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“There is a pleasure in the pathless woods,
There is a rapture on the lonely shore,

There is society, where none intrudes,

By the deep Sea, and music in its roar:

| love not Man the less, but Nature more [...]"

George Gordon Byron
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RESUMO

Enterococcus estdo presentes no trato gastrointestinal (TGI) de animais vertebrados
e invertebrados, os quais podem adquirir estas bactérias através de mecanismos de
transferéncia horizontal e vertical de micro-organismos. Pesquisas recentes
descreveram a presenca de Enterococcus em lepidopteros, porém estudos com
borboletas do género Heliconius sdo escassos. Este trabalho teve como objetivo, a
partir de uma bacterioteca de 178 Enterococcus sp. previamente isolados de fezes
de imaturos de Heliconius erato phyllis detectar a presenca de genes de resisténcia
e viruléncia por PCR; avaliar fenotipicamente os fatores de viruléncia e a producéo
de compostos com atividade antimicrobiana; e avaliar o perfil clonal das cepas pela
técnica de PFGE. Dos 178 enterococos, 55 apresentavam resisténcia a eritromicina
e 11 a norfloxacina elou ciprofloxacina, porém néo foi detectado nenhum gene
relacionado a estes fenodtipos de resisténcia. Quanto aos fatores de viruléncia
testados nos 178 enterococos, 63 isolados amplificaram para o gene esp, 12 para
ace e 2 para gelE. Os genes agg e cylA ndo foram detectados. Na analise fenotipica
dos fatores de viruléncia, os dois E. faecalis positivos para gelE também foram
positivos para a degradacdo da gelatinase e 130 enterococos apresentaram
capacidade de hidrolisar hemacias. Para investigar a producdo de substancia
antagonista, foram selecionados 26 enterococos; destes, 15 apresentaram atividade
contra a bactéria indicadora Listeria monocytogenes. Oitenta e seis isolados foram
selecionados para avaliar a relacdo clonal por PFGE, e foi possivel observar a partir
do dendrograma que os enterococos no TGI dos imaturos tém origem alimentar e
materna. Conclui-se que 0s enterococos provenientes de amostras fecais de
imaturos de H. erato phyllis possuem poucos genes relacionados a mecanismos de
viruléncia comuns na éarea clinica. E possivel que os Enterococcus produtores de
substancia antagonista desempenhem um papel importante no equilibrio das
comunidades microbianas do TGI deste inseto, e que ocorra a transferéncia vertical
de micro-organismos das fémeas para a prole para a espécie H. erato phyllis.

IDissertacao de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Basicas da

Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (90 p.) julho, 2018.
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ABSTRACT

Enterococcus is present in the gastrointestinal (Gl) tract of vertebrates and
invertebrates, which can acquire these bacteria through mechanisms of horizontal
and vertical transfer of microrganisms. Recent research has described the presence
of Enterococcus in Lepidoptera, but studies with butterflies of the genus Heliconius
are scarce. This study had as objective, from a bacterioteca of 178 Enterococcus sp.
previously isolated from fecal samples of immature Heliconius erato phyllis detect the
presence of resistance and virulence genes by PCR; phenotypically assess the
virulence factors and the production of compounds with antimicrobial activity; and to
evaluate the clonal profile of the strains by PFGE. Of the 178 enterococci, 55 were
resistant to erythromycin and 11 resistant to norfloxacin and/or ciprofloxacin,
however was not detected any gene related to these resistance phenotypes. The
virulence factors were tested in 178 enterococci, and 63 isolated amplified for the esp
gene, 12 for ace and 2 for gelE. The agg and cylA genes were not detected. In the
phenotypic analyzes, both E. faecalis positive to gelE gene were also positive for the
degradation of gelatinase, and 130 enterococci showed ability to hydrolyze red blood
cells. To investigate the production of antagonistic substance, 26 enterococci were
selected and of these, 15 showed activity against the indicator bacteria Listeria
monocytogenes. Eighty-six isolates were selected to evaluate the clonal profile by
PFGE, and it was possible to observe in the dendrogram that the origin of the
enterococci in GIT of immatures was the herbivory and maternal origin. It is
concluded that the enterococci from fecal samples of immature H. erato phyllis
possess few mechanisms of virulence-related genes, common in the clinical area. It
is possible that the antagonistic substance-producing enterococci could play an
important role in the equilibrium of the microbial communities of the GIT of this insect,
and there is vertical transmission of enterococci from females to their offspring to the
specie H. erato phyllis.

IMaster of Science Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias
Bésicas da Salde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (90 p.) july,
2018.
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1. INTRODUGCAO

Bactérias do género Enterococcus tém morfologia celular de cocos Gram-
positivos, sdo catalase negativas, resistentes a altas concentracbes de sal e
capazes de hidrolisar a esculina na presenca de sais biliares (Lebreton et al., 2014).
Sao amplamente distribuidas no solo, na vegetacdo, e em ambientes aquéticos e
terrestres (Byappanahalli et al., 2012). S&o frequentemente associadas a
endocardites, infeccbes do trato urinario e septicemia em estudos clinicos
(Hollenbeck & Rice, 2012). Possuem resisténcia intrinseca e adquirida a uma ampla
variedade de antimicrobianos, motivo de preocupacdo tanto para saude publica
quanto em relacdo a disseminacdo destas cepas resistentes no ambiente (Miller et
al., 2014). Além de fazerem parte da microbiota normal do trato gastrointestinal (TGI)
de humanos, bem como patégenos oportunistas na area clinica, diversas pesquisas
apontam para sua ocorréncia no ambiente, além de compor a microbiota normal do
TGI dos mais diversos animais, dentre eles os invertebrados (Engel & Moran, 2013).

Borboletas do género Heliconius sdo organismos modelo para estudos
evolutivos e ecoldgicos, porém pouco se sabe a respeito da microbiota destes
insetos, bem como da diversidade de espécies de Enterococcus em seu TGI.
Pesquisas ja descreveram a presenca deste género em lepidopteros, porém
trabalhos envolvendo a borboleta Heliconius erato phyllis (Lepidoptera —
Nymphalidae), comumente encontrada no sul do Brasil, ainda ndo foram realizados.
Entre as pesquisas recentes com borboletas, destaca-se o estudo realizado por
Hammer et al. (2014), que identificaram Enterococcus como o0 género mais
abundante no TGI de adultos e imaturos de uma subespécie de H. erato do Panama.

Assim, através deste trabalho pretende-se ampliar os conhecimentos a
respeito da interacdo micro-organismo hospedeiro, através da andlise da
diversidade e dos fatores de viruléncia de Enterococcus sp. em amostras fecais de
imaturos de H. erato phyllis provenientes de diferentes regides do Rio Grande do

Sul, Brasil.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar genotipica e fenotipicamente bactérias do género Enterococcus
isoladas de amostras fecais de imaturos da borboleta H. erato phyllis (Lepidoptera —
Nymphalidae) do Rio Grande do Sul — Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Obijetivo especifico 1

Detectar a presenca dos genes de resisténcia ermA, ermB, ermC, msrC e
mutacBes no gene gyrA nos enterococos com resisténcia intermediaria a
eritromicina e quinolonas provenientes de fezes de imaturos da borboleta H.
erato phyllis;

2.2.2 Obijetivo especifico 2

Analisar genotipica e fenotipicamente a presenca de fatores de
viruléncia em todos os enterococos isolados de fezes de imaturos da
borboleta H. erato phyllis;

2.2.3 Obijetivo especifico 3

Verificar a capacidade dos Enterococcus sp. coletados das fezes de
imaturos da borboleta H. erato phyllis produzirem compostos com atividade
antimicrobiana;

2.2.4 Obijetivo especifico 4

Determinar a relagédo clonal entre os Enterococcus isolados de fezes de
imaturos provenientes de diferentes fémeas, pela técnica de pulsed-field gel

electrophoresis (PFGE).



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Borboletas do género Heliconius (Lepidoptera — Nymphalidae)

Borboletas do género Heliconius possuem ampla distribuicdo, sendo
encontradas desde a Ameérica do Sul até o sul do México. Estes insetos neotropicais
sdo considerados como organismos modelo para diversos estudos devido a
facilidade de criacdo e sua longevidade; dentre os estudos mais recentes estao:
coevolucado e plantas hospedeiras (de Castro et al., 2018), evolucdo do padrao de
coloracdo e comportamento (Finkbeiner et al., 2017), fotorreceptores e dimorfismo
sexual (McCulloch et al., 2016), morfologia e evolucdo do cérebro (Montgomery et
al.,, 2016), expressdo génica e alimentacdo por pélen (Smith et al., 2016),
reconhecimento de parentesco e herdabilidade (De Nardin et al., 2016), expressao
génica e mimetismo (Nadeau, 2016), embriogénese e evo-devo (Aymone et al.,
2014), dentre outros.

Uma caracteristica que distingue este género dos demais lepidépteros € a
capacidade de utilizarem tanto o néctar quanto o pdlen como fonte de nutrientes
(Figura 1); os grdos de pélen ficam retidos no aparelho bucal dos adultos, que
liberam saliva e realizam movimentos de extensao e retragao da proboscide a fim de
ingerir os nutrientes liberados pelos grdaos (Hikl & Krenn, 2011). Esta
alimentacdo rica em nitrogénio é uma fonte importante de aminodacidos, e possibilita
gue as fémeas ovipositem de forma constante durante toda a vida (em média, de um
a quatro ovos por dia) (Gilbert, 1972). A ovoposicdo durante toda a vida adulta
depende fortemente da alocacdo de recursos pelas fémeas, permitindo que os
imaturos permanegam menos tempo nas fases larvais, ou seja, permanegcam menos
tempo expostos a predacao e a parasitoides, resultando em maior sobrevivéncia da
prole (Gilbert, 1972). Além disso, esta alimentacdo esta associada a longevidade
dos adultos, os quais podem sobreviver por um periodo de até seis meses tanto em
insetarios quanto na natureza (Gilbert, 1972; Dunlap-Pianka et al., 1977). A
utilizacdo do polen também auxilia na diminuicdo da competicdo interespecifica, ja
que outros lepidopteros podem alimentar-se das mesmas flores, porém utilizando

somente o néctar como fonte de nutrientes.



Figura 1. Adulto de H. erato phyllis com proboscide
contendo gréos de pélen. Insetario do Departamento de
Genética — UFRGS.

Diversas espécies da familia Passifloraceae, os maracujas conhecidos
como flor da paixdo ou passion vine flowers, sdo utilizadas como planta hospedeira
para ovoposigcdo das fémeas e alimentagéo das lagartas. Dentre elas, pode-se citar
as espécies Passiflora suberosa, P. misera, P. capsularis, P. alata, P. edulis e P.
caerulea (Menna-Barreto & Araujo, 1985) (Figura 2).

de Castro et al. (2018) reuniram em uma recente revisdo os diferentes
mecanismos de defesa utilizados por estas plantas contra os hospedeiros, como: a)
producdo de glicosideos cianogénicos, para evitar a herbivoria; b) variagbes na
morfologia foliar, a fim de evitar o reconhecimento e ovoposi¢cdo pelas fémeas
(Dell’'aglio et al., 2016); c) presenca de nectarios extraflorais, que atuam como
atrativos principalmente para formigas, predadoras de lagartas e ovos
de Heliconius (Labeyrie et al., 2001); d) tricomas, que dificultam a locomocao e
herbivoria pelas imaturos (Gilbert, 1971); e) estruturas mimetizando ovos, a fim de
desencorajar a ovoposicao pelas fémeas (Williams & Gilbert, 1981); e f) dentre
outros, descritos para diversas espécies do género Passiflora. Os autores comparam
estes mecanismos a uma “corrida armamentista” entre Passiflora e Heliconius. A
coevolugcdo que ocorreu entre estes organismos é evidenciada pelos diferentes
mecanismos de defesa das passifloraceas, que exibiram caracteristicas a fim de



desencorajar a ovoposicao pelas fémeas e a herbivoria pelas lagartas, a0 mesmo
tempo, seguido pela selecdo de imaturos e adultos com adaptacdes capazes de

superar tais novidades evolutivas das plantas.

Figura 2. P. suberosa, indicada em setas amarelas,
utilizada pelas fémeas para ovoposicdo. Insetario do
Departamento de Genética — UFRGS.

Borboletas do género Heliconius realizam a busca visual por plantas
hospedeiras, além do comportamento de inspecdo das plantas por meio de
guimiorreceptores localizados na proboscide, palpos labiais, antenas e pernas, antes
da postura dos ovos (Briscoe et al., 2013; Thiele et al., 2016; Silva et al., 2018);
sendo assim, as fémeas utilizam mais de uma estratégia para obter sucesso na
identificacdo das plantas hospedeiras e na ovoposicao.

Os glicosideos cianogénicos produzidos pelas passifloraceas sdo toxicos
para os herbivoros que as ingerem, porém imaturos do género Heliconius sao
capazes de utilizar estas espécies de plantas como recurso. As lagartas assimilam e
sequestram estes compostos liberados pelas folhas, tornando os individuos
impalataveis para os predadores que as ingerirem. Os compostos toxicos sao
encontrados em maior concentracdo nos adultos, e também séo transferidos das
fémeas aos ovos (Hay-Roe & Nation, 2007). Cardoso & Gilbert (2013) observaram a
presenca de compostos toxicos em adultos recém-emergidos de trés espécies
de Heliconius (H. charithonia, H. cydno e H. ethilla), indicando que a defesa quimica



presente nos adultos se deve em parte a alimentacdo herbivora dos estadios
imaturos, porém também pode ser sintetizada de novo pelos adultos.

A coloracdo vibrante dos adultos evidencia sua impalatabilidade e serve
como alerta para os predadores. O fenbmeno de convergéncia entre padrdes de
coloracdo aposematicos nas diferentes espécies ndo palatdveis € comum, e €
conhecido como mimetismo Mdlleriano (Mller, 1879). Neste fendbmeno, ambas as
presas se beneficiam pela diminui¢cdo do risco individual de predacado, decorrente do
aprendizado e associacao do padrdo de coloracdo a uma experiéncia desagradavel
pelo predador (Merrillet al.,, 2015). O mimetismo Mdulleriano é observado nas
diversas espécies do género Heliconius, sendo esta uma das grandes areas de
interesse e estudo para estes insetos.

Ao anoitecer, € possivel observar a agregacdo de adultos em locais
comuns na vegetacao, formando dormitérios (Salcedo, 2010) (Figura 3) e cerca de
duas horas ap6s o amanhecer ocorre a dispersdo destes locais. Finkbeiner et
al. (2012) observaram gue este comportamento diminui o risco de predacédo quando

comparado a individuos solitarios, beneficiando os adultos em agregacéo.
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Figura 3. Dormitério com trés adultos de H. erato phyllis
observado ao amanhecer, em insetario do
Departamento de Genética — UFRGS.

A subespécie H. erato phyllis (Figura 4) ocorre desde o nordeste do Brasil
até o norte da Argentina. Estas borboletas sdo encontradas desde florestas até
ambientes urbanos, apresentando grande plasticidade ecologica. As fémeas



adultas ovopositam individualmente no meristema apical da planta hospedeira, e 0s
imaturos possuem cinco estadios larvais (Figura 5). A planta hospedeira
preferencialmente utilizada pelas lagartas é P. misera, porém a abundancia e
qualidade das plantas disponiveis no ambiente podem alterar esta preferéncia
(Rodrigues & Moreira, 2002). Apos a eclosdo dos ovos as lagartas passam a se
alimentar do tecido jovem da planta, proporcionando-as melhor sobrevivéncia e
desenvolvimento quando comparado aquelas que se alimentam de folhas maduras
(Rodrigues & Moreira, 2002).
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Figura 4. Adulto de H. erato phyllis em insetario do
Departamento de Genética — UFRGS.

Outro aspecto interessante da biologia destas borboletas € que, no
estagio larval, apresentam comportamento canibal com reconhecimento de
parentesco, ou seja, reconhecem e canibalizam preferencialmente lagartas nao
parentes (De Nardin et al., 2016). A postura individual dos ovos pode ser relacionada
ao comportamento canibal, ja que em espécies que realizam posturas de varios

ovos agrupados, com lagartas gregarias, ndo se observa o canibalismo.



Figura 5. Ciclo de vida de H. erato phyllis. A) Ovo no meristema apical de P.
suberosa. B) Lagarta de primeiro estadio em P. suberosa. C) Lagarta de quinto
estadio em P. suberosa. D) Pupa. Fotos: Jorge Bernardo-Silva.

3.2 Micro-organismos e Insetos

Assim como ocorre para humanos e demais vertebrados, a diversificacdo
e sucesso evolutivo dos insetos também depende em parte de suas interagces com
micro-organismos, 0S quais sao responsaveis por aprimorar dietas pobres em
nutrientes, auxiliar no desenvolvimento e maturagcdo do sistema imune do
hospedeiro, proteger o hospedeiro contra parasitas e patdbgenos, bem como auxiliar
na detoxificacdo de compostos secundarios presentes nos tecidos vegetais ingeridos
pelos insetos (Dillon & Dillon, 2004; Douglas, 2009; Engel & Moran, 2013). A partir
de técnicas moleculares independentes de cultivo, a identificacdo e descricdo das
comunidades microbianas que compde o TGI dos insetos pode ser melhor
compreendida, bem como as fun¢gbes que tais micro-organismos desempenham
para estes invertebrados. Aspectos quanto a microbiota da borboleta H. erato phyllis
ainda sdo pouquissimo estudados, sendo o trabalho de Hammer et al. (2014) o

unico estudo realizado até entdo, a partir de amostras de uma subespécie de H.



erato do Panama. Estudos que investiguem a diversidade de espécies do
género Enterococcus presentes no TGl da subespécie H. erato phyllis ainda n&o
foram realizados.

A aquisicdo de micro-organismos nos insetos se da tanto pela
alimentagdo, quanto pela interagdo dos insetos com o0 ambiente. Em insetos
eusociais como abelhas, formigas e cupins, as interacfes entre os adultos, bem
como o cuidado parental com os imaturos, facilta a disseminacdo de micro-
organismos (Engel & Moran, 2013). Dentre as regibes a serem colonizadas por
micro-organismos pode-se citar 0 exoesqueleto dos insetos, local que esta mais
exposto ao ambiente; contudo, a descricdo de uma microbiota residente nesta regido
corporal, como é descrito para humanos, por exemplo, ainda ndo é conhecida
(Douglas, 2015). Outro local a ser colonizado é o TGI dos insetos, local de facil
acesso a nutrientes e que oferece protecdo contra condi¢cdes desfavoraveis do
ambiente externo (como a dessecacdo); porém, a producdo de enzimas e as
diferentes variacdes de pH (pH 8 — 12 para lepidopteros, por exemplo) no TGI dos
insetos também eliminam grande parte dos micro-organismos ingeridos (Douglas,
2015). Por fim, algumas espécies de insetos também podem ser infectadas a nivel
celular, e células do hospedeiro contendo tais micro-organismos sdo chamadas de
bacteriocitos (Douglas, 2015).

Apesar de rico em fonte de nutrientes, o TGl dos insetos representa um
ambiente instavel para a colonizacdo microbiana; a troca do exoesqueleto nas
sucessivas mudas durante o estagio larval, como no caso das lagartas de
lepidopteros, também renova parte dos tecidos do sistema digestivo, representando
um desafio para a colonizagéo do TGI por micro-organismos (Engel & Moran, 2013).
Além disso, sabe-se que a complexidade do sistema digestivo dos insetos esta
diretamente relacionada a complexidade das comunidades microbianas residentes,
e que as condicbes desse microambiente modulam a diversidade de micro-
organismos ali presentes, mas também sdo moduladas pelas comunidades
microbianas residentes, como no caso da diminuicdo de pH ocasionada pela
colonizagéo de Enterococcus (Dillon & Dillon, 2004).

3.3 O Género Enterococcus
Enterococcus sao micro-organismos residentes da microbiota normal do
TGI dos mais diversos animais, dentre eles 0s insetos. Atualmente estao descritas
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58 espécies pertencentes ao género (LPSN, 2018), sendo E. faecalis, E. faecium, E.
casseliflavus, E. mundtii, E. durans, E. hirae e E. gallinarum as mais comumente
encontradas.

Em estudos realizados cerca de 40 anos atras, pesquisadores ja
obtinham sucesso no isolamento e identificacdo das espécies E. faecalis, E. faecium
e E. casseliflavus em oito ordens de insetos, a partir de amostras de besouros,
moscas, abelhas, vespas, cupins, grilos, borboletas, dentre outros insetos,
capturados em ambientes naturais (Martin & Mundt, 1972). Estudos mais recentes
relataram a ocorréncia de enterococos nas grandes ordens Coleoptera (Kim et al.,
2017), Hymenoptera (Audisio et al., 2011) e Diptera (Ghosh et al., 2014). Outros
estudos também ja descreveram a presenca de enterococos em diversos insetos
(Broderick et al., 2004; Brinkmann et al., 2008; Byappanahalli et al., 2012; Engel &
Moran, 2013; Holt et al., 2015).

Um crescente numero de estudos referentes a microbiota tém sido
realizados com insetos da ordem Lepidoptera, e a abundancia do género
Enterococcus no TGI de imaturos e adultos destes insetos tém levantado questbes
importantes quanto a funcdo destas bactérias nos invertebrados, e da sua
importancia na manutencdo da saude dos individuos (Hammer et al., 2014; Holt et
al., 2015; Chen et al., 2016; Ruokolainen et al., 2016; Snyman et al., 2016; Teh et
al., 2016; Shao et al., 2017).

Enterococcus pertencem ao Filo Firmicutes, sao bactérias acido-laticas,
Gram-positivas, anaerobias facultativas, com morfologia celular de cocos arranjados
aos pares ou em cadeias curtas (Schleifer & Kilpper-Balz, 1984). Possuem
temperatura 6tima de crescimento de 35 °C, porém toleram variacdes de 10-45 °C.
Sao capazes de crescer em pH de 4.5-10.0, na presenca de sais biliares, além de
suportarem concentracdes de 6,5% de NaCl presentes no meio.

Sua capacidade de sobrevivéncia em diversos ambientes sob diferentes
condicbes adversas faz com que estes micro-organismos sejam considerados
ubiquos, podendo ser encontrados no solo, agua, plantas, alimentos e no TGI de
uma variedade de espécies incluindo humanos, outros mamiferos e insetos
(Byappanahalli et al., 2012; Lebreton et al., 2014). Bactérias do género Enterococcus
também séo relatadas na area clinica como causadoras de endocardites e infec¢des
do trato urinario (Hollenbeck & Rice, 2012), sendo as espécies E. faecium e E.
faecalis as mais frequentemente associadas (Shepard & Gilmore, 2002). Além
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disso, estas espécies tém sido relatadas como resistentes a maioria dos
antimicrobianos comumente utilizados, tornando estes patégenos oportunistas como
motivo de preocupacdo tanto para o tratamento de infec¢cdes quanto para a
disseminagéo destas cepas resistentes no ambiente.

A combinacao da facilidade de aquisicdo de mecanismos de resisténcia e
viruléncia, aliado a capacidade de resistirem sob diferentes condicdes ambientais,
facilita a selecdo e disseminagdo de Enterococcus nos mais diversos ambientes
(Shepard & Gilmore, 2002).

3.4 Enterococcus sp. e a Resisténcia a Antimicrobianos

Enterococos resistentes sdo motivo de preocupacédo para a saude publica
devido a dificuldade no tratamento de infeccbes hospitalares causadas por estas
bactérias (endocardites, meningites e infeccbes do trato urinério), além de
impactarem também o meio ambiente, ja que estas cepas se disseminam facilmente
e sdo capazes de colonizar uma ampla variedade de habitats.

Dois tipos de resisténcia sdo relatados para enterococos: resisténcia
intrinseca, a qual esta presente no cromossomo destas bactérias, e resisténcia
adquirida, obtida através de elementos moveis como plasmideos ou transposons,
além de mutacdes esporadicas (Miller et al., 2014).

3.4.1 Resisténcia Intrinseca e Adquirida

A resisténcia intrinseca dos enterococos, ja foi relatada para o grupo dos
B-lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), para clindamicina e baixos niveis de
aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) (Garrido et al., 2014).

Bactérias do género Enterococcus também podem adquirir resisténcia a
uma ampla variedade de antimicrobianos, dentre eles: cloranfenicol, clindamicina,
estreptomicina, tetraciclina, altos niveis de aminoglicosideos, penicilina e
vancomicina (Murray, 1990).

Evidéncias sugerem que a enzima [-lactamase, responsavel pela
clivagem do anel presente nos B-lactamicos, inativando o antibiotico, relatada em
cepas de E. faecalis ocorreu pela aquisicio do operon de B-lactamase de
Staphylococcus aureus, evidenciando a habilidade deste género em adquirir
condicionantes de resisténcia de outros géneros bacterianos (Shepard & Gilmore,
2002; Miller et al., 2014). A aquisicdo de plasmideos carreadores de genes que
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codificam resisténcia a antibioticos facilita a disseminacéo de cepas resistentes ndo
somente entre uma espécie, mas também entre géneros bacterianos, como o
exemplo de Enterococcus e S. aureus citado anteriormente. Mutagcdes que conferem
resisténcia também acarretam um custo ao fitness do micro-organismo, porém
mutagbes compensatorias podem ser acumuladas rapidamente, anulando estes
efeitos negativos, tornando esta cepa resistente altamente persistente na populacéo
e de dificil eliminacdo (Dzidic & Bedekovi¢, 2003).

Devido a proximidade e abundancia de micro-organismos, o
microambiente do TGI é muito favoravel para a ocorréncia de transferéncias génicas
e aquisicdo de elementos méveis entre diferentes espécies de bactérias. No caso de
ambientes hospitalares, a disseminacdo de cepas resistentes devido ao uso de
agentes antimicrobianos se deve tanto pela selecdo de cepas resistentes, quanto
pelo desequilibrio da microbiota normal do hospedeiro, que possivelmente realizaria
de forma natural a regulacdo e equilibrio dos micro-organismos patogénicos. Sendo
assim, através de mutacfes esporadicas e aquisicdo de elementos moveis como
plasmideos e transposons, 0 mecanismo de acéo de diversos antimicrobianos pode
ser inativado, fazendo com que seu uso ndo seja mais eficaz contra a bactéria em
guestao (Hollenbeck & Rice, 2012).

3.4.2 B-lactamicos

Os B-lactamicos, como a penicilina e ampicilina, sdo moléculas analogas
aos precursores de pentapeptideos, e interferem na sintese do peptideoglicano
presente na parede celular bacteriana através da ligacdo a proteinas de ligacdo a
penicilina (PLP), que atuam de forma essencial neste processo
(Hollenbeck & Rice, 2012). Este mecanismo de acdo destes antimicrobianos o0s
torna ideais, ja que ndo sao toxicos as células eucarioticas (Miller et al., 2014).

Contudo, enterococos (principalmente E. faecium) possuem resisténcia
intrinseca a baixas concentracfes de B-lactamicos devido a presenca de mutacdes
nos genes pbp5, que codificam uma PLP com baixa afinidade a estes compostos.
Cepas de E. faecium também apresentam resisténcia a altas concentracfes destes
antimicrobianos (Shepard & Gilmore, 2002). A ocorréncia de cepas resistentes a
essa classe de antimicrobianos é relatada desde 1970.
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3.4.3 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos atuam inibindo a sintese protéica através de
ligacdes na subunidade 30S ribossomal. Para que esta ligacdo ocorra, € necessario
que o composto seja capaz de entrar na célula, porém enterococos possuem uma
baixa permeabilidade celular a estas moléculas, tornando-os resistentes a baixas
concentracdes deste grupo de antibibticos (Garrido et al., 2014).

A acéo sinérgica de aminoglicosideos com B-lactamicos pode ser utilizada
a fim de facilitar a entrada deste antibiético na célula, porém altos niveis de
resisténcia podem ser adquiridos devido a mutacdes na subunidade 30S ribossomal,
ou devido a atuacdo de enzimas que inativam o composto, como as
fosfotransferases (APHSs), acetiltransferases (AACs) e nucleotidiltransferases
(ANTSs), diminuindo a afinidade dos aminoglicosideos pelo ribossomo bacteriano e
tornando a acédo sinérgica dos compostos ineficaz para estas cepas (Garrido et al.,
2014; Miller et al., 2014).

3.4.4 Macrolideos

A eritromicina, um antimicrobiano da classe dos macrolideos, atua
inibindo a sintese protéica devido a sua ligacdo na molécula 23S rRNA da
subunidade 50S ribossomal. Sdo descritos trés principais mecanismos para a
resisténcia a estes compostos: a) modificagcdes no alvo devido a mutacdes pontuais
ou metilacdo da subunidade 23S do rRNA, diminuindo a afinidade e ligacdo dos
macrolideos; b) hidrélise do anel de lactona do macrolideo e ¢) producédo de bombas
de efluxo capazes de remover o antibiotico do interior da célula bacteriana
(Jensen et al., 1999; Garrido et al., 2014).

Em enterococos 0 mecanismo de resisténcia mais observado para este
antimicrobiano ocorre devido a metilacdo da porcdo 23S do rRNA (Garrido et al.,
2014). Os principais genes responsaveis por este mecanismo de resisténcia sao:
ermA, ermB, ermC e ermTR que codificam metiltransferases, além dos
genes mefA, mefE, msrA, msrC e mreA, os quais codificam bombas de efluxo que
removem o antibiotico do interior da célula (Garrido et al., 2014). Estes mecanismos

de resisténcia podem ser transferidos através de elementos genéticos moveis.

3.4.5 Quinolonas
A classe das quinolonas, como os antimicrobianos norfloxacina e
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ciprofloxacina, atua inibindo a atividade da DNA girase ou da topoisomerase 1V,
impossibilitando que o mecanismo de replicacdo do DNA atue de forma correta
(Miller et al., 2014). A enzima DNA girase possui funcdo essencial para a célula,
realizando quebras e novas ligacdes de forma a diminuir a supertor¢éo da dupla fita
de DNA durante o processo de transcricdo; jA a topoisomerase IV participa da
separacao da dupla fita de DNA no processo de divisao celular (Miller et al., 2014).
Ambas as enzimas sao tetrameros constituidos por duas subunidades: na enzima
DNA girase formadas pelas proteinas GyrA e GyrB, e na topoisomerase |V pelas
proteinas ParC e ParE (Swanberg & Wang, 1987; Miller et al., 2014).

A resisténcia a estes antimicrobianos ocorre devido a muta¢des pontuais
no gene gyrA na subunidade GyrA da DNA girase ou no gene parC da subunidade
ParC da topoisomerase |V, alterando a afinidade de ligagdo do antibi6tico, tendo
como consequéncia sua ineficicia; alem disso, outros mecanismos ja foram
relatados como a presenca de bombas de efluxo (emeA e efrAB) e proteinas
Qnr, que atuam evitando a formagdo do complexo quinolona-girase (Garrido et al.,
2014).

3.4.6 Glicopeptideos

A classe de glicopeptideos, como a vancomicina e a teicoplanina, atua
formando complexos com a regido terminal dos precursores de peptideoglicano,
inibindo a sintese de parede celular nas células bacterianas (Hollenbeck & Rice,
2012). A resisténcia dos enterococos a esta classe esta associada aos genes que
diminuem a afinidade dos precursores aos antimicrobianos, resultando na sintese
normal de parede celular (Shepard & Gilmore, 2002). A disseminacao
de enterococos resistentes a vancomicina (VRE) € motivo de preocupacdo, ja que
estas bactérias tém sido associadas como principais patégenos causadores de
infeccdes nosocomiais, principalmente a espécie E. faecium (Hollenbeck & Rice,
2012).

Sao descritos nove genes de resisténcia aos glicopeptideos, vanA, vanB,
vanD, vanE, vanG, vanL, vanM, e vanN, adquiridos através de plasmideos ou
transposons, e do gene cromossomal vanC (Miller et al., 2014).

Os determinantes para a resisténcia a glicopeptideos mais relevantes
clinicamente sédo vanA e vanB, os quais fazem parte de operons que codificam um

sistema regulatério de dois componentes, com enzimas envolvidas na reciclagem de
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precursores D-Ala-D-Ala do peptideoglicano a D-Ala-D-Lac (Guzman et al., 2016);
ambos o0s operons sao localizados em transposons e podem ser transferidos e
detectados tanto em E. faecium, quanto em E. faecalis. Apesar de frequentemente
isolados de amostras clinicas, enterococos resistentes a vancomicina ja foram
encontrados em animais selvagens, destacando a importancia da disseminacao
destas cepas resistentes no ambiente (Mallon et al., 2002).

3.5 Enterococos e os Fatores de Viruléncia

Além de apresentarem genes que conferem resisténcia aos compostos
antimicrobianos, os enterococos também possuem genes cromossomais ou podem
adquirir genes que facilitam a colonizacdo e persisténcia no hospedeiro. Dentre os
genes que codificam fatores de viruléncia, os mais relatados s&o os relacionados a
proteinas de superficie codificada pelo gene agg, que expressa uma substancia de
agregacdao, adesina de colageno codificada pelo gene ace e a proteina de superficie
extracelular, envolvida também na formacdo de biofilme, codificada pelo gene esp.
Também estdo associados ao aumento da viruléncia em cepas de Enterococcus sp.
0os genes gelE, que codifica a enzima gelatinase, e cylA, que codifica a enzima
citolisina.

A substancia de agregacdo (Agg) € uma proteina de superficie de E.
faecalis necessaria para o contato celular durante a conjugacdo, bem como para
aprimorar a adesdo das bactérias as células eucaribticas (Medeiros et al., 2014).
Estas proteinas sdo importantes componentes do sistema de transferéncia génica
bacteriano, jA que atuam mediando o contato entre o micro-organismo doador e o
receptor, facilitando a transferéncia de plasmideos (Mundy et al., 2000). A expressao
destas proteinas é responsavel pela formacdo de grandes agregados e contribui
para a patogénese nos processos de infeccdo; a expressdo de agg também esta
relacionada ao aumento da hidrofobicidade da superficie celular dos Enterococcus
sp. (Fisher & Phillips, 2009). Outra proteina de superficie celular é a adesina de
colageno (Ace), responsavel pela associacdo das bactérias as proteinas da matriz
extracelular do hospedeiro, aprimorando 0 sucesso na interagdo entre patdogeno e
hospedeiro.

As proteinas de superficie extracelular sdo codificadas pelo gene esp,
frequentemente associado a cepas causadoras de infeccdo na area clinica. A Esp é

uma grande proteina de parede celular responsavel por promover adesao,
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colonizagéo e evasao do sistema imune do hospedeiro (Fisher & Phillips, 2009). O
gene esp estd relacionado a ilhas de patogenicidade das espécies E. faecalis e E.
faecium (Mundy et al., 2000; Garsin et al., 2014). Este fator de viruléncia aprimora a
persisténcia destes micro-organismos no hospedeiro durante as infeccdes
(Upadhyaya et al., 2009), sendo associado a persisténcia de infeccbes do trato
urinario e na formacao de biofilme.

As proteinas extracelulares que degradam moléculas do hospedeiro séo
também consideradas como fatores que tornam estes micro-organismos mais
virulentos durante as infec¢des. O fator de viruléncia gelE € um gene cromossomal e
esta associado a producdo da enzima gelatinase, principalmente em E. faecalis.
Esta enzima é liberada para o meio extracelular e € capaz de hidrolisar substancias
como a gelatina, caseina, hemoglobina, além de outros peptideos bioativos do
hospedeiro (Koch et al., 2004; Fisher & Phillips, 2009).

Outra enzima produzida e liberada para o0 meio externo € a citolisina,
codificada por um operon contendo oito genes (cylR1, cylR2, cyILL, cylLS, cylM,
cylB, cylA, cyll), que pode tanto estar presente no cromossomo, quanto em
plasmideos bacterianos (Mundy et al.,, 2000; Koch et al., 2004; Medeiros et al.,
2014). A atividade da enzima citolisina ja foi observada a partir da degradacédo de
eritrocitos em meio enriquecido com sangue proveniente de humano, de cavalo ou
coelho (Koch et al., 2004; Upadhyaya et al., 2009). Além da atividade hemolitica, a
citolisina também possui atividade bacteriostatica contra outras bactérias Gram-
positivas (Mundy et al., 2000; Koch et al., 2004).

3.6 Producédo de Bacteriocinas

Bacteriocinas sao metabdlitos produzidos pelos micro-organismos, que
possuem acado contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Estes peptideos
podem ser simples ou muito complexos, e sua caracteristica ndo téxica os torna
candidatos a aplicagBes biotecnoldgicas, sendo utilizados para combater patdégenos
humanos e animais, bem como na preservagéo de alimentos (Ahmad et al., 2017).

As bacteriocinas podem ser classificadas em diferentes grupos de acordo
com suas caracteristicas genéticas, seu tamanho, modo de acdo contra bactérias,
termo estabilidade, estrutura quimica, suscetibilidade enzimatica, cepas produtoras,
dentre outras caracteristicas (Kaskoniené et al., 2017). Podem ser termoestaveis ou

nao (peptideos maiores tendem a ser termolabeis). Estes peptideos possuem
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diversos mecanismos de acdo contra as bactérias, como ligagdo em componentes
da parede ou membrana celular para formacéo de poros, bem como lise ou inibicdo
de sua sintese (Ahmad etal., 2017). Estes compostos tém potencial de acédo
sinérgica com o uso de antibioticos, propiciando melhor agdo dos mesmos.

Ambientes como o TGI, que apresentam grande densidade de micro-
organismos competindo por nutrientes e pela colonizacdo do hospedeiro, sdo muito
favoraveis para a producdo e disseminacdo de elementos moveis contendo genes
para as bacteriocinas. A producado de peptideos antimicrobianos nestes ambientes é
capaz de diminuir a competicdo e modular as comunidades microbianas residentes
neste nicho ecolégico. Assim, eliminar competidores com consequente aumento da
disponibilidade de nutrientes para o crescimento das cepas torna a producéo destes
peptideos muito vantajosa para os micro-organismos (Jones, 2016; Rios et al.,
2016).

A obtencédo destes peptideos se da através de um screening de atividade
inicial, utilizando o sobrenadante de um crescimento bacteriano contendo as
bacteriocinas, seguido da purificagdo e caracterizacdo do composto bioativo em
estudo. Podem ser realizados testes de aquecimento e resfriamento, variacdes de
pH, salinidade e exposicdo da bacteriocina a enzimas proteoliticas, a fim de avaliar
sua estabilidade para potencial aplicacéo biotecnoldgica (Kaskoniené et al., 2017).

Na industria de alimentos os peptideos purificados podem ser adicionados
em produtos, a fim de aprimorar sua conservacdo e seguranga contra possiveis
contaminagdes por patdbgenos como Listeria monocytogenes e Escherichia coli.
Além disso, as cepas produtoras de bacteriocinas podem ser adicionadas
diretamente no alimento como culturas starter ou culturas protetoras (Alvarez-
Sieiro et al., 2016).

Bacteriocinas produzidas por enterococos sao conhecidas como
enterocinas; estes peptideos ja foram encontrados em cepas de Enterococcus sp.
provenientes de diversas origens, dentre elas amostras clinicas, de alimentos,
rejeitos, em fezes e no TGl de animais e humanos, além de outras amostras
ambientais (Ness et al., 2014).

Enterococcus séo bactérias comensais do TGI, o que as torna potenciais
micro-organismos a serem utilizados como probioticos, com intuito de beneficiar
nossa saude. Com relacdo a aplicag6es biotecnoldgicas envolvendo Enterococcus

sp. produtores de enterocinas, 0 uso de cepas que ndo possuem genes
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responsaveis por conferir maior viruléncia é desejavel (Lebretonet al., 2014),
principalmente devido a transferéncia facilitada destes elementos para demais
bactérias no microambiente intestinal.

Os artigos mais recentes relatam cepas produtoras de enterocinas
isoladas de amostras fecais (Al-Seraih et al., 2017), amostras clinicas
(Geldart & Kaznessis, 2017), leite materno (Kivang et al., 2016), meconio (Al-Atya et
al., 2016), vinho (Duindar, 2016), pepino fermentado (Gao et al., 2016), leite de cabra
cru (Perin et al., 2016), ceco intestinal de frangos (Shehata et al., 2016), dentre
outros. As bacteriocinas mais frequentemente encontradas em enterococos s&o
codificadas pelos genes entA, entB, entP e mundticinKS.

3.7 Eletroforese em Campo-Pulsado (PFGE)

A eletroforese em campo pulsado, do inglés pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), é uma técnica considerada como padrdo ouro para
determinacdo do perfil clonal de cepas de Enterococcus sp. (Turabelidze et al.,
2000).

Esta técnica € realizada a partir da extragcdo e clivagem de grandes
fragmentos de DNA cromossomal (Murray et al., 1990). Apés a clivagem com a
enzima de restricdo apropriada, é aplicado campo elétrico chamado campo pulsado
sob os fragmentos de DNA cromossomal. A denominacdo campo pulsado é
utilizada, pois o campo elétrico é aplicado de forma alternada, em trés diferentes
angulos; a cada alteracdo na direcédo da corrente elétrica ocorre troca da direcéo de
migracdo e reorganizacdo das moléculas de DNA (Magalhdes et al., 2005). Os
angulos aplicados, bem como a voltagem utilizada podem ser ajustados por
determinado periodo de tempo, de acordo com cada protocolo e espécie analisada.
Em seguida é possivel observar no gel de agarose, a partir de impregnagdo com
brometo de etideo, por exemplo, diferentes bandas correspondentes aos fragmentos
gerados, caracterizando o perfil da cepa analisada. A interpretacao é feita a partir da
visualizacdo e comparacao de bandas existentes ou ndo em cada amostra, e pode
ser feita a partir de programas de bioinformatica (Tenover et al., 1995).

A técnica de PFGE é muito utilizada em estudos epidemioldgicos, a fim de
investigar a origem e disseminacdo das cepas causadoras de surtos importantes
(Somily et al., 2016; Marchi et al., 2017; Danino et al., 2018; Zhang et al., 2018). A

partir da comparacdo dos perfis de fragmentagcdo obtidos sao gerados
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dendrogramas de acordo com a similaridade genética entre as cepas, e é possivel
investigar a origem e disseminacao de linhagens patogénicas entre as populacdes
humanas e animais.

Apesar de menos numerosos, estudos utilizando a técnica de PFGE néo
se restringem a area clinica, e também sdo realizados com cepas provenientes de
amostras de animais e do ambiente, sendo que estas analises podem auxiliar, por
exemplo, em estudos envolvendo a ecologia das populacbes microbianas
(Donabedian et al., 2010; Furukawa et al.,, 2011; Ahmad et al., 2011; Stepien-
Pysniak et al., 2018).

O PFGE é uma técnica amplamente utilizada, porém demanda tempo
para ser executada, logo caso a pesquisa realizada necessite de um resultado
rapido, esta técnica pode ndo ser a melhor opcdo para caracterizacdo das cepas
(Hazirolan et al., 2017; Lytsy et al., 2017).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem das Amostras — H. erato phyllis

Entre novembro de 2014 e marco de 2015 foram coletadas, com auxilio
de redes entomoldgicas, fémeas adultas ja fecundadas da borboleta H. erato phyllis
em trés locais do Estado do RS, Brasil: Estagido Agronémica de Aguas Belas (30° 02'
18.1" S; 51° 01' 23.0" W), Viamao (30° 09' 40.5" S; 50° 55' 01.5" W) e S&o Francisco de
Paula (29° 26' 34.1" S; 50° 36' 48.8" W), as quais receberam o cédigo de HEAB2,
HEV2 e HES2, respectivamente (Figura 6). As fémeas foram transportadas e
isoladas em insetarios no Laboratério de Genética Ecolégica e Evolucdo da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), com dimensdes de 2,3m x 3m
x 3m (largura, comprimento, altura), aproximadamente.

Os insetarios continham plantas que simulavam condi¢cdes naturais,
incluindo P. suberosa, utilizada pelas fémeas para ovoposi¢cdo. Diariamente foi
realizada a alimentacdo das borboletas com uma mistura contendo agua, mel e
polen, bem como a coleta dos ovos com auxilio de pincéis (Figura 7).

Os ovos coletados foram transportados para o laboratério e depositados
em potes de criacdo individuais contendo papel imido ao fundo, a fim de manter a
umidade do microambiente. Diariamente foi realizada a higienizacao dos recipientes
e a alimentacéo das lagartas com lotes de P. suberosa. Foram coletadas fezes de
lagartas nas 48 horas do quinto estadio, com auxilio de colher plastica descartavel
(Tabela 1).

As fezes foram armazenadas em microtubos de 1,5 mL, transportadas
para o Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do ICBS/UFRGS
e mantidas a -80°C até o seu processamento. No total foram coletadas 12 amostras
de fezes, sendo cinco de fezes de imaturos da fémea HEABZ2, cinco de imaturos da
fémea HEV2 e dois de imaturos da fémea HES2 (Figura 8).
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Legenda
@ HEAB2
O Hes2
@ Hew2

Figura 6: A) Locais de coleta das fémeas de H. erato phyllis no Estado do RS;

detalhe dos locais de coleta por fémea: B) HEAB2; C) HES2; D) HEV2.



Figura 7: Adultos de H. erato phyllis alimentando-se
em insetario do Departamento de Genética —

UFRGS.

Tabela 1. Detalhes da coleta de amostras fecais dos doze

imaturos de H. erato phyllis utilizados no estudo.

Fémea Imaturos Data da ecloséo

Data da coleta das

dos imaturos amostras
6 20 nov. 2014 03 dez. 2014
7 21 nov. 2014 03 dez. 2014
HEAB2 10 22 nov. 2014 04 dez. 2014
11 23 nov. 2014 04 dez. 2014
14 28 nov. 2014 09 dez. 2014
9 04 fev. 2015 16 fev. 2015
18 12 fev. 2015 24 fev. 2015
HEV2 26 28 fev. 2015 09 mar. 2015
27 26 fev. 2015 09 mar. 2015
29 02 mar. 2015 10 mar. 2015
m *
HES2
17 01 abr. 2015 12 abr. 2015

*dados néo disponiveis

22



23

HEAB2 HEV2 HES2

o : ' ‘ (— ! v | ﬁk—!
6%1011§%1826§29 3 17
Figura 8: llustracdo das fémeas adultas e dos imaturos utilizados no estudo.
Fémea HEAB2 e proles 6, 7, 10, 11, 14; fémea HEV2 e proles 9, 18, 26, 27,
29; fémea HES2 e proles 3 e 17, totalizando 12 amostras. Os imaturos da

mesma fémea foram considerados irmaos, ja que fémeas de H. erato
phyllis sdo monéandricas. llustragéo: Gabriella Oliveira de Araujo.

4.2 Bacterioteca de Enterococcus sp. lIsolados de Amostras Fecais de

Imaturos de H. erato phyllis

Cento e setenta e oito enterococos utilizados no presente estudo fazem
parte da bacterioteca do Laboratorio 222-C do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) —
UFRGS. Todos os enterococos foram isolados de amostras fecais dos imaturos
de H. erato phyllis, identificados e classificados quanto ao perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos entre marco de 2015 e abril de 2016. Dos 178 enterococos isolados,
125 foram identificados como E. casseliflavus, 33 como E. mundtii, dois como E.
faecalis e 18 como Enterococcus sp (Huff, 2016).

Em relacdo aos fendtipos de resisténcia, das 178 cepas, 120
apresentaram niveis de resisténcia a pelo menos um dos antibiéticos testados. Cem
enterococos apresentaram resisténcia a rifampicina, 55 a eritromicina e 11 a
norfloxacina e/ou ciprofloxacina (Huff, 2016).

4.3 Deteccao dos Genes de Resisténcia nos Enterococos
A determinacdo da presenca dos genes de resisténcia nos enterococos
com fendtipos resistentes foi realizada empregando a técnica da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR). Para os 55 enterococos resistentes a eritromicina foram
testadas a presenca dos genesermA, ermB, ermCe msrC. Ja para os 11
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enterococos que apresentaram resisténcia a norfloxacina e/ou ciprofloxacina, foi
investigada a presenca de mutacao no gene gyrA.

As sequéncias de DNA dos oligonucleotideos iniciadores, suas
respectivas temperaturas de anelamento e massas moleculares em pares de bases
(pb) esperadas sao mostradas na Tabela 2. Os controles positivos utilizados nas
reacoes foram: Enterococcus sp. 485 para erm(B) (Medeiros, 2011), E. faecalis M1.7
para erm(C) (Costa, 2018), E. faecium P4-1 para msrC (Prichula, 2015) e E. faecalis
ATCC 29212 para mutac&do no gene gyrA.

A reacgao de PCR foi otimizada para um volume total de 25 pL, contendo:
1x de tampao Tag DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Ludwig Biotecnologia), 1,5 mM de MgClz (com excecéo
para o gene gyrA que foi utilizada a concentracdo de 3 mM de MgClz), 200 uM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1U de Taqg DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia),
100 ng de DNA e agua MilliQ para completar o volume.

Para a amplificagéao foi utilizado o termociclador 2720 Thermal Cicler nas
seguintes condicodes:

-ermA, ermB e ermC: 3 minutos a 93 °C, seguido por 35 ciclos de 1
minuto a 93 °C, 1 minuto a 52 °C e 1 minuto a 72 °C, e uma extenséao final de 5
minutos a 72 °C.

- msrC: 5 minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 52 °C e 1 minuto a 72 °C, e uma extensao final de 5 minutos a 72 °C.

- gyrA: 5 minutos a 94 °C, seguido por 40 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1
minuto a 52 °C e 1 minuto a 72 °C, e uma extensao final de 5 minutos a 72 °C.

Apbs a reacdo de PCR, os produtos amplificados foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain em

fotodocumentador.
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Tabela 2. Oligonucleotideos iniciadores, sequéncias de DNAs, temperaturas de anelamento (TA) e
massa molecular geradas nas reacoes de PCR para os genes de resisténcia a macrolideos (ermA,
ermB, ermC, msrC) e quinolonas (gyrA), e para os fatores de viruléncia gelE, cylA, ace, esp e agg.

Tamanho
Oligonucleotideos . TA do produto .
o Sequéncia Referéncia
Iniciadores (°C)3 de PCR
(pb)*
erm(A)_F! TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA
52 645 Sutcliffe et al. (1996)
erm(A)_R CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT
erm(B)_F* GAAAAGGTACTCAACCAAATA )
52 639 Sutcliffe et al. (1996)
erm(B)_R AGTAACGGTACTTAAATTGTTTAC
erm(C)_F! TCAAAACATAATATAGATAAA _
52 642 Sutcliffe et al. (1996)
erm(C)_R GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT
msrC_3! AAGGAATCCTTCTCTCTCCG
52 343 Werner et al. (2001)
msrC_4 GTAAACAAAATCGTTCCCG
gyrA_F! ATGAACGAATTGGGT
52 250 Rathnayake et al. (2011)
gyrA_R AATTTTACTCATACGTGCTT
gelE_TE9? ACCCCGTATCATTGGTTT
50 419 Eaton & Gasson (2001)
gelE_TE10 ACGCATTGCTTTTCCATC
cylA_TE172 TGGATGATAGTGATAGGAAGT
59 517 Eaton & Gasson (2001)
cylA_TE18 TCTACAGTAAATCTTTCGTCA
acel F? AAAGTAGAATTAGATCCACAC
59 320 Mannu et al. (2003)
ace2_R TCTATCACATTCGGTTGCG
ESP462 TTACCAAGATGGTTCTGTAGGCAC
60 913 Shankar et al. (1999)
ESP47 CCAAGTATACTTAGCATCTTTTGG
2
agg_TE3 AAGAAAAAGAAGTAGACCAAC 60 1553 Eaton & Gasson (2001)
agg_TE4 AAACGGCAAGACAAGTAAATA

1: Genes de resisténcia ermA [erm(A)_F e erm(A)_R], ermB [erm(B)_F e erm(B)_R], ermC [erm(C)_F e erm(C)_R], msrC (msrC_3 e
msrC_4), e gyrA (gyrA_F e gyrA_R); 2: Genes de viruléncia gelE (gelE_TE9 e gelE_TE10), cylA (cylA_TE17
ecylA_TE18), ace (acel_F e ace2_R), esp (ESP46 e ESP47) e agg (agg_TE3 e agg_TE4); 3: TA - temperatura de anelamento; 4: pb -
pares de bases.

4.4 Avaliacdo Genotipica e Fenotipica dos Fatores de Viruléncia nos
Enterococos

4.4.1 Deteccao Genotipica dos Fatores de Viruléncia
A presenca dos genes gelE, cylA, ace, esp e agg, que codificam
para fatores de viruléncia, foi testada em todos os 178 enterococos da
bacterioteca, pela técnica de PCR (Tabela 2).

Os controles positivos utilizados nas reacdes foram: E. faecalis ATCC
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29212 para gelE, E. faecalis 8 para cylA (Medeiros, 2011), E. faecalis C12 para ace
(Medeiros, 2011), E. mundtii HEAB2-14.3 para esp (este trabalho), e E. faecalis
M2.15 para agg (Costa, 2018).

A reacgao de PCR foi otimizada para um volume total de 25 pL, contendo:
1x de tampdo Tag DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador (Ludwig Biotecnologia), 1,5 mM de MgClz, 200 uM de
dNTPs (Ludwig Biotecnologia), 1U de Taq DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia),
100 ng de DNA e &gua MilliQ para completar o volume. Para a amplificacdo foi
utilizado o termociclador 2720 Thermal Cicler nas seguintes condicdes: 5 minutos a
94 °C, seguido por 35 ciclos de 1 minuto a 94 °C, 1 minuto na temperatura de
anelamento ideal para cada gene (Tabela 2), 1 minuto a 72 °C, e uma extenséao final
de 5 minutos a 72 °C. Para o gene agg foram utilizados 30 ciclos, e a extensao final
a 72 °C durante 10 minutos.

ApoOs a reacdo de PCR, os produtos amplificados foram visualizados por
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain em
fotodocumentador.

4.4.2 Avaliacao de Atividade da Gelatinase

As cepas que apresentaram amplificacdo para o gene gelE foram
submetidas a prova fenotipica da atividade da enzima gelatinase, segundo Marra et
al., (2007) com adaptacoes.

Os enterococos positivos para o gene gelE foram previamente reativados
em agar BHI a 37 °C por 24 horas. Em seguida, os isolados foram semeados por
picada em tubos contendo meio gelatina (0,8% agar nutriente e 12% gelatina), bem
como o controle positivo S. aureus ATCC 25923. Os tubos foram incubados a 37 °C
por 72 horas. Ap6s a incubacédo os tubos foram refrigerados a 4 °C por 30 minutos e,
em seguida, foi verificada a consisténcia do meio de cultura comparada ao controle
positivo. Os resultados foram considerados positivos para a expressédo da enzima

gelatinase quando observada a consisténcia liquida do meio de cultura.

4.4.3 Avaliacao de Atividade Hemolitica
A atividade hemolitica foi testada para todos os enterococos isolados das
fezes de imaturos de borboletas. As bactérias foram previamente reativadas em agar

BHI a 37 °C por 24 horas. Em seguida, foram semeadas por picada em agar base
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TSA suplementado com 5% de sangue de carneiro (NewProv).

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas. Apos a incubacéao,
quando verificada a presenca de um halo ao redor da colénia (hemolise total ou
parcial) os resultados foram considerados positivos, e na auséncia do halo

considerados como negativos.

4.5 Deteccao da Producdo de Compostos com Atividade Antimicrobiana

A capacidade dos enterococos isolados das fezes dos imaturos de
borboleta produzirem compostos com atividade antimicrobiana, como enterocinas e
compostos acidos, foi investigada nas cepas que nao apresentavam resisténcia a
nenhum antimicrobiano testado previamente (Huff, 2016), bem como,
preferencialmente, ndo apresentavam resultado positivo para amplificacdo dos
fatores de viruléncia testados. Estas caracteristicas foram evitadas a fim de que,
caso detectado, o composto pudesse ser futuramente isolado e purificado de uma

cepa nao relacionada a fenétipos ou genadtipos associados a cepas mais virulentas.

4.5.1 Triagem dos Isolados Produtores de Substancia Antagonista

O ensaio para verificar a producdo de compostos foi realizado contra a
cepa padrdo de L. monocytogenes ATCC 7644, pela técnica de dupla camada,
segundo Tagg & McGiven (1971), com adaptacdes. Os enterococos isolados foram
reativadas em agar BHI e incubadas a 37 °C por 24 horas. A pureza das coldnias foi
verificada e em seguida uma colénia foi semeada por picada em triplicata em nova
placa dividida em dois setores contendo agar BHI, com nova incubacéo a 37 °C por
24 horas; neste dia também foi realizada a semeadura da cepa padrdo em agar BHI,
incubada a 30 °C por 24 horas.

Apods a incubacdo da cepa padrao, foi realizada uma suspensdo em
solucéo salina estéril a 0,85% correspondente a 0,5 na escala MacFarland; 100 uL
desta suspensdao foi transferido para Erlenmeyer contendo agar BHI semi-sélido
(0,7% agar) previamente preparado e fundido a 45 °C. Esta suspenséao foi vertida
sobre as placas com crescimento de enterococos em picada, formando uma
sobrecamada. As placas foram novamente incubadas a 37 °C por 24 horas. Apés a
incubacgéo a formacgao de halos ao redor do inoculo de enterococos foi considerado
como resultado positivo para a producdo de substancia antagonista. O diametro dos
halos das triplicatas foram medidos e registrados.
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4.5.2 Deteccéo Genotipica da Enterocina mundticinKS por PCR

A presenca do gene mundticinKS pela técnica de PCR foi avaliada nos
enterococos com resultado positivo para a producdo de substancia antagonista.
Foram utilizados 0s oligonucleotideos iniciadores MunKS-F
(TGAGAGAAGGTTTAAGTTTTGAAGAA) e MunKS-R
(TCCACTGAAATCCATGAATGA) (Zendo et al.,, 2005). A reacdo de PCR foi
otimizada para um volume total de 25 uL, contendo: 1x de tampédo Tagq DNA
polimerase (Ludwig Biotecnologia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador
(Ludwig Biotecnologia), 1,5 mM de MgClz, 200 uM de dNTPs (Ludwig Biotecnologia),
1U de Taq DNA Polimerase (Ludwig Biotecnologia), 100 ng de DNA e agua MilliQ
para completar o volume.

Para a amplificacéo foi utilizado o termociclador 2720 Thermal Cicler nas
seguintes condi¢des: 3 minutos a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 30 segundos a 94
°C, 30 segundos a 55 °C, 1 minuto a 72 °C, e uma extensao final por 5 minutos a 72
°C. Na reacéao foi utilizado o controle positivo E. mundtii J5 (Comerlato, 2015). O
produto esperado de 380 pares de base foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain em fotodocumentador.

4.6 Andlise da Diversidade Genética dos Enterococos por PFGE
Para andlise do perfil clonal dos enterococos isolados dos imaturos
provenientes de diferentes méaes foi empregada a técnica de PFGE. Foram
selecionados 86 enterococos conforme os seguintes critérios: origem materna (fezes
de lagartas da fémea HEAB2, HEV2 e HES?2), espécie de Enterococcus e perfil de

suscetibilidade a antimicrobianos (Tabela 3).

4.6.1 Extragdo do DNA Gen6mico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada segundo Murray et al. (1990) e
Saeedi et al. (2002) com modificacdes. Os isolados selecionados foram reativados
em agar BHI a 37 °C por 24 horas. A pureza das colbnias foi verificada e em seguida
uma colbnia isolada foi transferida para microtubo contendo 1 mL de caldo BHI
(Himedia®), seguido de incubagdo a 35 °C por 5 horas. Ap6s a incubagéo foi
realizada centrifugacéo (10 minutos a 3.000 rpm) e descarte do sobrenadante. O
pellet contendo crescimento bacteriano foi ressuspendido com 300 pL de solucéao
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PIV (NaCl 1M, Tris HCI 10 mM [Vetec®], pH 7,6), seguido de nova centrifugacao da
suspensao (10 minutos a 3.000 rpm) e descarte do sobrenadante. Esta lavagem foi
realizada trés vezes consecutivas. Apos a Ultima centrifugacdo e descarte do
sobrenadante o pellet foi homogeneizado com nova solucdo PIV e 300 uL de
Agarose Low-Melting Point (Invitrogen®) a 1,8% em tampao PIV. O conteudo foi
homogeneizado e transferido para moldes. Os moldes foram mantidos a 4 °C
durante 10 minutos para solidificacdo dos blocos. Em seguida foi realizada a
confeccdo dos plugs com cerca de 2 mm cada a partir de cortes dos blocos de
agarose contendo células bacterianas solidificados. Para cada amostra foram
confeccionados trés plugs.

AplOs a aquisicdo de células bacterianas no interior dos blocos de
agarose, foram realizados tratamentos enziméticos para a extragdo do DNA
gendmico. Os plugs foram transferidos para tubos e tratados com solucdo de lise
EC: (6 mM Tris-HCI [Vetec®] pH 7,6; 1 M NaCl [Vetec®], 100 mM EDTA [Vetec®] pH
7,5; 0,5% [p/v] de Brij 58 [Sigma-Aldrich®], 0,5 % [p/v] de lauril sarcosinato de sédio
[Sigma-Aldrich®], 0,2% de desoxicolato de sodio [Sigma-Aldrich®], 1 mg/mL de
lisozima [Sigma-Aldrich®] e 10 U/mL de mutanolisina [Sigma-Aldrich®]), incubados a
37 °C por 18 a 24 horas sob leve agitacdo. Apés a incubacdo a solucdo EC foi
descartada e foi adicionada aos tubos a solucéo para protedlise ESPK: (0,5M EDTA
[Vetec®], pH 8,0; 1% [p/v] lauril sarcosinato de sddio [Sigma-Aldrich®], 0,1 mg/mL
proteinase K [Sigma-Aldrich®]), seguido de incubacdo a 50 °C por 1 hora sob leve
agitacdo. Em seguida a solucdo ESPK foi descartada e adicionou-se aos tubos nova
solucéo para protedlise ESPK, seguido de nova incubacédo a 50 °C por mais 1 hora
sob agitacao.

Apds o tratamento enzimatico, a solucdo ESPK foi descartada e os plugs
foram lavados com tampao TE (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,1 mM EDTA [Vetec®])
durante 20 minutos a temperatura ambiente. O tampdo foi descartado e foram
realizadas mais trés lavagens sucessivas com tampao TE. Apés a ultima lavagem
adicionou-se novo tampao TE e os plugs foram armazenados a 4 °C até a retomada

das andlises.
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Tabela 3. Origem, identificacdo e perfil de suscetibilidade a antimicrobianos dos Enterococcus
utilizados para a técnica de PFGE.

Suscetibilidade aos
Fémea Espécie Imaturos ID do isolado Antimicrobianos %34
RIF ERI  NOR CIP

HEAB2 E. casseliflavus 6,7,10e 11 6.12%, 6.20, 7.23, 10.10, 11.8, 11.18
6,710e 11 6.2,6.4,7.22,10.5,10.12,11.9
7el11 76,7.9,7.11,11.6
7 7.2,73,7.19
7 7.20,7.21
7 7.13
7 7.16
7e10 7.17,10.17
10 10.7
10 10.8,10.9
E. faecalis 6 6.18,6.19
E. mundtii 14 14.1,14.3,14.5,14.7,14.9, 14.12
Enterococcus sp. 6e7 6.5 7.15
7el14 7.12,614.14,14.16
10 10.6
HEV?2 E. casseliflavus 9 91,9394
9 95,99 9.14,9.17,9.20,9.24
18e 26 18.15, 26.2, 26.9, 26.20
18 18.2,18.4,18.6, 18.16, 18.18, 18.21
E. mundtii 26,27 e 29 26.14,26.21, 27.3, 27.16, 29.2, 29.19
Enterococcus sp. 18e 26 18.3,18.10, 26.5
26e 29 26.19, 29.14, 29.20
HES?2 E. casseliflavus 3 3.2,3.15, 3.20, 3.22
E. mundtii 3 3.4, 3.16, 3.18, 3.19, 3.21, 3.24
Enterococcus sp. 17 17.10,17.14,17.16 S S S
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16.12 indica cepa 12, isolada da amostra de fezes da lagarta 6, da ffmea HEAB2. A mesma construcdo de legenda foi utilizada para
todas as cepas.

2 RIF, Rifampicina (5 ug); ERI, Eritromicina (15 pg); NOR, Norfloxacina (10 ug); CIP, Ciprofloxacina (5 ug).

3 S, Sensivel; |, Intermediario; R, Resistente.

4 Os isolados eram sensiveis aos outros sete antimicrobianos testados [gentamicina (120 ug), tetraciclina (30 ug), estreptomicina (300
Mg), vancomicina (30 ug), cloranfenicol (30 ug), nitrofurantoina (300 ug), ampicilina (10 pg)].

4.6.2 Digestdo com enzima de Restricdo Smal
Para cada enterococos selecionando apenas um plug foi escolhido para o
prosseguimento das analises. O plug contendo o DNA gendmico foi transferido para
um microtubo e pré-incubado com tampdo da endonuclease de
restricdo Smal (Invitrogen®) em temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a
incubacgéo adicionou-se ao tampédo 20 U da endonuclease de restricdo Smal e os

microtubos foram incubados a 37 °C por 16 horas para clivagem do DNA genbmico.
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4.6.3 Separacao dos Fragmentos de Restricdo

Apés a incubacdo com enzima de restricdo Smal, os plugs foram fundidos
a 72 °C por 5 minutos e transferidos para pocos do gel de agarose (Agargen) 1%
(p/v) previamente preparado em tampdo TBE 0,5X (Sigma-Aldrich®) (pH 8,4). A
solucdo tampéo de corrida TBE 0,5X utilizada na cuba de eletroforese foi adicionado
tiouréia na concentracdo de 50 uM. Foi utilizado marcador molecular
“‘Lambda Ladder PFG Marker” (New England Biolabs) no centro do gel.

A separagao dos fragmentos de restricdo foi realizada utilizado o
equipamento CHEF DRIl (Bio-Rad) com programacao Otima sugerida por Saeedi et
al. (2002), a temperatura de 11 °C. Apds 24 horas, o gel foi removido do
equipamento, transferido para recipiente apropriado e corado com brometo de etideo
(Ludwig Biotecnologia) a concentragdo de 0,5 pg/mL por 20 minutos, e descorado
duas vezes por 20 minutos cada. O gel foi observado e fotografado em
transiluminador (Molecular Imager®, Gel Doc™ XR+ With Image Lab™ Software,
Bio-Rad). Para analise dos perfis gerados foi utilizado o programa “GelCompar II” v.
6.6 11, e o percentual de similaridade foi estimado pelo Coeficiente de Dice. Os
dendrogramas foram gerados pelo método UPGMA (Unweighted Pair Method Using
Arithmetic Averages) com tolerancia de 1%. Foram considerados clones as cepas

com similaridade superior a 90%.

4.7 Andlise Estatistica
A partir das andlises citadas foram gerados dados qualitativos, os quais

foram analisados na forma de percentuais.
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5. RESULTADOS

5.1 Deteccao dos Genes de Resisténcia e Fatores de Viruléncia

Os 55 enterococos que apresentavam resisténcia intermediaria a
eritromicina (50 E. casseliflavus, dois E. faecalis e trés Enterococcus sp.) e foram
submetidos no presente estudo a andlise da presenca dos genes ermA, ermB, ermC
e msrC, ndo apresentaram resultado positivo para a amplificacdo dos genes
testados (Apéndice 1).

A andlise da PCR para deteccdo da mutacdo no gene gyrA, dos onze
enterococos (10 E. casseliflavus e 1 Enterococcus sp.) que apresentavam niveis de
resisténcia a norfloxacina e/ou ciprofloxacina foi negativa para todas as amostras
(Apéndice 2).

Para os genes de viruléncia, conforme o Apéndice 3 e Tabela 4, das 178
cepas analisadas, 100% foram negativas para a amplificagdo dos genes cylA e agg.
A ocorréncia do gene gelE sé foi detectada em dois (1,12%) enterococos
pertencentes a espécie E. faecalis. Estes E. faecalis também apresentaram
resultado positivo para o gene ace.

Para o fator de viruléncia relacionado ao gene esp foi possivel observar
gue 63 (35,39%) das 178 cepas apresentaram resultado positivo para a
amplificacdo. Destes, 37 eram da espécie E. casseliflavus, 23 E. mundtii e trés
Enterococcus sp. (Tabela 4). Apesar da maioria dos positivos serem E. casseliflavus,
guando comparado ao numero total de enterococos desta espécie é possivel notar
que 29,6% dos isolados apresentaram 0 gene esp. Ja para a espécie E. mundtii a
presenca do gene esp foi mais evidente, detectada em 69,7% dos isolados que
pertencem a esta espécie na bacterioteca. Em relacdo ao gene ace, apenas 12
(6,7%) do total de 178 cepas testadas foram positivas para a amplificacdo do gene.
Destes, 9 eram E. mundtii, 2 E. faecalis e 1 Enterococcus sp.

A relacdo entre os locais de coleta das fémeas de H. erato phyllis e os
resultados positivos para amplificacdo dos genes de viruléncia pode ser visto na
Tabela 5. O gene gelE soO foi detectado nas duas cepas de E. faecalis, ambas
isoladas de imaturos associados a localidade de Aguas Belas. Quanto ao gene esp,
€ possivel notar que, dos 63 positivos, 43 (68,25%) estdo associados a Estacéo
Agrondmica de Agua Belas, 15 (23,80%) a Viamao e 5 (7,93%) a S&o Francisco de
Paula. Sendo assim, o gene esp foi mais frequentemente associado a enterococos
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isolados de imaturos com a origem materna de Aguas Belas. Apesar de apenas 5
enterococos relacionados a S&o Francisco de Paula terem amplificado para esp, um
menor numero de cepas foram isoladas das lagartas provenientes desta localidade
(apenas 16 do total de 178 enterococos). Sendo assim, estes 5 positivos
correspondem a 31,25% do total de enterococos associados com este local de
coleta (5, do total de 16). Logo, possivelmente o0 segundo local em que 0 gene esp
foi mais frequente foi em enterococos isolados de imaturos associados a cidade de
Séo Francisco de Paula, seguido da cidade de Viamé&o.

Considerando o total de 12 amplificacbes para o gene ace, 6 (50%)
enterococos oriundos de imaturos associados a Viamao apresentaram resultados
positivos para o gene (Tabela 5). Estes 6 enterococos representam apenas 9,27%
do total de enterococos isolados para esta localidade (6, do total de 64); sendo
assim, é possivel que o fator de viruléncia codificado pelo gene ace esteja presente
de forma mais pronunciada em enterococos associados a cidade de Sao Francisco
de Paula, em que se observou 4 amplificacBes positivas (4 — 25%, do total de 16

enterococos associados com imaturos provenientes desta regido).

Tabela 4. Relacdo entre as espécies de enterococos isoladas de fezes de imaturos
de H. erato phyllis positivas para amplificagdo dos genes de viruléncia por PCR.

Cepas positivas (%) para amplificacdo dos genes de viruléncia

Espécies (n)

gelE cylA esp agg ace
E. casseliflavus (125) 0 0 37 (29,60) 0 0
E. faecalis (2) 2 (100) 0 0 0 2 (100)
E. mundtii (33) 0 0 23 (69,69) 0 9 (27,27)
Enterococcus sp. (18) 0 0 3 (16,66) 0 1 (5,50)

Total (178) 2 (1,12) 0 63 (35,39) 0 12 (6,74)
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Tabela 5. Relacao entre os locais de coleta das fémeas de H. erato phyllis e
os resultados positivos para amplificacdo dos genes de viruléncia por PCR.
Cepas positivas (%) para amplificagdo dos genes de

Origem viruléncia

gelE esp ace
HEAB2 2 (100) 43 (68,25) 2 (16,66)
HEV2 0 15 (23,80) 6 (50)
HES2 0 5 (7,93) 4 (33,33)
Total 2 63 12

5.2 Analise Fenotipica dos Fatores de Viruléncia
Os dois E. faecalis (6.18 e 6.19) positivos para amplificacdo do
gene gelE foram submetidas ao teste fenotipico para avaliar a atividade da enzima
gelatinase. Apos as 72 horas de incubacdo e 30 minutos de refrigeracdo do meio a
4° C foi possivel observar a consisténcia liquido do meio de cultura para ambas as
amostras (Figura 9). Sendo assim, as cepas foram positivas para a atividade da

enzima gelatinase.

4
Figura 9. Teste fenotipico da enzima gelatinase. A) E. casseliflavus
6.12 utilizado como controle negativo (meio solido) e Staphylococcus
aureus ATCC 25923 como controle positivo (meio liquido). B) Controle
negativo e isolados E. faecalis 6.18 e 6.19 com resultado positivo (meio

liquido).

Mesmo sem resultados positivos para amplificacdo do gene cylA, que
codifica a enzima citolisina, todos os enterococos foram submetidos a prova
fenotipica para andlise da atividade hemolitica. Das 178 cepas testadas, 130 (73%)
foram capazes de realizar a hemolise total ou parcial do sangue de carneiro
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(Apéndice 3, Figura 10). Dentre as cepas positivas, 114 (87,7%) pertencem a
espécie E. casseliflavus, 3 (2,3%) a E. mundtii e 13 (10%) Enterococcus sp. Os E.
faecalis ndo apresentaram resultado positivo para o teste fenotipico da hemdlise.

Setas vermelha e amarela indicam cepa positiva e
negativa para atividade hemolitica, respectivamente.

5.3 Producéo de Substancia Antagonista

Para a andlise de producdo de substancia antagonista foram avaliados
26 enterococos isolados das fezes de imaturos (Tabela 6). Estes enterococos néo
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos e também ndo apresentaram
resultado positivo para os fatores de viruléncia codificados pelos genes gelE, cylA,
agg e ace. Vinte (14.1, 14.2, 14.3, 14.4, 145, 14.7, 14.8, 14.9, 14.10, 14.14, 14.15,
14.16, 14.17, 14.18, 26.1, 26.11, 26.12, 27.18, 29.2, 3.16) das 26 cepas testadas
apresentaram resultado positivo para a amplificagdo do gene esp (Apéndice 3),
porém as mesmas nao foram excluidas do experimento, ja que a proteina de
superficie codificada pelo gene esp pode auxiliar a fixacdo destes micro-organismos
no microambiente intestinal destes insetos, sendo assim, a colonizacao
de Enterococcus sp. que possuem 0 gene esp e produzem bacteriocinas no TGl
destes imaturos pode ser benéfica e auxiliar no equilibrio da microbiota e na
manutenc¢ao da saude do hospedeiro.
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Tabela 6. Enterococcus da bacterioteca selecionados para analise de producéo de
substancia antagonista contra L. monocytogenes.

Origem Espécie (n) Imaturo ID Cepa
E. casseliflavus (2) 14 14.15*%, 14.18*
. 14.1*%, 14.2*, 14.3*%, 14.4*, 14.5%, 14.7%*,
HEAB2 E. mundtii (11) 14
14.8* 14.9*, 14.10*%, 14.12*, 14.17*
Enterococcus sp.(2) 14 14.14*, 14.16*
E. mundtii (5) 26 26.1, 26.6, 26.11, 26.12, 26.21
E. mundtii (2) 27 27.17,27.18
HEV2
E. mundtii (1) 29 29.2
Enterococcus sp. (1) 29 29.14
HES2 E. mundtii (2) 3 3.4,3.16

*: isolados que apresentaram atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes.

Dos 26 isolados testados, 15 (57,7%) apresentaram formacéo de halo ao
redor das colénias de enterococos (Tabela 7, Figura 11), e 11 (42,3%) néo
apresentaram atividade antimicrobiana durante o crescimento em contato com a
bactéria indicadora L. monocytogenes, sem que se observasse a formacéo de halo
apos a incubacédo. Os isolados positivos para o teste pertenceram as espécies E.
mundtii (n=11), E. casseliflavus (n=2) e Enterococcus sp. (n=2), todos provenientes
da fémea HEAB2, isolados de fezes do imaturo 14 (Figura 11).

Os enterococos positivos para 0 ensaio da sobrecamada que
apresentaram halo ao redor das coldnias indicando atividade antimicrobiana contra
L. monocytogenes foram submetidos a PCR para o gene mundticinKS. As 15 cepas
apresentaram resultado positivo para a amplificagéo do gene.



Tabela 7. Diametros dos halos observados nos enterococos positivos para
a producdo de substancia antagonista contra L. monocytogenes.

Média do
diametro dos
Espécie ID Cepa  Diametro dos Halos (mm) Halos das
triplicatas
(mm)
E. mundtii 14.1 25 29 24 26
E. mundtii 14.2 26 28 28 27,3
E. mundtii 14.3 22 26 24 24
E. mundtii 14.4 32 30 29 30,3
E. mundtii 14.5 25 25 24 24,7
E. mundtii 14.7 28 26 25 26,3
E. mundtii 14.8 25 25 24 24,7
E. mundtii 14.9 24 25 25 24,7
E. mundtii 14.10 24 23 24 23,7
E. mundtii 14.12 30 27 25 27,3
Enterococcus sp. 14.14 25 27 24 25,3
E. casseliflavus 14.15 25 27 25 25,7
Enterococcus sp. 14.16 24 23 24 23,7
E. mundtii 14.17 27 26 26 26,3

E. casseliflavus 14.18 27 27 28 27,3
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Figura 11. Halos formados pelos enterococos isolados de fezes de
imaturos de borboletas frente a cepa teste L. monocytogenes em ensaio
da sobrecamada. Setas indicam o local da inoculagéo dos Enterococcus
por picada. A) 11.6 (negativo); B) 14.1; C) 14.2; D) 14.3; E) 14.4; F) 14.5;
G) 14.7; H) 14.8; 1) 14.9; J) 14.10; K) 14.12; L) 14.14; M) 14.15; N) 14.16;
0) 14.17; P) 14.18.

5.4 Avaliacdo da Diversidade Genética dos enterococos isolados de fezes de
imaturos de borboletas por PFGE

A analise do perfl de fragmentacio do DNA genbmico
dos enterococos utilizando a enzima de restricdo Smal, revelou 35 perfis. Destes, 19
(54,30%) compostos por cepas com mais de 90% de similaridade entre si (perfis
clonais), e 16 (45,70%) por somente uma cepa (singleton) (Figura 12). Dos 19 perfis
clonais de enterococos, 15 (P1, P2, P3, P4, P5, P6, P10, P11, P12, P13, P14, P16,
P17, P18 e P19) foram compostos por isolados provenientes da mesma lagarta, ou
seja, da mesma amostra de fezes, sendo que os perfis P1, P2, P3, P5, P10, P11,
P12 e P17 apresentaram padrdo indistinguivel de bandas, com 100% de homologia
entre 0s enterococos, sendo considerados como clones idénticos.

Os perfis clonais P7, P8, P9 e P15 foram constituidos por cepas oriundas
de lagartas irmdas, e apontam que a origem dos enterococos nas fezes dos imaturos
pode ter uma origem tanto via herbivoria, quanto pela transferéncia vertical das
fémeas para a prole. Os enterococos que constituiram os perfis clonais P7, P8 e P9
foram isolados da prole da fémea HEAB2, e nestes agrupamentos pode-se observar
gue a relacao entre as bactérias pode estar relacionada com a alimentacdo, uma vez
que os E. casseliflavus dos perfis clonais P7 e P8 e os Enterococcus sp. do perfil
clonal P9 foram isolados dos imaturos 6, 7, 10 e 11, que eclodiram entre 20/11/2014

e 23/11/2014, foram alimentadas com plantas hospedeiras provenientes do mesmo
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lote de folhas (Tabela 1), além da coleta de fezes também ter sido realizada no
mesmo periodo (entre 03/12/2014 e 04/12/2014) (Tabela 1). Por outro lado, a
possibilidade de transferéncia vertical de enterococos da mae para a prole pode ser
observada no perfil clonal P15, em que as cepas de E. mundtii e Enterococcus sp.
foram isoladas da prole da fémea HEV2, das fezes dos imaturos 18, 26, 28 e 29, que
eclodiram em periodos distintos, entre 12/02/2014 e 02/03/2015, foram alimentadas
com plantas hospedeiras oriundas de diferentes lotes de folhas e também tiveram as
fezes coletadas em diferentes periodos de tempo, entre 24/02/2015 e 10/03/2015
(Tabela 1).

Quanto aos perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos, dos 19 perfis
clonais, 10 (52,6%) consistiram de enterococos que apresentaram idéntico perfil de
suscetibilidade aos onze antimicrobianos no teste de disco difusdo previamente
realizado (P1, P2, P3, P5, P6, P8, P10, P12, P16 e P17). Ja os perfis P4, P7, P9,
P11, P13, P14, P15, P18 e P19 (9 — 47,4%) diferiram em maior ou menor extensao
para os perfis de suscetibilidade.

Os perfis clonais P4, P9, P11, P15 e P18 apresentaram apenas um
Enterococcus que diferiu no perfil de suscetibilidade para apenas um antibiético dos
onze testados; o perfil P19 também diferiu em apenas um antibiético, porém para
dois dos seis Enterococcus que constituiram este perfil clonal.

Os perfis P7 e P13 apresentaram Enterococcus que diferiram para trés
dos onze antimicrobianos testados; o perfil P7 foi o que apresentou maior variacao,
sem que fosse possivel estabelecer um padrdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos eritromicina, norfloxacina e ciprofloxacina neste perfil clonal. J& o
perfil P13 foi constituido por trés Enterococcus, e somente um deles diferiu quanto
ao perfil de suscetibilidade, porém para trés antimicrobianos: rifampicina, eritromicina
e norfloxacina.

Por fim, o perfil clonal P14, apesar de constituido apenas por
dois Enterococcus, apresentou diferenca para quatro dos onze antimicrobianos

testados: rifampicina, eritromicina, norfloxacina e ciprofloxacina.

Figura 12. Dendrograma dos perfis clonais de Enterococcus isolados de amostras
fecais de imaturos de H. erato phyllis, gerados a partir da fragmentacdo do DNA
gendmico pela enzima de restricdo Smal pela técnica de PFGE.

P1
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Isolate
HES2-3.15
HES2-3.2
HES2-3.20
HES2-3.22
HEV2-26.5
HEV2-18.2
HES2-17.10
HES2-17.14
HES2-17.16
HEAB2-6.18
HEAB2-6.19
HEV2-18.16
HEV2-18.18
HEV2-18.21
HEV2-18.4
HEV2-18.6
HEV2-18.15
HEV2-18.10
HEAB2-6.2
HEAB2-6.4
HEAB2-7.22
HEV2-26.2
HEV2-26.9
HEV2-26.20
HEAB2-10.12
HEAB2-10.17
HEAB2-10.5
HEAB2-11.9
HEAB2-7.2
HEAB2-7.3
HEAB2-10.8
HEAB2-10.10
HEAB2-11.8
HEAB2-10.6
HEAB2-7.15
HEAB2-6.5
HEAB2-7.12
HEAB2-6.12
HEAB2-6.20
HEAB2-11.18
HEAB2-11.6
HEAB2-10.7
HEAB2-10.9
HEAB2-14.1
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6. DISCUSSAO

6.1 Enterococcus e a Resisténcia a Antimicrobianos

Devido ao intenso uso de antimicrobianos, bactérias resistentes do
género Enterococcus tém sido cada vez mais relatadas como motivo de
preocupacao (Remschmidt et al., 2017). Apesar de serem naturalmente encontrados
nos mais diversos ambientes (Byappanahalli et al., 2012) e serem micro-organismos
comensais na microbiota normal do TGI de humanos e animais (Lebreton et al.,
2014), enterococos (principalmente as espécies E. faecalis e E. faecium)
frequentemente sdo relatados como patdgenos oportunistas no ambiente hospitalar.

Além dos problemas de resisténcia no ambiente hospitalar, atualmente é
comum a ocorréncia destes micro-organismos resistentes tanto em animais de
criacdo (de Jong et al., 2018) quanto em animais selvagens (Oravcova et al., 2014;
Lozano et al., 2016; Prichula et al., 2016; Ben Yahia et al., 2018).

Enterococos fazem parte das comunidades microbianas do TGI de
diferentes ordens de invertebrados, dentre elas a ordem lepidoptera. Contudo, a
maioria das pesquisas envolvendo a microbiota destes insetos tem o enfoque na
descricdo de comunidades microbianas a partir de métodos moleculares, e
metodologias de isolamento e analise dos fendtipos de suscetibilidade a
antimicrobianos raramente sao realizadas.

Pesquisas envolvendo a ocorréncia de bactérias resistentes em
invertebrados séo interessantes, ja que estes animais sdo amplamente distribuidos
nos mais diversos ambientes e sua ocorréncia em areas urbanas pode tornar estes
animais como carreadores bem sucedidos de bactérias resistentes. Sramova et
al. (1992) isolaram bactérias presentes na superficie do corpo de artrépodes
capturados dentro e fora de instituicdes de saude, e relataram a presenca de micro-
organismos resistentes a diversos antimicrobianos, dentre eles bactérias do
género Enterococcus. A ocorréncia de micro-organismos resistentes, mesmo que de
forma transiente, na superficie corporal de insetos pode atuar como um veiculo de
bactérias portadoras de plasmideos e elementos mdveis contendo genes de
resisténcia de ambientes hospitalares para o exterior com facilidade, intensificando a
disseminacao destas cepas resistentes no ambiente.

Macovei et al. (2006) também descreveram enterococos resistentes
relacionados a artropodes; os autores relataram a presenca de 205 Enterococcus



43

(181 E. faecalis, 14 E. faecium e 10 E. casseliflavus) isolados de moscas de cinco
estabelecimentos de alimentacdo dos EUA, os quais apresentaram resisténcia a
tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina, estreptomicina e cloranfenicol, indicando que
este inseto pode ter papel importante na ecologia e transmissdo de bactérias,
incluindo enterococos resistentes a antimicrobianos. Diferente dos resultados para
0S enterococos resistentes a eritromicina do presente estudo, que nao apresentaram
nenhum dos genes de resisténcia investigados, 0os autores encontraram que a
maioria dos E. faecalis isolados resistentes a eritromicina também foram positivos
para amplificacdo do gene ermB (78,3%).

Larson et al. (2008) relataram a presenca de E. faecium com perfis de
resisténcia a oito antibidticos, dentre eles eritromicina e cloranfenicol, isolados de
insetos coletados de locais de armazenamento em fabricas de racdo animal nos
Estados Unidos, porém o0s autores ndo investigaram a presenca de genes de
resisténcia nas cepas descritas. Trabalho semelhante foi realizado por Channaiah et
al. (2010), em que foram isolados 154 enterococos de amostras de 95 insetos; 0s
autores relataram resisténcia aos antibidticos tetraciclina, estreptomicina,
eritromicina, canamicina, ciprofloxacina, ampicilina e cloranfenicol; dentre os 22
enterococos gque apresentaram resisténcia a eritromicina, apenas 10 foram positivos
para a amplificacdo do gene ermB. A abundéancia de residuos organicos em locais
de criacdo de animais torna estes ambientes como locais atrativos para
determinados insetos, 0s quais entram em contato com os dejetos e matéria
organica e tornam-se propensos a disseminacdo de cepas resistentes (Zurek &
Ghosh, 2014).

Insetos coletados em fazendas de criacdo de suinos nos Estados Unidos
apresentaram diversas espécies de Enterococcus (E. faecalis, E. faecium, E.
casseliflavus e E.  hirae), o0s quais apresentaram resisténcia a diversos
antimicrobianos, dentre eles tetraciclina, eritromicina, estreptomicina e canamicina
(Ahmad et al., 2011); quando investigada a presenca do gene ermB para as cepas
resistentes a eritromicina, as espécies E. faecalis e E. casseliflavus apresentaram
cerca de 50% de prevaléncia, ja E. faecium e E. hirae apresentaram cerca de 20%
de prevaléncia do gene.

Estudos que descrevam o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos de
cepas isoladas de lepidopteros sao escassos. Ja foram realizados trabalhos a fim de
elucidar a resposta das comunidades microbianas presentes na mariposa Plutella
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xylostella (Lepidoptera; Plutellidae) apés a administracdo de antimicrobianos a fim
de avaliar a resposta observada nestes insetos considerados como importantes
pragas agricolas (Lin et al., 2015); outro estudo recente avaliou a administracdo de
antimicrobianos em dietas artificiais durante a criacdo de Spodoptera litura
(Lepidoptera; Noctuidae), também considerado como praga agricola, a fim de avaliar
seu fitness e sobrevivéncia (Thakur et al., 2016).

O presente estudo avaliou a ocorréncia dos genes de resisténcia ermA,
ermB, ermC, msrC e gyrA em Enterococcus isolados do lepidéptero comumente
encontrado no RS, H. erato phyllis. As cepas analisadas eram sensiveis a maioria
dos antimicrobianos testados previamente (Huff, 2016). Dentre os fendétipos de
resisténcia observados, a maior frequéncia foi associada ao antibiético rifampicina,
porém o mecanismo molecular associado a esta resisténcia ndo foi investigado no
presente estudo. A resisténcia a rifampicina ocorre devido a uma variedade de
mutacdes nos genes rpoB, que codificam a subunidade B da RNA polimerase
(Garrido et al., 2014; Miller et al., 2014); sendo assim, enterococos podem adquirir
resisténcia a esta substancia através de mutacdes pontuais que podem ocorrer em
diversas regides do gene, tornando dificil a identificacdo de tal perfil genotipico de
resisténcia a partir das andlises por PCR utilizadas como metodologia no presente
estudo. Portanto, somente foi investigada a presenca dos genes relacionados aos
fenotipos de resisténcia a eritromicina, norfloxacina e ciprofloxacina nos enterococos
da bacterioteca.

As cepas da bacterioteca apresentaram niveis intermediarios de
resisténcia ao macrolideo (eritromicina) e as quinolonas (norfloxacina e
ciprofloxacina).

Como ja comentado anteriormente, a resisténcia a eritromicina pode estar
associada aos genesermA, ermB e ermC, responsaveis pela metilacdo da
subunidade 23S do rRNA, bem como ao gene msrC, responsavel pela expressao de
bombas de efluxo. No presente estudo, em todas as cepas que apresentaram perfil
de resisténcia a eritromicina foi pesquisada a ocorréncia de tais genes, porém em
100% dos casos nao foi encontrado resultado positivo para a amplificacdo destes
genes de resisténcia. Como ja citado, trabalhos anteriores também ja relataram a
ocorréncia de resultados negativos para a amplificacdo dos genes erm em isolados
com fendtipo de resisténcia a eritromicina. Entretanto, para a maioria das cepas

7

testadas frequentemente é encontrada a associacdo do genotipo positivo para o
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gene ermB. Contudo, vale ressaltar que, apesar de ndo terem sido realizados
experimentos de Concentragdo Inibitéria Minima, os Enterococcus isolados de
imaturos de borboletas apresentaram cepas com perfis intermediarios de resisténcia
a este macrolideo; a ocorréncia destes genes geralmente é associada a fenotipos de
alta resisténcia a eritromicina, principalmente nas cepas isoladas de amostras
clinicas. Sendo assim, a resisténcia destas bactérias ndo esta associada aos genes
comumente citados para enterococos, porém outros mecanismos genéticos podem
estar associados a estes fen6tipos e mais estudos sdo necessarios para inferir com
maior propriedade quais mecanismos moleculares estdo relacionados a resisténcia a
eritromicina em Enterococcus provenientes de imaturos de H. erato phyllis.

As quinolonas possuem outro alvo celular, a replicacdo do DNA
bacteriano. Para enterococos frequentemente se associa de mutacdes no gene gyrA
para os fenoétipos de resisténcia a esta classe de antimicrobianos. Os fenoétipos de
resisténcia as quinolonas também foram intermediarios conforme estudos realizados
previamente (Huff, 2016). Assim como no caso dos aminoglicosideos, nenhuma das
11 cepas testadas teve resultado positivo para a deteccdo da mutacdo no gene
gyrA, comumente associado aos fenoétipos resistentes, e possivelmente a ocorréncia
dos fenotipos de resisténcia pode ser associada a outros mecanismos de resisténcia
nao investigados no presente estudo.

E incontestavel que a ocorréncia e disseminacdo de cepas resistentes se
intensificou devido ao uso de antimicrobianos, porém é interessante ressaltar que a
resisténcia ocorre naturalmente no meio ambiente (Martinez, 2008; Allen et al.,
2010). Muitos antimicrobianos utilizados clinicamente possuem uma origem natural,
ou seja, sao produzidos pelo metabolismo de micro-organismos. A producéo de tais
compostos pode auxiliar a persisténcia destes organismos pela competicdo com
outros micro-organismos nos ambientes naturais. E esperado que bactérias que
produzam tais substancias necessitem de mecanismos proprios para que as
mesmas ndo atuem de forma prejudicial para sua prépria sobrevivéncia (Martinez,
2008).

Baixas concentracdes de antibidticos nos ambientes naturais podem atuar
como moléculas sinalizadoras e aumentar taxas de mutacao, recombinacgéo génica e
transferéncia horizontal nos micro-organismos, bem como estimular a expressao de
mecanismos de resisténcia e viruléncia, como a formacao de biofilme (Fajardo &
Martinez, 2008).
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Além disso, outros mecanismos relacionados as diferentes pressdes de
selecdo exercidas pelos ambientes naturais também atuam como fonte de
variabilidade e de selecdo de mecanismos de defesa dos micro-organismos. Um
deles € a expressdo de bombas de efluxo; a presenca de substéncias toxicas no
ambiente, como metais pesados, atua como pressdo de selecdo sobre os
organismos, favorecendo o crescimento e disseminacdo de bactérias capazes de
sobreviver na presenca destes compostos (Martinez et al., 2009). Logo, apesar de
muito intensificada, a ocorréncia de cepas resistentes ndo € um evento novo que
surgiu com a era dos antibiéticos, e sempre fez parte da evolugcdo e sobrevivéncia

dos micro-organismos nos ambientes naturais.

6.2 Deteccdo Genotipica e Fenotipica dos Fatores de Viruléncia nos

Enterococos

Como citado anteriormente, Enterococcus apresentam genes constitutivos
e adquiridos que codificam proteinas associados ao maior sucesso na colonizacao
do hospedeiro, assim como na fixacdo e persisténcia destas bactérias em
superficies ambientais. A facilidade de Enterococcus realizarem trocas de material
genético entre espécies do mesmo género, e também de diferentes géneros
microbianos, facilita a disseminacéo destes fatores de viruléncia.

E comum a ocorréncia de genes de viruléncia em cepas provenientes de
amostras clinicas (Dupré et al., 2003; Marra et al., 2007; Rathnayake et al., 2012;
Shokoohizadeh et al., 2018), contudo trabalhos também ja descreveram enterococos
expressando estes genes em amostras de alimentos e de animais.

Em estudo recente realizado com E. faecalis isolados de amostras
clinicas (urina, sangue e secrec¢do cervical) e de alimentos (batata, batata doce, leite
pasteurizado, queijo colonial, dentre outros) provenientes de Porto Alegre, foi
observada maior prevaléncia dos genes agg, esp e cylA para esta espécie, sendo
gue o gene esp somente foi detectado nas amostras clinicas (Medeiros et al., 2014);
0s autores também detectaram o0s genes de viruléncia gelE e ace de forma
prevalente tanto nas amostras clinicas quando nos alimentos, ressaltando a
ocorréncia e disseminagdo destes genes fora do ambiente hospitalar (Medeiros et
al., 2014). Este resultado corrobora em parte com o que foi observado no presente
estudo, em que se detectou a presenca dos genes gelE e ace nos dois E. faecalis da

bacterioteca, porém os genes agg, esp e cylA ndo foram encontrados para esta
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espécie.

O gene ace, que codifica a adesina ao colageno, néo foi detectado em
nenhum dos enterococos isolados de amostras fecais de imaturos de H. erato
phyllis. Similar aos resultados do presente estudo, Mannu et al. (2003) também nao
detectaram a presenca do gene ace em todos os 94 E. faecium isolados de
amostras clinicas, de alimentos e de animais em estudo comparativo.

O gene cylA, que codifica a enzima extracelular citolisina, também néo foi
detectado em nenhum dos 178 enterococos da bacterioteca, porém foi encontrada
alta prevaléncia de atividade hemolitica entre os isolados (73%). Similar ao presente
estudo, Macovei et al. (2007) relataram que um numero expressivo de E.
casseliflavus (40,7%) isolados de amostras de alimentos dos Estados Unidos né&o
apresentaram amplificacdo para o gene cylA, mas eram capazes de hidrolizar
hemacias de gado; os autores também relataram baixa prevaléncia do gene gelE,
como nos enterococos aqui analisados, indicando baixa viruléncia das cepas.

Animais selvagens também ja foram relatados como carreadores de
enterococos que apresentam genes de viruléncia. Poeta et al. (2005) identificaram
140 enterococos de amostras fecais de aves e mamiferos selvagens em Portugal; foi
observada prevaléncia do gene gelE (75,3%) nos E. faecalis analisados, e o gene
esp foi o menos frequente dentre as amostras. Em outro estudo no qual foram
isolados enterococos de amostras de castores selvagens da Polbnia, ndo foi
encontrado 0 gene agg para nenhuma das cinco espécies de Enterococcus
identificadas (E. faecalis, E. faecium, E. hirae, E. durans e E. thailandicus) (Leukova
et al.,, 2015); estes resultados corroboram com o que foi observado para os
enterococos isolados de imaturos de H. erato phyllis, nos quais ndo foi possivel
detectar o gene agg que codifica a substancia de agregacao em Enterococcus.

Conforme citado para genes de resisténcia, estudos avaliando a deteccao
de fatores de viruléncia em enterococos provenientes de amostras de insetos
também sdo escasos; sendo assim, os estudos de Macovei et al. (2006),
Channaiah et al. (2010) e Ahmad et al., (2011) também ser&o utlizados como
comparativos para os resultados do presente estudo.

A partir das andlises realizadas por Channaiah et al. (2010) em 154
enterococos de amostras de 95 insetos coletados de locais de armazenamento em
fabricas de racdo animal nos Estados Unidos, a atividade da enzima gelatinase foi

mais frequentemente associada a E. faecalis; as espécies E. casseliflavus, E.
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gallinarum e E. hirae ndo foram positivas para amplificacdo do gene cylA, porém
apresentaram fenotipo de degradacdo das hemacias humanas, sendo que E.
casseliflavus foi a espécie que apresentou maior frequéncia na atividade hemolitica.
Todos estes resultados corroboram com o apresentado no presente estudo, em que
0 gene gelE bem como atividade da enzima gelatinase sO foi detectada para a
espécie E. faecalis, a auséncia de amplificacdo para o gene cylA na espécie E.
casseliflavus, porém com alto percentual de cepas desta espécie que foram
positivas no teste fenotipico para hemolisina (114 — 87,7%).

Como citado anteriormente, 0s genes associados ao fator de viruléncia
citolisina pode estar presentes tanto de forma constitutiva, quanto em elementos
moveis como plasmideos bacterianos (Mundy et al., 2000; Koch et al., 2004;
Medeiros et al., 2014); logo é provavel que a atividade hemolitica descrita para a
maioria dos enterococos da bacterioteca analisados no presente estudo seja
codificado por diferentes genes presentes em elementos mdveis os quais ndo foram
identificados pela técnica aqui utilizada.

Diferente do que foi aqui apresentado, em pesquisa envolvendo
Enterococcus isolados de moscas coletados em fazendas de criacdo de suinos nos
Estados Unidos (Ahmad et al., 2011), os autores encontraram maior prevaléncia do
fendtipo hemolitico para E. faecalis do que para E. faecium, E. casseliflavus, e E.
hirae, e também relataram altas taxas de correspondéncia entra a ocorréncia do

gene cylA e a presenca de hemolise de sangue humano.

Macovei et al. (2006) descreveram enterococos resistentes
relacionados a moscas capturadas em estabelecimentos de alimentacdo dos EUA;
os autores descreveram E. faecalis e E. casseliflavus positivos para gelE, e a
maioria das cepas que apresentaram este gene também foram positivas para a
prova fenotipica. Assim como mostrado no presente estudo, em que cepas
apresentaram hemdlise e auséncia do gene cylA, os autores descreveram que 80%
dos E. casseliflavus testados apresentaram atividade para gelatinase, porém apenas
10% amplificaram para o gene. Associagao similar foi citada para o gene gelE em E.
faecium, em que 78,6% das cepas apresentaram atividade de degradacao na prova
fenotipica, porém somente 7,1% amplificaram para o gene gelE.

Bactérias do género Enterococcus sdo micro-organismos oportunistas, e
a ocorréncia de genes de viruléncia comumente relatados na éarea clinica é

responsavel por dificultar o tratamento de infecgbes. Contudo, estes genes sdo
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responsaveis por promover adesdo a superficies, facilitar o contato entre os micro-
organismos durante a troca de material genético, participarem da formacdo do
biofiilme, dentre outros fatores, que, apesar de estarem envolvidos na
patogenicidade, também aprimoram a interagdo entre micro-organismo e hospedeiro
em condi¢des naturais, como nos casos de mutualismo.

Poucos enterococos isolados de imaturos de H. erato phyllis
apresentaram o0s genes de viruléncia comumente encontrados na area clinica, e &
provavel que estes genes ndo estejam atuando de forma prejudicial nos organismos
analisados no presente estudo.

Conforme o que foi relatado anteriormente, € possivel que as cepas
negativas para a amplificacdo do gene gelE, as quais ndo foram testadas na prova
fenotipica da gelatinase, possuam atividade de degradacéo deste substrato. Sendo
assim, apesar das cepas que amplificaram para gelE no presente estudo também
terem apresentado atividade na prova fenotipica, estes resultados apontam a
importancia de ser realizada a prova fenotipica da gelatinase para todos os
enterococos desta bacterioteca, principalmente para as cepas produtoras de

munditicina, caso forem utilizadas em futuras aplicaces biotecnolégicas.

6.3 Producdo de Compostos com Atividade Antimicrobiana

A partir de ensaio de dupla camada foi possivel detectar 15 Enterococcus
produtores de substéncias antagonistas com atividade antilisterial. No presente
estudo nao foi realizado ensaio de comprovacao utilizando sobrenadante livre de
células com pH neutralizado, logo somente com o ensaio de dupla camada néo é
possivel inferir se esta atividade antagonista se deve a producao de bacteriocinas ou
de compostos acidos. Contudo, todas as cepas positivas para o ensaio fenotipico
amplificaram para o gene mundticinKS, confirmando que os 11 E. mundtii, 2 E.
casseliflavus e 2 Enterococcus sp. (Tabela 7) isolados de amostras fecais de
imaturos de H. erato phyllis possuem o gene que codifica esta enterocina.

Enterocinas sdo bacteriocinas produzidas por Enterococcus; estas
moléculas séo classificadas como bacteriocinas de Classe lla: peptideos pequenos
(<10 kDa), lineares, sintetizados no ribossomo bacteriano, que ndo sofrem
modificagcdes poOs traducionais e possuem atividade antilisterial (Rios et al., 2016;
Rios Colombo et al., 2018). Estes peptideos podem atuar se ligando de forma

estavel a receptores de outros micro-organismos, causando uma estabilizacdo
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irreversivel de um canal, ou utilizando um receptor como molécula de ancoragem
com insercdo da enterocina na membrana plasmatica do hospedeiro; ambas as
formas resultam na formacdo de poros levando a morte celular devido a estas
perturbagbes na membrana (Sakayori et al., 2003; Rios et al., 2016; Rios Colombo
et al., 2018).

Uma das bacteriocinas descritas para enterococos € a mundticinKsS.
Kawamoto et al. (2002) descreveram o peptideo de 43 aminoacidos produzido por E.
mundtii NFRI 7393 isolado de amostra vegetal da Tailandia, o qual foi denominado
de mundticinKS. O composto apresentou atividade frente a cepas de E. faecalis, E.
faecium, E. mundtii, para trés espécies de Lactobacillus e para L. monocytogenes.

Plasmideos conjugativos podem carrear genes que codificam a producao
de bacteriocinas, facilitando a disseminagao destes genes no ambiente (Ness et al.,
2015). Como ja relatado, bactérias do género Enterococcus realizam transferéncias
génicas ativamente, e sua ampla distribuicdo no ambiente pode facilitar a aquisicao
e dispersdo destes condicionantes genéticos. Enterococos produtores de
bacteriocinas podem ter vantagem durante a competicio com demais micro-
organismos, eliminando potenciais competidores e se beneficiando de maior
disponibilidade de nutrientes e de nichos ecoldégicos para seu crescimento e
disseminacéao (Rios et al., 2016).

Enterococos produtores de enterocinas ja foram isolados de amostras
clinicas, de alimentos, e de animais. Enterococos produtores de enterocinas também
ja foram isolados de amostras provenientes de insetos; Audisio et al. (2011)
identificaram uma cepa de E. faecium produtora de composto com atividade
antilisterial no TGl de Apis mellifera, que apresentou atividade contra bactérias
indicadoras (Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus e Listeria).

Recentemente foi realizada uma importante pesquisa utilizando a
mariposa de interesse comercial S. litorallis (Shao et al., 2017). Os autores isolaram
E. casseliflavus, E. faecalis e E. mundtii (produtor de bacteriocina) de ovos e do TGI
dos imaturos deste lepidéptero. As analises revelaram que as amostras de lagartas
de primeiro estagio apresentaram grande proporcao de E. faecalis e E. casseliflavus;
de forma interessante, conforme o desenvolvimento dos imaturos os autores relatam
aumento significativo das populacdes de E. mundtii, acompanhado da diminuicéo
drastica de E. faecalis. A cepa E mundtii SL isolada pelos autores apresentou

atividade contra os enterococos bem como atividade antilisterial. O peptideo foi
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analisado quanto a sua sequéncia e teve homologia com o peptideo produzido por
E. mundtii NFRI 7393 (Kawamoto et al., 2002), e analises de expressdo génica
detectaram sua expresso a nivel de RNAm, confirmando sua producdo no TGI do
inseto. Sendo assim, Shao et al. (2017) concluiram que o peptideo produzido foi a
enterocina mundticinKS, de origem plasmidial, com intensa expressao no TGI deste
lepidéptero, capaz de reduzir populacbes de uma espécie proximamente
relacionada.

No presente estudo foi detectada a presenca do gene mundticinKS em
diferentes espécies de enterococos provenientes de H. erato phyllis. E possivel que
as cepas de E. casseliflavus e Enterococcus sp. tenham adquirido este gene via
transferéncia horizontal de elementos genéticos moveis, os quais foram detectados
na PCR para o gene. Como j4 citado por outros autores (Chen et al., 2016), é
possivel que bactérias do género Enterococcus atuem de forma benéfica para as
lagartas de lepidopteros, e que estas cepas (incluindo a espécie E. mundtii) sejam
responsaveis por modular as populacdes microbianas presentes no TGl destes
insetos, eliminando bactérias competidoras e potenciais micro-organismos
patogénicos que venham a colonizar estes animais.

Mais estudos sdo necesséarios a fim de caracterizar os compostos
produzidos por estes micro-organismos, bem como avaliar sua expresséo no TGI de
H. erato phyllis, a fim de compreender a extenséo da atuacao destas bactérias como

moduladoras das populacdes que compde a microbiota do TGI desta borboleta.

6.4 Analise da Diversidade Genética por PFGE

O presente estudo analisou a relagcdo clonal entre enterococos isolados
de amostras fecais de imaturos de H. erato phyllis utilizando a técnica de PFGE. O
PFGE é uma técnica considerada como padrdo ouro para a analise genotipica de
bactérias do género Enterococcus, e tem sido aplicado em andlises epidemiolégicas
relacionadas a amostras clinicas, frequentemente em analises de surtos envolvendo
cepas resistentes, porém também é utilizada para analisar enterococos provenientes
de amostras de agua e de animais (Donabedian et al., 2010; Furukawa et al., 2011;
Marchi et al., 2017).

No presente estudo, perfis clonais reunindo cepas provenientes de
lagartas com diferentes origens maternas nao foi observado. Além disso, foi possivel

observar perfis agrupando lagartas irmas com alta porcentagem de similaridade;
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sendo assim, € possivel que uma das primeiras rotas de aquisicdo de enterococos
em imaturos recém-eclodidos de H. erato phyllis seja via transmissdo fémea-prole,
garantindo a colonizacdo do TGI dos imaturos.

Em insetos ndo-sociais a transferéncia vertical de micro-organismos é
comum e pode ocorrer tanto através do cuidado parental dos imaturos com a prole,
via capsulas depositadas na superficie de massas de ovos ou até mesmo por vias
mais especializadas como as rotas de transmissdo transovarianas (Fukatsu &
Hosokawa, 2002; Wang et al., 2017; Dan et al., 2017). Apesar de raras excecdes, 0
comportamento de cuidado parental com a prole apos a postura dos ovos ou durante
o desenvolvimento dos imaturos ndo é observado em lepidépteros (Nafus &
Schreiner, 1988). Contudo, evidencias sugerem a ocorréncia de transferéncia
vertical de Enterococcus spp. nestes insetos, e indicam que esta transmissao seria
responsavel por estabilizar interagdes entre os micro-organismos e o hospedeiro,
bem como facilitar a co-evolugéo (Chen et al., 2016). Estudos recentes envolvendo a
microbiota do TGI de diferentes espécies de lepiddpteros tém descrito Enterococcus
como o género mais frequentemente observado nos diferentes estagios de vida
destes animais (Brinkmann et al., 2008; Chen et al., 2016; Ruokolainen et al., 2016;
Snyman et al., 2016). Hammer et al. (2014) analisaram as comunidades microbianas
presentes no TGI de imaturos e adultos de H. erato do Panamé a partir de técnicas
moleculares (identificando também bactérias néo-cultivaveis); foram descritas
comunidades bacterianas relativamente simples nas amostras analisadas, sendo
gue dentre os géneros encontrados Enterococcus foi o0 mais abundante em todos os
estagios de vida analisados (lagartas, pupas, adultos recém emergidos e adultos
maduros).

A partir dos resultados obtidos pelos perfis de fragmentacdo gerados é
possivel reunir os perfis clonais observados em trés grupos: perfis clonais
compostos por cepas oriundas do mesmo imaturo (maioria dos perfis clonais
gerados), perfis clonais compostos por cepas isoladas de imaturos-irmaos, os quais
foram alimentados com o mesmo lote de plantas hospedeiras, demonstrando uma
possivel aquisicdo via herbivoria, e o perfil clonal composto por cepas isoladas de
imaturos-irmaos, os quais foram alimentados com diferentes lotes da planta
hospedeira, evidenciando a possibilidade de transferéncia vertical de enterococos.

E notavel que uma das principais vias de entrada e coloniza¢do de micro-

organismos é através da alimentacdo. A herbivoria é frequentemente associada as
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comunidades microbianas presentes no TGl dos insetos, e conforme citado
anteriormente contribui aprimorando dietas pobres em nutrientes, assim como
auxiliando no desenvolvimento e maturacdo do sistema imune que protege o
hospedeiro contra micro-organismos patogénicos (Dillon & Dillon, 2004; Engel &
Moran, 2013).

O género Enterococcus é associado ao ambiente a diversos organismos,
dentre eles as plantas (Mundt, 1963; Muller et al., 2001; Byappanahalli et al., 2012;
Sanchez et al., 2012). Sendo assim, € provavel que a herbivoria durante os estadios
larvais de H. erato phyllis represente uma fonte abundante de micro-organismos.
Apesar de as passifloraceas ingeridas serem uma fonte importante de Enterococcus,
a auséncia de perfis clonais envolvendo cepas isoladas de imaturos nao-irmaos
pode ser explicada em parte devido aos diferentes periodos de alimentacdo das
lagartas com a planta hospedeira P. suberosa, em que os diferentes lotes de folhas
atuaram como fonte de diferentes cepas de Enterococcus sp. para estes individuos.

Além da aquisicdo de enterococos através da alimentacéo, é provavel que
tenha ocorrido a transferéncia vertical das fémeas para a prole durante a postura de
ovos. No caso de insetos sociais, a transferéncia de microbiota frequentemente
ocorre e é facilitada devido a interagdes entre os individuos, como no caso de
abelhas e cupins (Abdul et al.,, 2015; Kwong & Moran, 2016). O contato entre
adultos, ovos e lagartas através de cuidado parental pode ser uma fonte importante
de transmissdo de micro-organismos, contudo, a postura de ovos nas borboletas H.
erato phyllis é realizada individualmente no meristema apical das plantas
hospedeiras, e o comportamento de cuidado parental ndo é relatado.

Para que os imaturos de H. erato phyllis sejam capazes de eclodir, devem
ingerir parte do cérion dos ovos, criando uma abertura pela qual conseguem
alcancar o ambiente externo. Diversas vezes é observado que os juvenis recém-
eclodidos continuam a ingerir boa parte ou a totalidade do cérion dos ovos; este
comportamento pode ser justificado pela importante fonte de nutrientes ao alcance
dos imaturos neste periodo inicial de desenvolvimento. Até o momento, ndo é
relatada a ocorréncia de nenhum mecanismo de transferéncia vertical de micro-
organismos para H. erato phyllis, porém para outras espécies de borboletas, os ovos
tém sido relatados como uma potencial fonte de micro-organismos entre a fémea e
sua prole (Brinkmann et al., 2008; Chen et al., 2016; Teh et al., 2016; Shao et al.,
2017).
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Enterococcus sp. foram detectados em ovos do lepidéptero Manduca
sexta (Lepidoptera — Sphingidae), e os dados obtidos pelos autores indicam que a
as bactérias foram adquiridas via ingestdo do cérion dos ovos pelas lagartas e néo
pela alimentagdo herbivora dos imaturos, sugerindo a ocorréncia de transferéncia
vertical de micro-organismos para esta espécie (Brinkmann et al., 2008), o que
corrobora com os resultados obtidos no presente estudo.

Outro lepidoptero alvo de estudos referentes a sua microbiota é a
mariposa S. littoralis, considerada como praga agricola, e diversos estudos tém
relatado a presenca de Enterococcus spp. em adultos e imaturos deste inseto: Chen
et al. (2016) observaram imaturos de S. littoralis ingerindo o cérion dos ovos durante
sua eclosdo, e sugeriram que micro-organismos presentes na massa de ovos
representam tanto uma contaminacéo de origem materna, assim como uma fonte de
micro-organismos provenientes do ambiente em que estes ovos se encontram; além
disso, os autores descreveram que a maioria das bactérias encontradas no corion
dos ovos também foi detectada nas lagartas, indicando que a microbiota da méae foi
adquirida pelo juvenil via ingestdo da microbiota presente nos ovos. Teh et al. (2016)
demonstraram a rota de transmissdo de E. mundtii administrado in vivo em S.
littoralis; relataram a presenca de E. mundtii marcado com fluoroforo em todos os
estagios de vida do inseto, assim como em o0d0citos e no tecido muscular de lagartas
de primeiro estadio da prole da segunda geracdo, demonstrando novamente a
ocorréncia de transferéncia vertical de enterococos nesta espécie de mariposa, bem
como sua persisténcia em mais de uma geracao.

Recentemente, Shao et al. (2017) também sugeriram via dados
moleculares que os ovos sdo uma fonte de Enterococcus spp. para imaturos de S.
littoralis. Além disso, os autores detectaram a expressao da enterocina mundticinKS
pelos E. mundtii residentes no intestino dos imaturos, os quais atuaram na
comunidade microbiana reduzindo o risco de infeccéo, salientando mais uma vez a
importancia da transferéncia e manutencéo deste género de bactérias no TGl desta
ordem de insetos.

O uso de enzimas de restricdo que clivam regides do DNA gendmico
gerando grandes fragmentos na técnica de PFGE pode em parte mascarar fenétipos
de resisténcia adquiridos via mutacdes, que alteram o fendtipo sem alterar os
padrbes dos fragmentos de restricdo gerados (Murray et al., 1990). A ocorréncia de

delecbes, inversdes, aquisicAio ou perda de transposons e plasmideos,
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frequentemente relatados para enterococos, pode néo ser detectada, e ocasionar
tais discrepancias nos agrupamentos. Sendo assim, a formacédo de perfis clonais
entre enterococos com diferentes fendtipos de resisténcia, como no caso dos
antibiéticos rifampicina e para quinolonas, pode ser explicada pela sequéncia de
nucleotideos que é reconhecida e clivada pela enzima de restricdo Smal; a enzima
possivelmente ndo foi capaz de detectar as mutacbes pontuais que podem ser
associadas aos perfis de resisténcia no genoma destas cepas. No caso do
antibiético eritromicina, os genes pesquisados no presente estudo ndo foram
detectados, e a ocorréncia de outros mecanismos de resisténcia através de
mutacBes ou de aquisicdo de plasmideos e elementos moéveis podem, da mesma
forma, ndo terem sido detectados pela clivagem do DNA gendmico realizada pela
enzima.
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7. CONCLUSAO

As cepas isoladas de amostras fecais de imaturos de H. erato phyllis n&o
apresentaram muitos fenotipos de resisténcia nos testes de suscetibilidade a
antimicrobianos prévios, e no presente estudo nenhum dos genes testados
envolvidos nos mecanismos de resisténcia a macrolideos e quinolonas foi detectado.
E provavel que outros genes responsaveis pela resisténcia a estes antimicrobianos
estejam sendo expressos nestas cepas, e que estes fenotipos auxiliem na
persisténcia destes micro-organismos no microambiente em que eles se
estabeleceram.

Quanto aos fatores de viruléncia, ndo foram detectados os genes agg e
cylA e foi observada baixa ocorréncia dos genes esp, ace e gelE dentre as amostras
analisadas, sendo esp o mais frequentemente encontrado. Os E. faecalis positivos
para gelE também foram positivos para o teste fenotipico da gelatinase, e a maioria
dos enterococos (130) foi positivo para a degradacéo das hemacias. Dado o nimero
de estudos que relacionam a presenca de enterococos no TGl de lepiddpteros, é
possivel que os fatores de viruléncia relatados nos enterococos isolados de imaturos
de H. erato phyllis estejam envolvidos em interacbes benéficas entre parasita e
hospedeiro, e provavelmente estes genoétipos e fenotipos ndo estejam racionados a
patogenicidade para estas cepas.

Foi detectada a producdo de substadncia antagonista contra L.
monocytogenes em enterococos isolados de fezes de imaturos de H. erato phyllis, e
todos foram positivos para a amplificacdo do gene mundticinKS. E provavel que
bactérias do género Enterococcus desempenhem um papel importante no TGI de
lepidopteros, e mais estudos sdo necessarios a fim de melhor elucidar tal
associacao entre parasita e hospedeiro.

A partir da analise do perfil de fragmentacdo do DNA gonémico dos
enterococos isolados de imaturos com diferentes origens maternas, é possivel inferir
que os Enterococcus foram adquiridos a partir do ambiente durante o
desenvolvimento e alimentagdo herbivora dos imaturos. Além disso, foi possivel
observar cepas oriundas de imaturos irmaos compondo o mesmo perfil clonal,
indicando que as fémeas também contribuem para a transferéncia da microbiota
para a prole através de mecanismos de transferéncia vertical de micro-organismos.

Mais estudos sdo necessarios a fim de investigar a microbiota do TGI de fémeas
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adultas, bem como de micro-organismos presentes na superficie dos ovos e no TGl
de diferentes estadios larvais para inferir com maior propriedade a ocorréncia de
transferéncia vertical de micro-organismos na borboleta H. erato phyllis.
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