ou a microbiota transiente (al6ctone), conforme LAUER et al (2007). Apos as
lavagens, swabs estéreis foram mergulhados no recipiente contendo o material
oriundo da lavagem da pele dos anuros (Figura 3A) em movimentos circulares

por cerca de 1 minuto, para garantir adesao do material biol6gico no swab.

Na segunda etapa, foram feitas as coletas da microbiota residente
(autdctone), a qual se teve acesso apés a lavagem da pele dos animais para
remocao da microbiota transiente (Figura 3B). Neste caso, os swabs foram
passados delicada e precisamente por todo corpo do animal: dorso, ventre,
cabeca, membros e regido externa da cloaca, por cerca de 1 minuto. Apés as

duas etapas terem sido realizadas em todos os animais, os swabs foram



armazenados em tubos Falcon estéreis devidamente identificados de acordo

com o individuo capturado e o tipo de material que fora coletado por cada swab

i e e s ) ST
Figura 3 A — Banhos de agua destilada estéril para remocao de microbiota transiente do
individuo de Scinax x-signatus; B — Individuo banhado, preparado para a coleta da microbiota
residente; C — Amostras armazenadas em isopor para transporte a geladeira. Fonte: Souza,
2019

(microbiota transiente/residente e data de coleta), para que pudessem ser
transportados em caixa térmica e armazenados (Figura 3C) em geladeira,
ficando I& no maximo 6 horas até o semeio em meio de cultura. A vantagem
deste método esta no fato de ndo ser invasivo, sem a necessidade de transportes
dos espécimes de S. x-signatus do campo ao laboratorio. Apds o processo, 0S
anuros tiveram as medidas de CRC aferidas e foram liberados no local de

amostragem.

4.4 CULTIVO DO MATERIAL BIOLOGICO

Todas as andlises microbiolégicas foram realizadas no Laboratério de
Genética Bioquimica e Sequenciamento de DNA (GENOMA/UFRPE). Em
laboratdrio, cada tubo Falcon contendo swab com as amostras de microbiota
receberam 10 mL de caldo LB nutritivo e foram armazenados em uma
incubadora Shaker por cerca de 16 horas para a proliferacdo das amostras
contidas nos swabs. Apds esse tempo, os tubos foram retirados das incubadoras
para que as amostras fossem semeadas no meio de cultura (Figura 4 A) a fim

de verificar o crescimento bacteriano.

Neste estudo, o meio de cultura utilizado para semear as amostras a fim

de verificar crescimento foi o Agar Mueller-Hinton — Difco, que possui proteinas
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e carboidratos que favorecem o crescimento de cepas bacterianas. O Agar
Muller-Hington foi homogeneizado em 900ml de 4gua destilada em um recipiente
adequado e fora autoclavado a 120°C por 20 minutos. ApGs esterilizado, 0 meio
foi distribuido em placas de Petri estéreis em uma capela de manipulacdo e
foram mantidas sob luz UV até que o meio solidificasse (Figura 4B). Depois de
solidificados, os meios foram semeados com as amostras da microbiota contida
no caldo LB dos tubos de Falcon através de alcas plasticas de 1lul usando a
técnica de semeio por esgotamento (Figura 4C). Todo o manuseio foi realizado
em uma bancada desinfectada préximo a chama do Bico de Bunsen a fim de
evitar possiveis contaminacfes do meio. Apés o semeio, todas as placas
receberam as devidas identificagdes e foram incubadas em estufa por 24 horas.
Depois do periodo de incubacéo, as placas foram envolvidas em filme PVC e
foram armazenadas em geladeira para posterior identificacdo preditiva nos

meios seletivos.

Figura 4 A — Meio de cultura ja solidificado e semeado em placas de Petri
identificadas; B — Amostras dos swabs armazenadas em LB caldo dispostas para
semeio C — Semeio por esgotamento. Fotos: Santos, 2019.
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4.5 METODOS PREDITIVOS DE IDENTIFICACAO

4.5.1 IDENTIFICAGAO CROMOGENICA

Esta forma de identificacdo foi realizada através de um meio de cultura
Agar cromogénico Infeccbes do Trato Urinario (UTIC), que permite a
identificacdo preditiva de principais organismos patogénicos conhecidos através
da coloracdo, pois possui em sua composicao substratos cromogénicos que
sdo clivados por enzimas produzidas por algumas bactérias. As interacdes
substrato-enzima produzem coloracbes na colénia que acusam 0S

microrganismos de forma mais célere, conforme a tabela abaixo:

Tabela 2: Microrganismos e as respectivas coloracdes que indicam presenca nho meio Agar
Cromogeénico Infeccdes Do Trato Urinario (UTIC).

Microrganismos Coloracéao da Colbnia
Escherichia coli Rosa
Klebsiella pneumoniae Azul escuro

Proteus miriabilis Marrom

Staphylococcus aureus Branco/Creme
Enterococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi

Salmonella typhimurium

4.5.2 IDENTIFICACAO PREDITIVA PARA Pseudomonas spp

Este meio é utilizado no isolamento e identificacdo preditiva de bactérias
do género Pseudomonas spp. através da producao de pigmentos sollUveis em
agua que interagem dando uma cor que varia de verde amarelado a um marrom
amarelado (GILLIGAN, 1995). A cetrimida € adicionada ao meio A criado por
King, Ward e Raney pois atua como um detergente aménio que provoca a
liberagdo de nitrogénio e fosforo das células bacterianas de Pseudomonas spp.
Outros ingredientes que compdem o meio, como Cloreto de Magnésio e Sulfato
de Potassio aumentam a producdo dos pigmentos soluveis das células (KING;
WARD; RANEY, 1954) contribuindo com a seletividade deste meio.
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45.3 IDENTIFICAQAO DE BACTERIAS GRAM-NEGATIVAS E

VERIFICACAO DE Escherichia coli

O Eosina azul de metileno foi utilizado como meio seletivo e diferencial,
sendo seletivo ao crescimento de bactérias Gram-negativas, utilizado na
identificacdo de coliformes totais e coliformes fecais e é diferencial na
identificacdo de Escherichia coli. Dentre os principais componentes deste meio,
temos a lactose, que ajuda na diferenciacdo de microrganismos fermentadores
e nado-fermentadores e Azul de Metileno, um indicador de pH. O potencial
diferencial permite a visualizagdo da colonia de Escherichia coli, que apresenta
uma coloracgdo verde com brilho metalico, esta caracteristica se da pela rapidez
na fermentacdo da lactose e producao de &cidos por E. coli que reduzem o pH
do meio de maneira muito rapida, enquanto Pseudomonas aeruginosa nao
apresenta coloracdo. Outros bastonetes ndo patogénicos fermentadores e
representantes do género Salmonella spp. e Shigella spp. também crescem
neste meio.

Outro meio mais antigo também foi destinado ao cultivo de bactérias
Gram-negativas através da indicacao de fermentacdo da lactose caracterizada
pela cor rosa, 0 Agar McConkey. O meio apresenta sais biliares e cristais violeta
em sua composicao, inibindo assim os microrganismos gram-positivos.

Todas as amostras utilizadas neste trabalho foram estocadas em LB caldo
e glicerol e armazenadas em um Freezer a — 80°C para posterior reativacédo das

células e analise molecular.

5.ANALISES ESTATISTICAS

O teste de Fisher foi utilizado para verificar a associacéo entre as variaveis
Area De coleta e Ocorréncia dos taxons. Também foram realizadas analises de
Cluster através da distancia euclidiana, sendo o algoritmo os grupos pareados.
Todas analises foram realizadas no programa PAST. Para as frequéncias das

espécies, foi utilizado o indice de Frequéncia de Ocorréncia (FOi = T x 100)
n

(Hynes, 1950 por Barros, 2016), onde foram verificados o niumero de individuos
contendo um taxon especifico (fi) em relacdo ao numero total de individuos
analisados (N). O mesmo indice foi aplicado para verificar as frequéncias das

espécies em relagdo as amostras.
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6 RESULTADOS
6.1 MICROBIOTA CUTANEA DE Scinax x-signatus

De um total de 24 isolados de microbiota bacteriana associada a pele dos
12individuos de S. x-signatus amostrados, houve crescimento bacteriano em
todos (100%). As identificacdes presuntivas indicaram a presenca de 5 tdxons
na pele dos anuros, sendo 4 destes identificados a nivel de espécie e 1 a nivel
de género, estando distribuidos nas 4 seguintes familias: Pseudomonadaceae
(Pseudomonas spp.), Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae), Enterococcaceae (Enterococcus faecalis) e Staphylococcaceae
(Staphylococcus aureus), conforme a Tabela 3.

Tabela 3 Identificagbes preditivas dos taxons de bactéria associados a pele de S. x-signatus e
suas respectivas areas de coleta no Jardim Botanico do Recife. A.C. = Area Controle; A.A. =
Area Antropizada.

Familia Espécies Area de Coleta
Pseudomonadaceae Pseudomonas spp. A.C.; A A
Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae A.C.; A A
Enterobacteriaceae Escherichia coli AC.; A A
Enterococcaceae Enterococcus faecalis AC.; A A
Staphylococcaceae Staphylococcus aureus A.A.

6.2 FREQUENCIAS DE OCORRENCIA DOS TAXONS PREDITIVAMENTE
IDENTIFICADOS

Para os 12 individuos de S. x-signatus amostrados, as frequéncias de
ocorréncia (F.0.%) obtidas para os taxons identificados foi: Pseudomonas spp.
(33%), Escherichia coli (21%), Klebsiella pneumoniae (21%), Enterococcus
faecalis (18%) e Staphylococcus aureus (6%). Deste modo, o género
Pseudomonas spp. apresentou a maior frequéncia de ocorréncia na pele de S.
X-signatus, enquanto Staphylococcus aureus apresentou a menor frequéncia de

ocorréncia (Tabela 4).
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Para as 24 isolados contendo microbiota transiente e residente de
isolados bacterianos oriundas dos 12 individuos de S. x-signatus, foram obtidas
as seguintes frequéncias de ocorréncia: Pseudomonas spp. (43%), Escherichia
coli (22%), Klebsiella pneumonieae (18%), Enterococcus facealis (12%) e
Staphylococcus aureus (4%). Em relacdo a estas 24 amostras isoladas,
Pseudomonas spp. e Sthaphylococcus aureus se mantiveram com a maior e

menor frequéncia dentre as demais espécies, respectivamente.

Tabela 4: Taxons identificados preditivamente, quantidade de individuos de S. x-signatus e a

frequéncia de ocorréncia (F.O.) em porcentagem nos 12 individuos e nas 24 amostras obtidas.
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Taxons isolados In?ri‘ff‘;)os Indli:\)i(c)iﬁos F.O. Am(():irgj)lsoladas
Pseudomonas spp. 11 33.30% 43%
Escherichia coli 7 21.20% 22%
Klebsiella pneumonieae 7 21.20% 18%
Enterococcus faecalis 6 18.20% 12%
Staphylococcus aureus 2 6.10% 4%
TOTAL 33 100% 100%

6.3 AREA CONTROLE E AREA ANTROPIZADA

Na area controle, que obteve 5 individuos amostrados, foram observados
4 taxons dos 5 identificados preditivamente, sdo eles: Pseudomonas spp.
(33,33%) com a maior frequéncia na area, Escherichia coli (33,33%), Klebsiella
pneumoniae (16,67%) e Enterococcus faecalis (16,67%). Nao houve registro de
Staphylococcus aureus nas amostras referentes a esta area dentro dos limites
das identificacfes preditivas.

Nas amostras dos individuos da area antropizada ocorreram todos o0s
taxons de bactérias identificados, com as seguintes frequéncias: Pseudomonas
spp. (31,82%), Klebsiella pneumoniae (22,73%), Escherichia coli (18,18%),
Enterococcus faecalis (18,18%) e Staphylococcus aureus (9,09%). O Teste de
Fisher ndo revelou correlagéo significativas entre a presenca ou auséncia de
cada uma das espécies associadas a pele dos anuros e as areas controle e

antropizada, conforme a Tabela 6.



Tabela 5: Frequéncias de ocorréncia de bactérias encontradas na pele dos individuos de S. x-
signatus da area controle (5) e da area antropizada (7) do JBR.

Bactérias Area Controle  F (%) Area Antropizada F (%) Valor
(n=5) (n=7) “P”
Pseudomonas spp. 4 33,33 7 31,82 1
Escherichia coli 4 33,33 4 18,18 0,2929
Klebsiella pneumoniae 2 16,67 5 22,73 0,5581
Enterococcus faecalis 2 16,67 4 18,18 10,2929
Staphylococcus aureus - - 2 9,09 0,4697
TOTAL 12 100 22 100

Pseudomonas spp. e Escherichia coli apresentaram a mesma frequéncia
na area controle (33.33%), enquanto que na area antropizada mostram 31.82%
e 18.18%, respectivamente. As espécies de bactérias Klebsiella pneumoniae
(22.73%) e Enterococcus faecalis (18.18%) apresentaram maior frequéncia em
relacéo a area controle, onde ambas tiveram 16.67%. E. coli apresentou maior
frequéncia na Area Controle (33.33%) e Staphylococcus aureus, que n&o
ocorreu na area controle, apresentou a menor frequéncia da area antropizada
(9.09%)

6.4 MICROBIOTA TRANSIENTE E RESIDENTE
As 24 amostras foram separadas em isolados transientes e residentes a
fim de comparar a composicdo da microbiota bacteriana de ambos nas duas

areas de coleta, conforme as Tabelas 6 e 7.

Tabela 6: Frequéncia de bactérias encontradas nas amostras da microbiota transiente e residente da pele
de S. x-signatus coletadas na Area Antropizada. F.O. (%) = Frequéncia de Ocorréncia em porcentagem.

Area Antropizada

Residente
Bactérias Transiente (8) F.O. (%) 9) F.O. (%)
Pseudomonas spp. 7 36.84 8 42.11

Klebsiella pneumoniae 36.84 10.50

7 2
Escherichia coli 2 10.53 5 26.32
Enterococcus faecalis 3 15.79 2 10.50
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Staphylococcus aureus 0 0.00 2 10.50
TOTAL 19 100 19 100

Tabela 7: Frequéncia de bactérias encontradas nas amostras transiente e residente da pele de

S. x-signatus coletadas na Area Controle. F.O. (%) = Frequéncia de Ocorréncia em porcentagem.

Area controle

Bactérias Transiente (3) F.O.(%) Residente (4) F.O. (%)
Pseudomonas spp. 3 50.00 3 37.50
Klebsiella pneumoniae 2 33.33 0 0.00
Escherichia coli 1 16.67 3 37.50
Enterococcus faecalis 0 0.00 2 25.00
Staphylococcus aureus 0 0.00 0 0.00
TOTAL 6 100 8 100

Area Controle: Pseudomonas spp. apresentou a maior frequéncia das
amostras transientes (50.00%), enquanto nas residentes apresentou 37.50%.
Klebsiella pneumoniae ocorreu apenas nas amostras transientes da area
controle com 33.33%. E. coli e Pseudomonas spp. obtiveram as mesmas
frequéncias nas amostras residentes (37.50%), mas nas amostras transientes E.
coli apresentou frequéncia menor (16.67%). Enterococcus faecalis esteve
presente apenas nas amostras residentes (25.00%), enquanto Staphylococcus
aureus nao esteve presente em nenhum dos dois grupos amostrais da area
controle.

Area Antropizada: Pseudomonas spp. obteve a mesma frequéncia que
Klebsiella pneumoniae nas amostras transientes (36.64%) e a maior frequéncia
nas amostras residentes (42.21%). Klebsiella pneumoniae demonstrou maior
frequéncia de ocorréncia nas amostras transientes (36.64%) em relacdo a das
amostras residentes (10.50%), enquanto Escherichia coli obteve maior
frequéncia nas amostras residentes (26.32%) que nas amostras residentes
(10.53%). Enterococcus faecalis obteve maior frequéncia nas amostras
transientes (15.79%) que nas residentes (10.50%), enquanto Staphylococcus
aureus ocorreu apenas nas amostras residentes, com 10.50% de ocorréncia.

A analise de Cluster utilizada na comparac¢ao entre a microbiota transiente
e residente associadas a pele de S. x-signatus revelaram a segregacéo de dois

grupos: o grupo da Area Controle e o grupo da Area Antropizada, conforme a
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Figura 5. O cluster da area controle mostrou maior similaridade das amostras

transientes e residentes entre si do que a Area Antropizada.
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Figura 5. Dendrograma comparando a diversidade bacteriana entre a microbiota
residente e transiente na Area Controle e Area Antropizada, baseando-se nas categorias
referentes a; Amostra transiente da Area Antropizada (Antrop_Tran), Amostra residente da Area
Antropizada (Antrop_resid); Amostra residente da Area Controle (Controle_Res) e Amostra

Transiente da Area Controle (Controle_Tran). Coph Cor.: 0,9091

A analise de Cluster demonstrou uma maior similaridade entre as
amostras transientes dos individuos coletados no Ar condicionado e no Bromelial
de Visitacdo (Figura 6). A segunda maior similaridade foi revelada entre as
amostras transientes e residentes encontradas nos individuos amostrados na
parede da sala de aula, enquanto que as amostras residentes dos individuos
coletados em banheiro ndo demonstraram similaridade com nenhum dos outros

dois grupos formados.
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7. DISCUSSAO

Sinantropia diz respeito a convivéncia de determinadas espécies de
animais com o homem, podendo cada espécie ter um grau diferente de acordo
com as condi¢des por ela requeridas (FERNANDES, 2019). Scinax x-signatus
demonstra neste trabalho o comportamento generalista quanto ao habitat,
ocorrendo nas duas areas de coleta, bem como o comportamento sinantropico
devido a sua grande plasticidade ambiental, corroborando com os estudos de
GONGCALVES et al. (2012), PALMEIRA; GONCALVES (2015) e PEREIRA et al,
(2016)

Neste trabalho, obtivemos as identificagcbes preditivas de isolados
bacterianos associados a pele de Scinax x-signatus no JBR através do cultivo
das amostras em meios seletivos, que trouxeram maior celeridade aos
resultados. Os 5 taxons identificados: Pseudomonas spp., Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis



possuem interesse a saude animal e publica, uma vez que podem se comportar
como patodgenos oportunistas causadores de diversas patologias que acometem
animais e o homem. No que diz respeito a microbiota cutanea associada a pele
de anuro Scinax x-signatus, foi verificada uma considerada escassez na
literatura apesar do carater generalista e sinantrépico deste anuro. A0 nosso
conhecimento, este é o primeiro estudo relacionado a caracterizacdo da
microbiota cutdnea desta espécie.

Neste estudo, Pseudomonas spp. apresentou a maior frequéncia de
ocorréncia (43%) dentre as 24 amostras, estando presente nas duas areas de
amostragem. Resultados similares foram vistos também por BIE et al (2019) ao
comparar a microbiota cutanea de Rana dybowskii em uma area selvagem e em
uma area de fazenda, onde a frequéncia de Pseudomonas spp. se mostrou
dominante nestas duas areas, 0 que sinaliza um carater ubiquo do género.
HARRIS et al (2006) observou a presenca de Pseudomonas spp. na pele da
salamandra Hemydactylium scutatum e mostrou sua eficacia contra o fungo
patdogeno Bd in vitro. O género Pseudomonas spp. € um género composto por
bactérias Gram-negativas bacilares ubiquas, ou seja, estdo presentes em todos
os lugares, desde o0s ecossistemas aquaticos aos terrestres, no ar e na pele
(MORADALI et al. 2017). Alguns representantes deste género possuem
potencial patogénico oportunista, ocasionando infec¢des no trato respiratério de
organismos imunossuprimidos, bem como estdo associados de maneira pouco
frequente a casos de meningite aguda (MORADALI et al. 2017; MEYNET et al,
2018). Além disso, algumas espécies de Pseudomonas spp. possuem
resisténcia a grande maioria dos antibioticos, desenvolvendo também uma
multirresisténcia em casos de tratamentos com quimioterapia, deixando poucas
opc¢des de antibidticos voltados ao uso clinico (ANDRADE et al, 2003).

Escherichia coli obteve a segunda maior frequéncia entre as 24 amostras,
ocorrendo também nas duas areas de coleta, tendo maior frequéncia nas
amostras residentes. Este trabalho corrobora com dados encontrados por
PASTERIS et al (2006, 2008, 2009a), que também encontraram
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isolados de E. coli nas amostras residentes do ranideo Lithobates catesbeianus.
E. coli € uma bactéria Gram-negativa que comumente compde a microbiota
intestinal de humanos sadios sem oferecer riscos a saude. Porém em um evento
de imunossupresséo, até mesmo as cepas comuns de E. coli podem aproveitar
a violagdo das barreiras gastrointestinais e causar infecgdes. Ainda segundo
TURNER et al (2006), existem no minimo 6 categorias de E. coli associadas com
tipos de diarreia, podendo ser transmitidas no contato com alimentos ou agua
contaminados (NATARO; KAPER, 1998).

Klebsiella pneumoniae também ocorreu nas amostras de S. x-signatus
com a terceira maior frequéncia dentre as 24 amostras, estando presente apenas
nas amostras transiente da area controle e predominando nestas na area
Antropizada. Klebsiella pneumoniae € uma bactéria Gram-negativa entérica que
€ bastante conhecida por quadros de septicemia em ambientes hospitalares e
pela resisténcia aos antibidticos comumente usados, bem como se comporta
como patégeno oportunista, causando pneumonias e podendo provocar lesbes
necrosantes e hemorragicas nos pulmdes de individuos imunodeprimidos
(ESCOBAR et al, 1996; SANTOS, 2007). Em anuros, SCHADICH e COLE
(2010) isolaram K. pneumoniae de individuos de Litoria ewingii, anuro da
familia Hylidae, que apresentavam septicemia e induziu a septicemia a partir
destes isolados em individuos saudaveis que posteriormente também
apresentaram septicemia, comprovando a patogenicidade desta bactéria. A
predominancia desta espécie nas amostras transientes podem ser resultado da
presenca dos individuos de S. x-signatus nas instalagbes com maior grau de
antropizacdo, como banheiros, porém, nenhum dos individuos coletados
apresentava algum tipo de ferimento ou quaisquer anomalias cutaneas que
pudessem ser provocadas pela K. Pneumoniae.

Enterococcus faecalis apresentou a segunda menor frequéncia dentre as
24 amostras, ocorrendo apenas nas amostras residentes da Area Controle e em
maior frequéncia nas amostras transientes da Area Antropizada. BIE et al (2019)
Também encontrou E. faecalis na pele do ranideo R. dybowskii em uma éarea
com maior heterogeneidade espacial.

Enterococcus faecalis € uma espécie de bactéria Gram-positiva
amplamente encontrada nos ambientes e em outros animais, 0 que pode
explicar a ocorréncia nas amostras residentes da Area Controle, mas também é
uma das espécies do género Enterococcus que apresenta maior dominancia no

trato gastrointestinal dos humanos (KUHN, 2003). Esta espécie também
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apresenta um carater oportunista patogénico diante de uma imunossupressao
ou quando entram em contato com regides do corpo distintas das quais
comumente ocorrem, causando infecgbes no trato urindrio, em feridas, na
préstata e podem estar associadas em até 20% dos casos de endocardites
(NALLAPAREDDY et al, 2006; FISHER; PHILIPS, 2009, BUSH; PEREZ, 2017).
E. faecalis também foi encontrado em anuros acometidos pelo Ranavirus,
Batrachochytrium dendrobatidis e Aeromonas hydrophila (MILLER etal., 2008).

A espécie que apresentou a menor frequéncia entre nas 24 amostras foi
Staphylococcus aureus, que ocorreu apenas nas amostras residentes da area
antropizada. BIE et al., (2019) encontrou esta espécie em maiores frequéncias
nos individuos de Rana dybowskii coletados em fazenda. S. aureus é uma
bactéria Gram-positiva do grupo dos cocos comumente encontrada na pele,
mucosas nasais, intestino e garganta de individuos saudaveis. Possui ampla
distribuicdo pelos ambientes, tornando-se viavel por longos periodos em poeira
(Santos et al., 2008). Seu reservatério natural na verdade sdo os humanos, e
esta bactéria pode causar infec¢des que apresentam riscos maiores a individuos

imunossuprimidos, como endocardites, abcessos, infec¢cdes urinarias e
metastaticas (LOWY, 1998; MURRAY, 1999). A presenca das bacterias apenas
nas amostras residentes em uma das areas pode indicar que esta bactéria
compde naturalmente a microbiota residente de S. x-signatus até mesmo em

outros fragmentos.

A microbiota da Area Antropizada demonstrou menor similaridade entre
as amostras transiente e residente, possivelmente devido a heterogeneidade
espacial encontrada capaz de elencar novos nichos e permitir um contato maior
dos individuos amostrados de S. x-signatus com a microbiota encontrada em
humanos. Desta forma, a microbiota da Area Controle se mostrou mais similar
a respeito das amostras transientes e residentes devido a um menor grau de
heterogeneidade espacial. Quanto aos locais de coleta dentro da Area
Antropizada, as amostras transientes dos bromeliais de visitacdo e do ar
condicionado foram as mais similares. Observamos que as bromélias dos
bromeliais de visitacdo do JBR eram constantemente lavadas por questdes
estéticas e os visitantes entravam em constante contato com as mesmas, o0 que
permitiu o contato com a microbiota transiente encontrada nos individuos de S.
x-signhatus que foram coletados no local. Quanto ao ar-condicionado, nao
obtivemos informacdes sobre a frequencia de manutencdo dos aparelhos,

tendo em vista que manutenc¢des néo realiadas regularmente nos filtros podem

34



se tornar ambientes férteis para bacterias, fungos e impurezas.

8. CONCLUSAO

No presente estudo, foram isolados e identificados através de analises
preditivas, 5 tAxons bacterianos oriundos das amostras transientes e residentes
de cada individuo de Scinax x-signatus, 1 a nivel de género e 4 a nivel de
espécie. Serdo realizadas analises moleculares com as amostras isoladas neste
estudo a fim de identificar outros possiveis microrganismos componentes da
microbiota cutanea. Pseudomonas spp foi o género bacteriano com maior
frequéncia, ocorrendo nas duas areas de estudo, seja has amostras transientes
ou nas residentes. Staphylococcus aureus por sua vez foi a espécie que obteve
menor frequéncia, ocorrendo apenas nas amostras residentes da area controle.
Nos individuos de Scinax x-signatus, todos os taxons identificados
preditivamente possuem importancia médica, podendo ocasionar riscos a saude
humana de individuos acometidos com algum grau de imunossupressao, no
entanto, nenhum dos espécimes coletados neste estudo demonstraram sinais
patolégicos referentes a possiveis infeccbes causadas pelas bactérias
encontradas. Nao foi possivel inferir comparacdes a respeito da composicao da
microbiota bacteriana associada a pele de S. x-signatus encontrada em outras
espécies do género Scinax spp. devido a escassez de trabalhos dessa natureza
voltados ao género, porém houve similaridades entre alguns microrganismos
encontrados na pele de anuros da mesma familia de Scinax x-signatus, bem
como de anuros de familias distintas e até mesmo entre os taxons de ordens

distintas dentro da classe dos anfibios.

A microbiota da Area Antropizada demonstrou menor similaridade entre
as amostras transiente e residente, possivelmente devido a heterogeneidade
espacial encontrada capaz de elencar novos nichos e permitir um contato maior
com a microbiota encontrada em humanos. Desta forma, a microbiota da Area
Controle se mostrou mais similar a respeito das amostras transientes e
residentes.

Por fim, a sinantropia caracteristica da espécie Scinax x-signatus torna-o
acessivel a uma gama de microrganismos presentes em areas urbanas e
fragmentadas, podendo este anuro carrear alguns microrganismos causadores
de infeccbes que podem evoluir para doencas a depender do grau de
imunossupressdo do homem. Porém, Scinax x-signatus se mostra neste estudo

como um anuro que desempenha importantes papéis ecoldégicos em quaisquer
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ecossistemas em que estejam inseridos, pois além de atuar no controle de
biolégico através da predacdo de insetos e outras pragas e na bioindicagcédo de
gualidade ambiental, se faz de suma importancia futuros estudos com esta
espécie voltados a geracdo de produtos a partir de possiveis metabdlitos
antimicrobianos produzidos pela sua pele e pelos microrganismos que a elaséo

associados.
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