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RESUMO

Borboletas do género Heliconius (Lepidoptera-Nymphalidae) estdo presentes
desde florestas até ambientes urbanos e sao organismos modelo para estudos ecoldgicos
e evolutivos, porém pouco se sabe a respeito da microbiota destes insetos. Um trabalho
recente identificou Enterococcus como o género de bactérias mais frequente em
amostras de lagartas e adultos de Heliconius. Micro-organismos do género
Enterococcus sao gram-positivos, catalase negativos, com morfologia celular de
diplococos ou cocos de cadeias curtas que toleram concentracdes de 6,5% de NaCl e
variacoes de temperatura de 10-45°C, além de possuirem resisténcia intrinseca e
adquirida a diversos antimicrobianos. Estas bactérias sdo muitas vezes relacionadas a
infeccdes humanas ou ao trato gastrointestinal de animais de sangue quente, porém
podem ser encontradas em diversas fontes ndo entéricas como solo, vegetagdo e
ambientes aquaticos. No presente trabalho, lagartas de quinto estadio provenientes de
trés locais do Rio Grande do Sul, Brasil, foram analisadas quanto a presenca de
diferentes espécies de Enterococcus. Pelo menos duas espécies desta bactéria foram
encontradas em fezes de lagartas provenientes de fémeas das trés localidades. Além
disso, foi avaliado o perfil de resisténcia destes isolados frente a 11 antimicrobianos de
importancia clinica e veterinaria; os isolados apresentaram resisténcia ao antibidtico

rifampicina e resisténcia intermedidria a eritromicina, norfloxacina e ciprofloxacina.



INTRODUCAO

O género Enterococcus foi oficialmente aceito em 1984 quando os
pesquisadores Schleifer e Kilpper-Balz apresentaram evidéncias genéticas de que
Streptococcus faecalis e Streptococcus faecium eram suficientemente distantes de
outros membros do género Streptococcus (1,2). Apods a criagdo do género, o uso de
metodologias similares mostrou que outras espécies como Streptococcus avium,
Streptococcus casseliflavus, Streptococcus durans e Streptococcus gallinarum eram
também espécies do género (2,3).

Os micro-organismos do género Enterococcus sao bactérias gram-positivas,
arranjadas aos pares ou como cadeias curtas (1). Sdo catalase negativas, nao formadoras
de enddsporos, podendo apresentar motilidade e pigmentagao em algumas espécies (E.
casseliflavus e E.mundtii). A temperatura 6tima de crescimento ¢ de 35 °C, porém
suportam temperaturas entre 10-45°C e pH entre 4.5-10.0, além de suportarem
aquecimento a 60°C durante 30 minutos (1). Outra caracteristica que distingue o género
¢ sua capacidade de crescer em concentracdes de 6,5% de NaCl e hidrolisar a esculina
na presenca de sais biliares (4). Sua maior tolerancia a salinidade do ambiente pode
contribuir para um melhor desempenho como indicador de 4guas marinhas com risco
para a satde humana do que membros do grupo coliformes (5).

Enterococos apresentam resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos, além
de serem capazes de adquirir resisténcia (3). Esta caracteristica causa preocupagao
principalmente na area clinica devido a dificuldades no tratamento de infecg¢des no trato
urinario e¢ endocardites, por exemplo, assim como no ambito ambiental devido a

potencial disseminagdo destas cepas resistentes no ambiente.



E notavel que as primeiras espécies de Enterococcus descritas estavam muitas
vezes relacionadas a infecgdes humanas, como E. faecalis, E. faecium e E. durans,
sendo E. faecalis e E. faecium consideradas mais abundantes em fezes humanas e
infeccdes (2).

Apesar da presenca destas bactérias em infeccdes humanas e no trato
gastrointestinal (TGI) de animais de sangue quente, sua ocorréncia ¢ amplamente
distribuida em uma variedade de habitats incluindo fontes ndo entéricas como solo,
sedimentos, plantas aquaticas e terrestres e em ambientes aquaticos (5); estes habitats
com temperaturas variaveis contrastam com ambientes como o TGI de animais de
sangue quente, onde a temperatura ¢ relativamente constante (5). Sua ampla distribuicao
se deve a grande capacidade de sobrevivéncia sob condi¢des ambientais adversas,
caracterizando estas bactérias como micro-organismos ubiquos (2).

Diversas bactérias ja foram descritas habitando o TGI de uma grande variedade
de insetos, incluindo abelhas, moscas e cupins (6). Recentemente, Hammer e col.
demonstraram que a espécie Heliconius erato possui comunidades microbianas no TGI
relativamente simples quando comparada a vertebrados, e que o género mais abundante
em todas as amostras pesquisadas, tanto de lagartas quanto de adultos, foi Enterococcus
(7); outras evidéncias da presenca de enterococos no TGI de lagartas de outros
lepidopteros ja foram encontradas (8, 9), além da persisténcia deste género apds a
metamorfose (7, 10).

As borboletas do género Heliconius sdo representantes da fauna Neotropical,
sendo que cerca de 40 espécies estdo registradas para esta area. Inimeros trabalhos t€ém
sido publicados sobre as espécies deste género, incluindo aspectos ecologicos (11),
interagdes inseto-planta (12), evolugdo do mimetismo (13), aspectos genomicos da

adaptacdo (14), dentre outros. No Rio Grande do Sul ocorrem principalmente as



espécies: H. ethilla narcaea, H. besckei e H. erato phyllis. Esta tltima (Fig. 1) ocorre
desde o nordeste do Brasil até o norte da Argentina (15) e possui uma alta plasticidade
ecoldgica, estando presente em praticamente todos os tipos de habitats, desde florestas

até ambientes urbanos (16).

Figura 1. Adultos de Heliconius erato phyllis em insetéario. Fonte: Laboratério de

Genética Ecoldgica e Evolucao - UFRGS.

Sendo assim, sdo necessarios estudos que propde uma nova e original
abordagem no conhecimento a respeito desta borboleta. Pesquisas envolvendo a
microbiologia de H. erato phyllis, tanto em lagartas como em adultos, ainda sdo
pouquissimo estudadas. Um exemplo recente, e at¢ 0 momento, o unico, € o estudo de
Hammer e cols., que trabalharam com adultos e lagartas de H. erato petiverana, uma
subespécie do Panama.

O presente estudo teve como objetivo ampliar os conhecimentos acerca da
presenca de bactérias do género Enterococcus nas fezes de imaturos da espécie H. erato
phyllis do sul do Brasil, cujas condi¢des ecoldgicas sao muito diversas daquelas do
estudo anterior. Para tanto, foram isoladas bactérias do género Enterococcus nas fezes
de lagartas de quinto estadio desta borboleta, identificadas as espécies e avaliado o

perfil de susceptibilidade frente a 11 antibioticos de importancia clinica e veterinaria.



MATERIAL E METODOS

Coleta das Amostras

A fim de obter as amostras de fezes das lagartas de quinto instar (estadio) de H.
erato phyllis foram realizadas coletas de fémeas adultas com auxilio de redes
entomoldgicas em trés localidades do Estado do Rio Grande do Sul (RS): Estacdo
Agrondmica de Aguas Belas, FEPAGRO-RS (30°02'18.1"S 51°01'23.0"W) (fémea
HEAB2), Viamao (30°09'40.5"S 50°55'01.5"W) (fémea HEV2) e Sao Francisco de
Paula (29°26'34.1"S 50°36'48.8"W) (fémea HES2). Os adultos coletados foram
identificados e mantidos em insetarios de aproximadamente 2,5m x 3m x 3m (largura,
comprimento e altura) situados ao lado do Departamento de Genética do Instituto de
Biociéncias da UFRGS. Os insetarios simularam condigdes naturais contendo diversas
plantas, incluindo Passiflora suberosa, utilizada pelas fémeas para ovoposicao (Fig. 2).
As fémeas foram alimentadas diariamente em pequenos recipientes contendo uma
mistura de agua, mel e polen (Fig. 3), seguido da coleta de ovos com o auxilio de
pincéis. Os ovos foram levados ao laboratorio e depositados em potes sobre uma folha
de papel absorvente imido ao fundo, a fim de que a umidade do microambiente fosse

mantida. Os imaturos foram alimentados diariamente com Passiflora suberosa.

As amostras de fezes foram coletadas dos potes de lagartas de quinto estadio,
nas 48 horas deste estadio, com auxilio de colher plastica, colocadas em microtubos e
transportadas ao Departamento de Microbiologia e Parasitologia do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) — UFRGS, onde as analises foram realizadas. As
amostras de fezes foram acondicionadas em -70 °C até que as andlises fossem

realizadas.



Figura 2. Passiflora suberosa (setas

amarelas) utilizada pelas fémeas para

ovoposicdo. Fonte: Laboratério de

Genética Ecologica e Evolugdo -

UFRGS.

Figura 3. Adultos de Heliconius erato
phyllis em insetario alimentando-se de
mistura contendo 4gua, mel e polen.
Genética

Fonte: Laboratorio de

Ecologica e Evolugao - UFRGS.

A amostra total foi representada por: cinco amostras de fezes de imaturos da
fémea da Estagdo Experimental Agrondmica de Aguas Belas (HEAB2), cinco amostras
de fezes de imaturos da fémea de Viamao (HEV?2) e duas amostras de fezes de imaturos

da fémea de Sao Francisco de Paula (HES2), totalizando 12 amostras de fezes.

Isolamento de Enterococcus spp.

Para realizar o isolamento das bactérias pertencentes ao género Enterococcus
foram pesados 100 mg de fezes de cada amostra em balanga analitica, € em seguida as
mesmas foram adicionadas em tubos contendo agua peptonada estéril, a fim de que a
amostra fosse ressuspendida em meio liquido; os tubos foram incubados em estufa
bacteriologica a 35 °C por 24 horas. Apos a incubagdo foi transferido em ambiente
estéril 1 mL das amostras ressuspendidas para 9 mL de Caldo Azida Dextrose,

incubando novamente os tubos a 35 °C por 24 horas.



O Caldo Azida foi utilizado devido a sua propriedade seletiva para enterococos e
estreptococos (inibicdo do transporte de elétrons). Apds a incubagdo os tubos foram
homogeneizados e em seguida realizou-se dilui¢des seriadas utilizando 1 mL do Caldo
Azida incubado em 9 mL de Solugio Salina 0,85% esterilizada até a concentragio 107,
utilizando somente as dilui¢des de 107 e 10 para prosseguir com o isolamento.

Uma aliquota de 100 pl de cada dilui¢do selecionada foi plaqueada em duplicata
com auxilio de al¢a de Drigalski em Agar Infusdo de Cérebro e Coragdo (BHI) contendo
6,5% NaCl; a adicdo de sal no meio de cultura ¢ utilizada como meio seletivo, ja que
enterococos toleram altas salinidades durante seu crescimento. As placas foram
incubadas a 35 °C por 48 horas.

Para avaliar a diversidade de enterococos nas amostras de fezes foram
selecionadas de 20 a 25 unidades formadoras de colonias (UFC) e semeadas em meio
seletivo diferencial Agar Bile Esculina (BEA), incubando as placas a 35 °C por 24
horas. O meio BEA foi o terceiro meio seletivo utilizado; a hidrolise da esculina na
presenga de bile gera glicose e esculetina, que reage com ions de ferro presentes no
meio, resultando na presen¢a de uma coloracdo escura no meio de cultura, identificacao
presuntiva para o género Enterococcus. Apos a incubacdo, os isolados positivos para a
degradagdo da esculina, com escurecimento do meio de cultura, foram semeados por
esgotamento em meio BHI e incubados a 35 °C por 24 horas.

A partir do isolamento de colonias puras em meio BHI, as mesmas foram
submetidas a coloragdo de Gram. Sobre uma lamina histoldgica limpa foi preparado o
esfregaco da cultura previamente emulsionada em agua, sendo fixado em chama. O
esfregaco fixado foi corado com solucdo de Cristal Violeta durante 1 minuto; a lamina
foi lavada em 4gua corrente e em seguida foi coberta com solu¢do de Iodo durante 1

minuto; a ldmina foi lavada novamente e o esfregaco foi descorado com Alcool Cetona



durante 30 segundos; novamente a lamina foi lavada e aplicou-se o corante Fucsina
durante 30 segundos; por fim a lamina foi lavada e seca, a fim de que fosse realizada a
analise da morfologia das células sob microscopio Optico (1000x). As colonias tipicas
de enterococos sdo gram-positivas, com morfologia celular de diplococos ou cocos de
cadeia curta. Os isolados que apresentaram resultado tipico na colora¢do de Gram foram
submetidos ao teste da catalase.

O teste da enzima catalase foi utilizado devido a sua propriedade de distinguir
Enterococcus (catalase negativos) de outros cocos gram-positivos produtores da enzima,
como o género Staphylococcus. Esta enzima degrada o peroxido de hidrogénio (H>O2)
em oxigénio e agua, sendo que a liberacdo de oxigénio pode ser observada pela
formag¢do de bolhas junto a colonia. Foi verificada a producdo da enzima catalase
utilizando perdxido de hidrogénio a 3% (v/v). Sobre uma lamina histolégica limpa foi
adicionado uma alcada da cultura isolada e em seguida adicionou-se trés gotas de
peroxido de hidrogénio, observando a imediata formagao ou nao formagao de bolhas. O
género Enterococcus ndo possui a enzima catalase, logo o resultado esperado para este
teste foi a ndo formagdo de bolhas, caracterizando resultado negativo. Os isolados com
resultado negativo para catalase foram classificados como Enterococcus spp., porém
técnicas moleculares foram utilizadas para segunda confirmacdo do género.

Os isolados catalase negativos foram mantidos sob a forma de suspensdo em
solugdo contendo 10% de leite desnatado em pd (Molico) e glicerol 10% (v/v), e

armazenados em criotubos sob refrigeracdo a -20 °C.

Extracdo de DNA
O DNA total foi extraido pelo método fisico-quimico (17) em que uma aliquota

da amostra em leite molico e glicerol foi semeada por esgotamento em 4gar BHI e



incubada a 35 °C por 24 horas; em seguida uma ‘“alcada” deste crescimento foi
transferida para tubo contendo 2mL de caldo BHI, incubado a 35 °C por 24 horas. Apo6s
a incubagdo, 1 mL deste crescimento foi transferido para um microtubo de 1,5 mL,
seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi descartado e
o pellet ressuspendido em 40 pL. de solucdo de lise [S mL de NaOH 1M; 2,5 mL de
SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sédio)]. O pellet ressuspendido na solugdo de lise foi
submetido a banho seco a 100 °C durante 15 minutos e, posteriormente, foi diluido em
460uL de tampao TE 1X (Tris 10mM, EDTA 1 mM, pH 7,8)], homogeneizado e
centrifugado a 14.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante contendo o DNA foi

transferido para novo microtubo e armazenado sob refrigeragdo a -20 °C.

Confirmagdo do género Enterococcus

Para confirmacdo do género Enterococcus nos isolados foi realizada a técnica de
PCR género-especifico para a presenca do gene fuf, seguindo o protocolo descrito por
Ke et al., 1999 (18). As informagdes a respeito dos oligonucleotideos iniciadores
encontram-se na Tabela 1.

Para a rea¢do de PCR foram utilizados 25 pL. de volume total, contendo: 1x de
tampao 7ag DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (Ludwig Biotecnologia), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs (Ludwig
Biotecnologia), 1U de Tag DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia), 100 ng de DNA e
agua MilliQ para completar o volume. Para a amplifica¢do foi utilizado o termociclador
2720 Thermal Cicler nas seguintes condi¢des: 3 minutos a 95 °C, seguido por 35 ciclos
de 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 54 °C e 1 minuto a 72 °C; por fim 7 minutos a 72

°C.
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A cepa de E. faecalis ATCC 29212 foi utilizada como controle positivo nas
reagdes. O produto esperado de 112 pb foi analisado por eletroforese em gel de agarose

1%, corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reagdes de PCR género-

especifico (tuf) e espécie-especificos (E. casseliflavus, E. faecalis, E. mundtii ¢ E.

faecium) e tamanhos dos fragmentos gerados.

Espécie Oligonucleotideo Sequéncia Produto Referéncia
iniciador (pb)
tuf-F TACTGACAAACCATTCATGATG Ke et al.
Enterococcus spp. 112 1999
tuf-R AACTTCGTCACCAACGCGAAC ( )
. CAl TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC Jackson et
E. casseliflavus 288 1 (2004
CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG al. (2004)
. El16s-F CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG Sedglet et
E. faecalis 138 1 (3005
El16s-R CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC al. ( )
.. MU1-F CAGACATGGATGCTATTCCATCT Jackson et
E. mundtii 94 1 (2004
MU2-R GCCATGATTTTCCAGAAGAATG al. (2004)
. EMIA-F TTGAGGGACACCAGATTGACG Cheng et al.
E. faecium 658 1997
EMIB-R TATGACAGCGACTCCGATTCC ( )

Identificagdo das espécies

A identificacdo das espécies foi realizada para todas as amostras com resultado
positivo no PCR especifico para género utilizando o gene tuf. As espécies pesquisadas
foram: E. casseliflavus, E. faecalis, E. mundtii e E. faecium. Para a espécie E.
casseliflavus foram empregados os iniciadores CA4;2 (19), com produto esperado de 288
pb e temperatura de anelamento de 59 °C; para E. faecalis os iniciadores E16s (20), com
produto esperado de 138 pb e temperatura de anelamento de 66 °C; para E. mundtii os
iniciadores MU,z (19), com produto esperado de 94 pb e temperatura de anelamento de
60 °C; e para E. faecium os iniciadores EM 145 (21), com produto esperado de 658 pb e
temperatura de anelamento de 62 °C.
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As informacgdes a respeito dos oligonucleotideos iniciadores encontram-se na
Tabela 1. Para a amplificacdo foi utilizado o termociclador 2720 Thermal Cicler
seguindo as mesmas condi¢des realizadas para o gene fuf, sendo alteradas apenas as
temperaturas de anelamento para cada espécie testada.

As cepas E. casseliflavus PAD71, E. faecalis ATCC 29212, E. mundtii J5 ¢ E.
faecium SS1274 foram utilizadas como controle positivo nas reagdes. Os produtos
esperados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com SYBR®
Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®).

Estimativas para o indice de diversidade de Shannon foram feitas para as trés
localidades, utilizando-se a expressio H = - Y. piX(/nxpi), onde H ¢ o indice de

diversidade e pi a frequéncia de cada espécie em cada localidade.

Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada apenas para as bactérias
pertencentes ao género Enterococcus spp. empregando o método de disco-difusao em
Agar, segundo recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(22). Uma “algada” dos isolados mantidos em solucao de leite e glicerol foi semeada
por método de esgotamento em placas contendo agar BHI; as placas foram incubadas
em estufa bacteriologica a 35 °C por 24 horas. Apds a incubagdo as colonias foram
suspendidas em solugdo salina 0,85% estéril até se obter uma turvagdo semelhante a
solugdo padrio 0,5 da escala Mac Farland (1,5x10® UFC/mL). As suspensdes foram
semeadas com o auxilio de swabs esterilizados sobre a superficie seca das placas
contendo Agar Miieller-Hinton para obter-se um crescimento uniforme e confluente.
Em seguida, sobre a superficie dos meios inoculados foram colocados os discos

contendo os seguintes antibidticos: nitrofurantoina - NIT (300 pg), tetraciclina - TET
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(30 pg), eritromicina - ERI (15 pg), norfloxacina - NOR (10 pg), cloranfenicol - CLO
(30 pg), ciprofloxacina - CIP (5 pg), ampicilina - AMP (10 pg), rifampicina- RIF (5 pg)
e vancomicina - VAN (30 pg) (Oxoid, Vasingstoke, UK). Para detec¢do de niveis
elevados de resisténcia aos aminoglicosideos foram utilizados discos de estreptomicina
- EST (300 pg) e gentamicina - GEN (120 pg) (Oxoid, Vasingstoke, UK), como
preconiza o CLSI (21). Apds incubagao a 35 °C por 24 horas foi realizada a medigdo e

as interpretagdes dos didmetros dos halos de inibicao.

RESULTADOS

Isolamento e confirmacgdo do género Enterococcus por PCR

Doze amostras fecais de lagartas do quinto estadio de H. erato phyllis serviram
como material de referéncia para obtengdo dos micro-organismos a serem analisados no
presente estudo. Das 12 amostras coletadas inicialmente foram obtidos 243 isolados, os
quais foram classificados presuntivamente como Enterococcus spp. por apresentaram
crescimento em Caldo Azida Dextrose, resultado negativo para o teste da catalase,
mostraram-se capazes de crescer em meio BHI contendo 6,5% de NaCl, além de
hidrolisar a esculina na presenca de sais biliares. Nao obstante, a morfologia dos
isolados era caracteristica de diplococos gram-positivos.

Dos 243 isolados com confirmagdo presuntiva submetidos ao PCR utilizando
oligonucleotideos iniciadores género-especificos pra o gene fuf, 180 (74%) confirmaram
pertencer ao género Enterococcus e 63 (26%) ndo apresentaram resultado
confirmatorio, sendo classificados como ndo-enterococos.

O total de isolados por fémea e o numero de positivos e negativos para o género

Enterococcus esta ilustrado na Tabela 2.
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Em relagdo a distribuicdo do género Enterococcus por localidade, observou-se
que dos 102 isolados obtidos da amostra de fezes das lagartas de H. erato phyllis
provenientes da fémea HEAB2, 99 (97%) confirmaram pertencer ao género; dos 95
isolados selecionados das amostras de fezes de lagartas da fémea HEV2, 65 (68%)
confirmaram pertencer ao género e dos 46 isolados selecionados da fémea HES2,

somente 16 (35%) confirmaram pertencer ao género.

Tabela 2. Isolados positivos e negativos para o género
Enterococcus em amostras de fezes de imaturos de
Heliconius erato phyllis ap6s realizacdo de PCR empregando

oligonucleotideos iniciadores género-especificos.

Fémea  Enterococcus spp. Nao - Enterococcus Total

HEAB2 99 3 102
HEV2 65 30 95
HES2 16 30 46

Total 180 63 243

Os 63 isolados negativos foram eliminados do estudo por ndo apresentarem
resultado confirmatério no PCR género-especifico, sendo assim, somente testou-se a
distribui¢do de espécies nos 180 isolados restantes com teste confirmatdrio para o

género Enterococcus.

Identificagdo das espécies por PCR

Dos 180 isolados submetidos a PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores

espécie-especificos para E. casseliflavus, E. faecalis, E. mundtti e E. faecium, 169
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(94%) amplificaram para uma das espécies testadas e 11 (6%) ndo amplificaram os
fragmentos para nenhuma das espécies testadas, e foram identificados apenas como
Enterococcus spp. Do total de 180, 134 (74%) apresentaram resultado positivo para E.
casseliflavus, 33 (18%) resultado positivo nas analises realizadas para E. mundtii e dois
isolados (1%) amplificaram o fragmento de DNA esperado para a espécie E. faecalis.
Nenhum dos isolados testados amplificaram o fragmento de DNA de 658 pb
esperado para a espécie E. faecium. Os dados da distribuicdo de espécies de

Enterococcus nas amostras analisadas estdo representados na Tabela 3.

Tabela 3. Numero de isolados das espécies de enterococos em amostras de fezes de

imaturos de H. erato phyllis.

Espécies
Fémea Total
E. casseliflavus  E. faecalis  E. mundtii  Enterococcus spp.

HEAB2 82 2 11 4 929
HEV2 48 0 16 1 65
HES2 4 0 6 6 16
Total 134 2 33 11 180

Em relacao a distribuicdo das espécies por amostra, observou-se que as fezes das
lagartas de H. erato phyllis provenientes da fémea HEAB2 eram compostas pelas
espécies E. casseliflavus (83%), E. faecalis (2%) e E. mundtii (11%).

As amostras provenientes das fémeas HEV2 e HES2 apresentaram as espécies E.
casseliflavus e E. mundtii, sendo que para as lagartas da fémea HEV2 a espécie E.
casseliflavus foi a mais frequente (74%) a para as lagartas da fémea HES2 foi E.

mundtii (38%).
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Mesmo levando em conta possiveis violagdes de pressupostos para o calculo dos
indices de diversidade de Shannon, estes foram estimados para as trés localidades
estudadas (os 11 isolados identificados apenas como Enterococcus spp. foram
desconsiderados desta andlise). A amostra mais diversa foi a proveniente de Sao
Francisco de Paula (HES2), com H = 0,673, seguida da amostra de Viamao (HEV2),

com H=0,562 ¢ ade Aguas Belas (HEAB2), com H = 0,458.

Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foram realizados testes de suscetibilidade aos antimicrobianos em 172 isolados,
ndo sendo realizados testes para 8 isolados (2 E. casseliflavus, 3 E. mundtii ¢ 3
Enterococcus spp.), devido principalmente a preméncia de tempo devido a anélise dos

dados e redagdo do presente trabalho.

Todos os isolados testados foram sensiveis aos antibidticos gentamicina (GEN),
estreptomicina (EST), tetraciclina (TET), vancomicina (VAN), cloranfenicol (CLO),
nitroflurantoina (NIT) e ampicilina (AMP). Para os antibidticos rifampicina (RIF),
eritromicina (ERI), norfloxacina (NOR) e ciprofloxacina (CIP) foram encontrados os

perfis antimicrobianos ilustrados na Tabela 4.

Todos os isolados de E. mundtii (n=30) foram sensiveis aos onze
antimicrobianos testados. Do total de 132 E. casseliflavus testados, 86 (65%)
apresentaram resisténcia a rifampicina e 6 (5%) resisténcia intermediaria a rifampicina,
50 (38%) resisténcia intermedidria a eritromicina, 8 (6%) resisténcia intermedidria a

norfloxacina e 4 (3%) resisténcia intermedidria a ciprofloxacina.

Para E. faecalis, os 2 (100%) isolados testados apresentaram resisténcia

intermediaria a rifampicina e eritromicina. Para os isolados classificados apenas como
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Enterococcus spp., 4 (50%) apresentaram resisténcia a rifampicina e 2 (25%) resisténcia

intermediaria a eritromicina.

Tabela 4. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos nas espécies E.
casseliflavus, E. faecalis, E. mundtii e Enterococcus spp. para quatro

antibioticos testados em isolados de amostras de fezes de imaturos de H.

erato phyllis.

Numero de enterococos resistentes aos antibidticos

Espécie RIF ERI NOR CIP
r i r i r i r i
E. casseliflavus (n=132) 86 6 0 50 0 8 0 4
E. faecalis (n=2) 0 2 0 2 0 0 0 0
E. mundtii (n=30) 0 0 0 0 0 0 0 0
Enterococcus spp. (n=8) 4 0 0 2 0 0 0 0
Total (n=172) 920 8 0 54 0 8 0 4

n - nimero de isolados de cada espécie.

r - resistente

1 - intermediario

Antibidticos: rifampicina (RIF), eritromicina (ERI), norfloxacina (NOR) ¢
ciprofloxacina (CIP).

DISCUSSAO

Isolamento do género Enterococcus

Dos 243 isolados com confirmagdo presuntiva para enterococos € submetidos ao
PCR para o gene tuf, 63 nao apresentaram resultado confirmatdrio, sendo classificados
como nao-enterococos. Este resultado negativo ja era previsto para uma ocorréncia de
aproximadamente 10% dos isolados analisados, porém o numero encontrado dentre as

amostras foi mais alto, representando cerca de 26% do total de isolados obtidos.
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Embora os testes seletivos utilizados para o isolamento de enterococos sejam
considerados eficientes, ja sdo reconhecidos cocos gram-positivos menos comumente
encontrados, mas que podem exibir reagdes positivas aos testes de crescimento em Agar
Bile Esculina e em BHI contendo 6,5% de NaCl como os Lactococcus, Aerococcus,
Pediococcus e Leuconostoc spp. (3). Autores ja afirmaram que ndo ¢ possivel realizar a
distincdo com base apenas em critérios fenotipicos de enterococos e outros cocos
gram-positivos catalase negativos (23), com exemplos ja citados acima. Logo a
ocorréncia de cocos gram-positivos pode ser considerada comum e mais investigacdes
sdo necessarias para confirmacao da espécie ou espécies encontradas com relativamente
alta ocorréncia nas amostras de fezes de lagartas de H. erato phyllis, principalmente na
localidade de Sao Francisco de Paula/RS, em que o numero de ndo-enterococos

encontrados chegou a 65%, 30 dentre os 46 isolados obtidos.

Identificagdo das espécies

No presente estudo, bactérias do género Enterococcus foram isoladas de
amostras de fezes de imaturos de H. erato phyllis. Em estudos anteriores ja foi relatada
a presenca deste género em amostras de fezes de mamiferos (71%), répteis (86%) e aves
(32%) (24). Apesar destas bactérias serem pesquisadas, muitas vezes, em amostras de
interesse clinico ou em animais de sangue quente, um nuimero crescente de trabalhos
tém sido realizados com enfoque direcionado para a microbiota de insetos (6-10, 25,
26). Os insetos sao o clado animal mais diverso e abundante em ntimero de espécies,
nos habitos ecoldgicos e em biomassa (6). A diversificacdo e o sucesso evolutivo dos
insetos tém dependido em parte de suas relacdes com micro-organismos benéficos

conhecidos por aprimorar dietas pobres em nutrientes, proporcionar protecdo contra
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parasitas e patogenos, afetar eficiéncia como vetores de doengas e governar sistemas

reprodutivos (6).

Vérios exemplos a respeito da agdo benéfica de bactérias aos hospedeiros ja
foram relatados, como a presenca de comunidades microbianas envolvidas na
degradacao da celulose em insetos que se alimentam de madeira (6); micro-organismos
do TGI de insetos que produzem tanases, degradando taninos vegetais, aumentando a
disponibilidade de proteinas aos insetos que ingerem estes tipos vegetais, além de em
certos casos ocasionar o aumento da resisténcia do hospedeiro devido a colonizacao do
intestino por comunidades microbianas mutualisticas que, devido a competicdo por
nutrientes, ocupacao do nicho ou estimulo a resposta imune, aumenta a resisténcia do

hospedeiro contra a invasao de parasitas (6).

Apesar do interesse crescente nos beneficios que a microbiota proporciona a
seus hospedeiros, ainda existem lacunas no conhecimento a respeito do potencial
impacto destes micro-organismos na ecologia e evolucao de borboletas (7), além de
poucos estudos relacionados a comunidades microbianas que ocorrem no género

Heliconius (Lepidoptera — Nymphalidae).

A colonizacdao microbiana do TGI de insetos apresenta frequentemente habitats
instdveis devido ao processo de ecdise, no qual ¢ perdido o revestimento de
exoesqueleto, ocasionando a perda do revestimento do intestino anterior e posterior,
interrompendo ou eliminando total ou parte de populagdes bacterianas presentes (6); em
H. erato phyllis ocorrem cinco estadios na fase larval, nos quais ocorre o processo de
muda. Além da ecdise, insetos holometabolos como as borboletas tém uma remodelagao
radical do intestino e outros 6rgdos durante a metamorfose, além das alteragcdes de
herbivoria para alimentagdo por polen como no caso de Heliconius, os quais afetam

diretamente a comunidade microbiana presente.
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Alteragdes na composi¢do de comunidades bacterianas em imaturos e adultos ja
foram observadas em Heliconius, e esta alteragdo pode ocorrer devido a diferencas na
nutricdo e composicdo quimica das dietas nestes estdgios de vida, as quais podem
selecionar diferentes taxa microbianos que se adaptam de forma mais eficiente em
lagartas e adultos, e devido as alteragdes da morfologia interna e das condi¢des
fisico-quimicas decorrentes da metamorfose (7). O mesmo estudo demonstra através de
experimentos que ndo existe diferenca significativa na composi¢do dos
micro-organismos presentes nas fezes e nas lagartas em si (que as produziram),
indicando que as comunidades microbianas sdo mantidas em suas fezes, possibilitando
que as mesmas possam ser utilizadas em estudos que abordam a presenca de

micro-organismos em lagartas de modo nao destrutivo.

Os resultados do presente estudo demonstram a presenca de trés espécies de
enterococos (E. casseliflavus, E. mundtii e E. faecalis) dentre as quatro espécies testadas
em fezes de lagartas de H. erato phyllis. Estes resultados corroboram com trabalhos
anteriores que indicam a prevaléncia deste género em todos os estagios de vida de
Heliconius erato, além da diferenca na ocorréncia de espécies quando comparado a
isolados clinicos e de animais de sangue quente (7). A elevada ocorréncia de E.
casseliflavus (74%), seguida de E. mundtii (18%) nas amostras analisadas difere do que
¢ encontrado para animais de sangue quente, porém, apesar de apresentar uma grande
prevaléncia no presente estudo, esta de acordo com trabalhos anteriores que relatam
uma maior ocorréncia de E. casseliflavus, representando 44% dos 37 taxa de insetos
analisados (26); apesar de E. faecalis também ter sido encontrado no estudo citado
anteriormente, os autores sugerem que a ocorréncia desta espécie nao ¢ comensal ja que

E. faecalis ndo ocorreu em amostras coletadas em determinado periodo do ano.
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O presente estudo descreve uma baixa ocorréncia de E. faecalis (1%), e ndo
ocorréncia de E. faecium nas amostras pesquisadas. E possivel supor que a grande
prevaléncia das demais espécies (E. casseliflavus e E. mundtii) esteja diretamente ligada
a alimentagdo herbivora dos imaturos, em que as Passiflordceas consumidas atuariam

como fonte destas bactérias neste estagio de vida.

Estabelecimento da microbiota nos imaturos

Devido a perda do revestimento do intestino anterior e posterior durante a ecdise
dos estadios larvais e da inexisténcia de contato da fémea com os ovos apds a sua
postura, o estabelecimento destas bactérias no TGI das lagartas de borboleta estd muito
provavelmente associado a sua dieta herbivora. A dieta pode impactar diretamente a
microbiota dos diferentes estdgios de vida através da disponibilidade de diferentes
nutrientes, diferente composi¢cdo quimica e possivelmente diferente selecdo de micro-

organismos devido a atividade antimicrobiana (7).

Um dos primeiros trabalhos que encontrou associagdo entre enterococos e
vegetacdo terrestre foi publicado em 1961; o autor relatou a presenga de enterococos em
flores e brotos de diversas espécies de plantas, e inicialmente sugeriu que estas bactérias
ocorriam de forma sazonal, sendo populacdes transitorias que eram provavelmente
introduzidas por insetos e pelo vento (27). Em outro estudo, o mesmo autor demonstrou
a capacidade de E. faecalis crescer em plantas e posteriormente em 1963 inferiu com
evidéncias mais conclusivas de que, em geral, o género Enterococcus esta associado a
plantas (28, 29). A ocorréncia do género Enterococcus também ja foi relatada para
plantas forrageiras, com identificacdo das espécies E. faecalis, E. faecium, E. mundtii e

E. casseliflavus (30).
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Os imaturos de H. erato phyllis se alimentam de passifloraceas, e as lagartas
utilizadas no presente estudo foram alimentadas somente com a espécie Passiflora
suberosa. E possivel que, durante o desenvolvimento da lagarta, bactérias do género
Enterococcus tenham se estabelecido no TGI destes animais através do alimento
ingerido no decorrer do crescimento e das sucessivas mudas, resultando em amostras de
fezes com presenca destes micro-organismos. Alguns trabalhos relatam a producdo de
substancias antifingicas e antimicrobianas em algumas espécies do género Passiflora,
como P. mollissima, P. quadrangularis, P. maliformis e P. edulis (31, 32), logo uma
interessante abordagem para trabalhos futuros seria a investigagdo de enterococos em
fezes de lagartas alimentadas com diferentes plantas hospedeiras, a fim de que
inferéncias mais conclusivas possam ser feitas em relacdo a presenca deste género em
Heliconius estar relacionada ao consumo da planta hospedeira. Além disso, estudos com
lagartas da natureza sdo necessarios, a fim de que possam ser realizadas comparagdes
entre a microbiota encontrada em animais criados em laboratorio e animais em seu
ambiente natural. Diferencas entre a comunidade microbiana presente em adultos de
Heliconius erato criados em condicdes artificiais e naturais ja foram demonstrados,
reforgando a ideia da necessidade de pesquisas futuras utilizando animais provenientes

de condicdes naturais para estudo comparativo (7).

Outra hipotese sobre a fonte de aquisicdo da microbiota em imaturos de H. erato
phyllis e da prevaléncia do género Enterococcus tanto em lagartas quanto em adultos ¢ a
transferéncia de micro-organismos da fémea para a prole durante a postura dos ovos.
Para insetos que possuem bactérias simbiontes obrigatorias, as mesmas podem auxiliar
no desenvolvimento e at¢é mesmo na aquisicdo de nutrientes, sendo que estas

associacdes ocorrem muitas vezes em insetos sociais ou gregarios como abelhas e
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cupins (6), ja que a transmissdo de comunidades microbianas nestes organismos se da

de forma mais facilitada.

Em abelhas (Apis mellifera), bactérias simbiontes presentes no TGI de adultos
sdao adquiridas através de interagdes sociais com outras abelhas operarias adultas da
colonia (6); nestes organismos, a transmissdo vertical através de sociabilidade pode
facilitar a coevolugao e o surgimento de uma microbiota especifica para o hospedeiro. A
transferéncia vertical de bactérias do TGI em insetos ndo sociais nao ¢ bem explicada;
sabe-se que em insetos gregarios como baratas e grilos, os quais nao possuem cuidado
parental, a transmissao de bactérias ocorre durante a alimentacdo em locais comuns a

defecagao (6).

Um dos melhores exemplos de transmissdo de microbiota em insetos durante a
postura dos ovos € o que ocorre em Megacopta punctatissima (Plataspidae) (6); estes
insetos possuem o simbionte Ishikawaella capsulata em regides especializadas no
limen do intestino médio do hemiptero, o qual ¢ transmitido da fémea para seus ovos
através da deposi¢ao de uma céapsula junto a postura dos ovos, que ¢ ingerida pelos
juvenis imediatamente ap6s a eclosao (6, 33). Nao ¢ descrito nenhum mecanismo
semelhante para transmissao de bactérias do TGI em borboletas do género Heliconius,
porém a transmissao através de bactérias presentes no exterior do corion do ovo ou na
substancia que auxilia a fixacao dos ovos na superficie das folhas pode representar uma
possivel via de transmissao, ja que a ingestdo de parte do corion ¢ indispensavel para
que as lagartas possam eclodir, além de muitas vezes ingerirem quase totalmente o
corion, a fim de que os nutrientes sejam reaproveitados pelos imaturos de primeiro
estadio. Estudos que busquem a ocorréncia ou ndo de micro-organismos em 0ovos ou
mesmo no corion de ovos de H. erato phyllis sao desejaveis a fim de que questdes como

estas possam ser melhor respondidas.
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Um método capaz de avaliar a relacdo filogenética das espécies presentes nas
fezes de imaturos de H. erato phyllis ¢ a técnica de Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE), determinada como a técnica ouro para tipagem de enterococos, a qual poderia
avaliar uma relacao clonal entre as espécies encontradas. Caso o resultado desta técnica
demonstrasse que todos os E. casselifavus, por exemplo, isolados das fezes de imaturos
da fémea HEAB2 fossem clones, e que estes diferissem dos isolados de E. casselifavus
da fémea HEV2, poderiamos inferir que a microbiota do TGI das lagartas foi transferida
da fémea para a prole através do cdrion do ovo, com proles provenientes de maes
diferentes apresentando cepas distintas; por outro lado, caso os E. casselifavus isolados
de fezes de lagartas de diferentes fémeas fossem todos clones, poderiamos inferir que a
microbiota dos imaturos foi adquirida através da alimentacdo, ja que os mesmos foram
alimentados com as mesmas plantas hospedeiras; além disso, ndo descarta-se a hipotese

de que todos os isolados de E. casselifavus sejam cepas distintas.

Perfil de Resisténcia aos Antimicrobianos

Micro-organismos do género Enterococcus sdao conhecidos por apresentarem
resisténcia intrinseca e adquiria a diversos antimicrobianos de uso clinico e veterinario.
A resisténcia intrinseca estd presente no genoma destas bactérias (34); estes micro-
organismos possuem resisténcia intrinseca a penicilina, ampicilina e baixas
concentracdes de aminoglicosideos como a gentamicina e estreptomicina (3). A
resisténcia adquirida ocorre através de mutacoes esporadicas, troca horizontal de genes
através da transferéncia de plasmideos ou mesmo através do movimento de transposons
(34). A capacidade dos enterococos rapidamente adquirirem resisténcia aos demais

antibidticos ¢ motivo de preocupagdo, pois resulta em uma maior dificuldade no

tratamento de enfermidades causadas por esta bactéria. Exemplos de resisténcia
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adquirida incluem resisténcia a cloranfenicol, rifampicina, eritromicina, tetraciclina,

altos niveis de aminoglicosideos e a vancomicina (3).

Os enterococos isolados de fezes lagartas de H. erato phyllis do presente estudo
ndo apresentaram resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados, porém um grande
nimero de E. casseliflavus foram resistentes a rifampicina (65%), seguido de resisténcia
intermediaria a eritromicina (38%). Além disso, apesar da baixa ocorréncia de E.
faecalis nas amostras analisadas, todos apresentaram resisténcia intermedidria a
rifampicina e eritromicina. E provavel que a resisténcia observada nos Enterococcus
aqui identificados seja classificada como resisténcia adquirida, porém estudos mais
detalhados sdo necessarios a fim de que seja investigada a ocorréncia de possiveis genes
de resisténcia a estes antibidticos nas cepas isoladas, caracterizando resisténcia

intrinseca.

A rifampicina atua inibindo o crescimento bacteriano através da ligacdo a
subunidade beta da RNA polimerase, evitando o inicio da transcri¢ao (35). A resisténcia
adquirida a rifampicina encontrada nos isolados do presente estudo ja foi relatada e ¢
relacionada muitas vezes ao uso deste antibidtico para tratamento de infec¢des causadas
por outras bactérias que afetam aos enterococos presentes, ocasionando cepas
resistentes (35); a resisténcia a rifampicina resulta de mutagdes em sitios especificos no
gene que codifica a subunidade beta da RNA polimerase, reduzindo a afinidade deste

antibiotico a polimerase.

A Eritromicina ¢ um antimicrobiano do grupo dos macrolideos utilizado no
tratamento de infecgdes humanas, sendo o antibidtico de primeira escolha em doentes
alérgicos a penicilina (36). Este antimicrobiano atua inibindo a sintese proteica através
da ligacdo a molécula 23S do RNAr, na subunidade 50S do ribossomo das bactérias.

Sabe-se que determinados plasmideos e transposons conferem aos enterococos
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resisténcia adquirida a eritromicina e que o mecanismo de resisténcia envolve a
metilagdo de um residuo de adenina na molécula 23S do RNAr, frequentemente

mediado pelo gene erm(B) (3).

A presenga de resisténcia nos Enterococcus isolados no presente estudo foi
provavelmente adquirida pelas bactérias, sendo que a ocorréncia deste tipo de
resisténcia a rifampicina e eritromicina pode ser considerada comum e ja foi relatada em
diversos trabalhos anteriores (37, 38). Estudos que investiguem a microbiota do TGI de
imaturos provenientes do ambiente sdo desejaveis a fim de que possa ser melhor
explicada a origem da resisténcia encontrada no presente estudo, além da investigagao

de possiveis genes de resisténcia nas cepas isoladas.

Conclusoes

As espécies E. casseliflavus, E. faecalis e E. mundtii foram detectadas em fezes
de imaturos de H. erato phyllis (Lepidoptera-Nymphalidae). Muitos estudos tém sido
realizados com H. erato phyllis abordando aspectos ecoldgicos, gendomicos e evolutivos
desta borboleta, porém estudos que avaliam a composicdo da microbiota destes
organismos ainda sdo escassos, sendo que a diversidade do género Enterococcus nesta
espécie ainda ndo havia sido relatada. Este trabalho apresenta resultados que poderao
ser incorporados em estudos posteriores referentes a avaliacdo da diversidade total de
enterococos nestas borboletas, ja4 que somente a ocorréncia de quatro espécies

relacionadas ao género foi avaliada.

A presenga deste género de bactérias deve ser melhor estudada, j4 que sua
prevaléncia foi constatada em todo o ciclo de vida de Heliconius, apesar da grande

variacdo na alimentagao, morfologia e habitos de vida destas borboletas (7). O modo de
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colonizacdo através da alimentacdo, transferéncia da fémea para a prole ou ambos e as
possiveis fungdes que estas bactérias desempenham no TGI destas borboletas devem ser
melhor investigados em estudos posteriores, a fim de que a relagcdo de simbiose e até
mesmo a histéria evolutiva destes organismos possa ser elucidada. O presente estudo
utilizou somente amostras de animais que foram criados em condi¢des de laboratorio,
logo ndo se descarta a possibilidade de que a aplicagdo desta metodologia utilizando
amostras de animais em seu ambiente natural pode resultar em diferentes distribui¢des
ou mesmo ocorréncia das espécies de enterococos aqui pesquisadas. Como perspectivas
futuras, serd importante a investigacdo dos perfis e mecanismos envolvidos na
resisténcia antimicrobiana, bem como a investigacdo dos fatores de viruléncia, pois
estes estudos disponibilizam informacdes a respeito de interacdes e distlrbios

ambientais nos habitats ocupados por estas borboletas.
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