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RESUMO

Devido a grande importancia da microbiota no desenvolvimento de parasitas nos
invertebrados, muitos estudos vém sendo desenvolvidos para o melhor
entendimento desta interagdo. Desta forma, a associagao entre microrganismos e
seus hospedeiros invertebrados, vetores de doencas, esta se tornando cada vez
mais evidente. Com base nisto, o objetivo do presente estudo foi caracterizar a
microbiota bacteriana de caramujos da espécie Biomphalaria glabrata, principal
hospedeiro intermediario do Schistosoma mansoni. Para isto, um grupo de
caramujos selvagens, provenientes da Vila Sotave em Jaboatdo dos Guararapes,
PE/Brasil, e um grupo ndo selvagem, mantido em laboratorio, tiveram a sua
microbiota caracterizada através da: técnica de coloracdo de Gram, analise
morfoldgica das colénias em agar sangue e em agar Eosina Azul de Metileno, sendo
a caracterizacdo confirmada pelo sistema de identificacdo bacteriana VITEK 2.
Foram realizados testes de susceptibilidade aos antimicrobianos, com base no
meétodo de difusdo em disco. Os antimicrobianos empregados pertencem a classe
de R-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas, inibidores da via folato, fenicois e
tetraciclinas. Os resultados mostraram que todas as bactérias foram gram negativas,
incluindo 11 géneros bacterianos, sendo Enterobacter cloacae a espécie
predominante em caramujos selvagens, enquanto que, Citrobacter freundii e
Aeromonas sobria predominaram no grupo nao selvagem. Quanto a susceptibilidade
aos antimicrobianos, todos os isolados mostraram-se resistentes ao R-lactamico
amoxicilina e sensiveis ao meropenem. A partir destes resultados, novas estratégias
de controle biolégico da esquistossomose podem ser propostas.

Palavras-chave: Biomphalaria glabrata, microbiota, antimicrobianos.



ABSTRACT

Due to the great importance of the microbiota in the development of parasites in
invertebrates, many studies have been conducted to better understand this
interaction. Therefore, the association between microorganisms and their
invertebrate hosts, vectors of disease, is becoming increasingly evident. Based on
this, the aim of this study was to characterize the bacterial microflora of snails
Biomphalaria glabrata, the main intermediate host of Schistosoma mansoni. Thus, a
group of wild snails, from Vila Sotave in Jaboatdo Guararapes, PE / Brazil, and a not
wild group (maintained in the laboratory), had their microbiota characterized by:
Gram staining, morphological analysis of colonies on blood agar and eosin
methylene blue agar, and confirmed by the characterization of bacterial identification
system VITEK 2. Tests of antimicrobial susceptibility, based on disk diffusion method.
The antimicrobial agents used belong to the class of B-lactams, aminoglycosides,
quinolones, folate pathway inhibitors, fenicéis and tetracyclines. The results showed
that all bacteria were Gram-negative including 11 bacterial genera, and the
Enterobacter cloacae was the predominant species in the wild group, while
Citrobacter freundii and Aeromonas sobria predominated in the not wild group.
Regarding the antimicrobial susceptibility, all isolates were resistant to R-lactam
amoxicillin and susceptible to meropenem. From these results, new strategies for

biological control of schistosomiasis can be proposed.

Keywords: Biomphalaria glabrata, microbiota, antimicrobial.
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1. APRESENTACAO

A associagao entre os animais e sua microbiota vem sendo alvo de intensas
pesquisas. Porém, enquanto as interacdes entre microrganismos e animais
vertebrados vém sendo bem estudadas, pouca atencédo tem sido dada a interacao
entre invertebrados e sua microbiota. Em muitos invertebrados, microrganismos, em
associacdo simbiotica, desempenham funcBes essenciais para o0 bom
funcionamento de processos fisiologicos (MOUCHKA et al. 2011).

A grande maioria dos estudos que associam invertebrados e sua microbiota,
esta relacionada ao filo Artropoda: Aedes triseriatus, Culex pipiens e Psorophora
columbiae (DEMAIO et al. 1996), Lutzomyia longipalpis (GOUVEIA, et al. 2008);
(OLIVEIRA et al. 2000; 2001); Xenopsylla cheopis, Oropsylla montana e
Ctenocephalides felis felis (ERICKSON et al. 2009).

Na literatura, existem poucos estudos envolvendo a microbiota de moluscos,
como Helix pomatia (CHARRIER et al. 2006; VILLENA et al. 2010), Helix aspersa
(CHARRIER et al. 1998; Cornu aspersum (CHARRIER et al. 2006), Hirudo
medicinalis (GRAF 1998) e Biomphalaria glabrata (DUCKLOW et al. 1979).

Alguns trabalhos destacam a importancia da microbiota na manutencéo do
ciclo evolutivo de patégenos nos invertebrados, como Xl et al. (2008), que
observaram a inibicdo do desenvolvimento do virus da dengue pela flora bacteriana
intestinal do mosquito Aedes aegypti e DONG et al. (2009), que observaram um
maior desenvolvimento do protozoario Plasmodium falciparum ap6s a remocéo da
microbiota intestinal do mosquito Anopheles gambiae.

Dessa forma, o conhecimento da microbiota desses invertebrados pode ser
de extrema importancia para que medidas de controle biolégico possam ser
tomadas. Uma alternativa para o controle da transmissao de infeccdes, é o uso da
tecnologia envolvendo alteracdo genética de bactérias, as quais irdo expressar
proteinas com propriedades anti-parasitarias (DURVASULA et al. 1997; YOSHIDA et
al. 2001; RIEHLE et al. 2007; DJADID et al. 2011).

Diante disto, o presente estudo, procurou caracterizar a microbiota de
caramujos da espécie B. glabrata, oriundas de Pernambuco/Brasil para que, de
posse destas informacgfes, novas estratégias de controle da esquistossomose

possam ser propostas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. Esquistossomose

A esquistossomose mansonica € uma helmintiase causada pelo trematodeo
Schistosoma mansoni e vem atingindo pessoas no mundo inteiro. A OMS estima
gue cerca de 200 milhdes de pessoas, vivendo em regides tropicais e subtropicais,
estejam infectadas com o parasita e que, das 120 milhdes apresentando
sintomatologia, 20 milhdes desenvolvem doencas cronicas (BRUUN; AAGAARD-
HANSEN, 2008), representando um enorme problema de saude publica em escala
mundial, devido a gravidade que a doenca assume em muitos casos e ao déficit
organico que produz, constituindo um sério problema para as populacdes das areas
endémicas (REY, 2010). A esquistossomose € uma doenca de veiculacdo hidrica, e
sua patologia é caracterizada por uma fase aguda, muitas vezes assintomatica, e
outra crbnica, na qual podem aparecer as formas graves, evidenciadas
principalmente pela hipertenséo porta ou pulmonar (VERONESI, 2005).

O termo esquistossoma deriva da aparéncia do macho adulto, cujo corpo
apresenta um sulco ou canal genital longitudinal que serve como receptaculo para a
fémea durante a copulacdao (KONEMAN; WINN, 2006). Atualmente, existem seis
espécies de Schistosoma (S. mansoni, S. hematobium, S. japonicum, S.
intercalatum, S. mekongi e S. malayensis) que podem provocar doenga no homem,
sendo que no continente americano existe apenas o S. mansoni (MS, 2008).

O S. mansoni € um platelminto didico da familia Schistosomatidae e é
caracterizado pela presenca de duas ventosas e aspectos peculiares do tubo
digestivo. A sua implantacdo no Brasil iniciou-se pelo Nordeste, onde encontrou
excelentes condicbes ecoldgicas, como precarias condi¢cdes sanitarias e a presenca
do caramujo hospedeiro (GASPARINI, 2004).

A esquistossomose apresenta um ciclo heteroxénico, ou seja, 0 parasita se
desenvolve em dois hospedeiros: sendo um intermediario e um definitivo. O
hospedeiro intermediario corresponde ao caramujo do género Biomphalaria e o
hospedeiro definitivo corresponde a um mamifero sendo geralmente representado
pelo homem (VERONESI, 2005). O ciclo biolégico do S. mansoni esta descrito na
Figura 1.
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Figura 1. Ciclo biolégico do S. mansoni.

Fonte: Adaptacéo de Centro de Vigilancia epidemioldgica (CVE, 2005).
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2.1.1. Moluscos transmissores da esquistossomose ma nsoni (género

Biomphalaria )

No Brasil, ha trés espécies importantes, Biomphalaria glabrata, B. straminea
e B. tenagophila, hospedeiras intermediarias de S. mansoni, responsaveis pela
transmissdo da esquistossomose mansoni, doenca que atinge o sistema porta-
hepatico e circulatério humano (RIBEIRO-COSTA; ROCHA, 2006), tendo o B.
glabrata como o principal hospedeiro intermediario e que ocorre em quase todo
territorio nacional.

O hébitat de preferéncia de Biomphalaria para colonizacdo é de microflora

rica, bastante matéria organica, boa insolacdo, temperatura da agua entre 20° C e

26° C, pH neutro tendendo a alcalino, salinidade abaixo de 3%00 (3 g de sais por
quilograma de agua), pouca turbidez e velocidade da agua inferior a 30cm/s, com
leito raso, lodoso ou rochoso e vegetacdo enraizada mais proxima das margens
(NEVES, 2005 FERNANDO SCHEMELZER DE MORAES BEZERRA).

Os caramujos hospedeiros do S. mansoni sdo hermafroditas, podendo haver
reproducdo cruzada entre eles. A postura dos ovos geralmente ocorre a noite, e

estes ficam contidos em massas gelatinosas e transparentes que se aderem as
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folhas de plantas aquéticas ou outras superficies. No laboratério, € comum eles
ficarem aderidos a parede dos aquarios (IGLESIAS, 1997).

2. 1. 2. Biomphalaria glabrata

Esta importante espécie de caramujo, transmissora da esquistossomose,
pode ser encontrada nos estados de Alagoas, Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo,
Goias, Maranhao, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Sergipe. Ocorre em
guase todo territdério nacional e € considerada a espécie mais susceptivel por se
infectar com todas as linhagens de S. mansoni, como BH e SJ (MAGALHAES e
DIAS, 1973) encontradas no Brasil (MS, 2008). GUIMARAES et al. (1997),
observaram elevada taxa de infeccdo desta espécie (90%) com a linhagem LE, de
Belo Horizonte.

E o maior molusco da familia Planorbidae, cuja concha pode atingir 40 mm de
diametro, 11mm de largura com seis a sete giros (Figura 2), embora esse diametro
possa variar, pois o tamanho do molusco estéa relacionado a densidade populacional
e as condi¢Oes das 4guas (NEVES, 2005).

Figura 2. Biomphalaria glabrata.

Fonte: http://www-ibmc.u-strasbg.fr

Com relacdo a taxa de infec¢do, o0 nUmero de cercarias produzidas varia com
a espécie do caramujo, sendo muito elevada em B. glabrata. Esta espécie apresenta
um percentual muito alto, podendo eliminar 1.000 a 3.000 cercérias por dia e mais
de 100.000 cercarias por toda a vida do molusco (REY, 2010). Apesar disso,
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SANTOS e RODRIGUES (2006), demonstraram in vitro, a acéo letal da hemolinfa de
B. glabrata sobre os miracidios de S. mansoni, de origem fecal e hepéatica de
camundongos infectados por este parasita, mostrando assim que a hemolinfa deste
hospedeiro representa um grande fator de defesa contra a invasao do parasita S.
mansoni.

Segundo COIMBRA Jr. (1981), em trabalho realizado com caramujos das
espécies B. glabrata e B. tenagophila, no Distrito Federal, a taxa de infeccéo,
demonstrada experimentalmente, em B. glabrata foi expressiva (54,4%), enquanto
que B. tenagophila se mostrou refrataria a infeccdo pelo S. mansoni. Por conta
disso, essa espécie torna-se importante no ciclo de transmissdo da
esquistossomose em diversas regifes. E consenso entre os autores que a presenca
desta espécie em uma localidade esta associada, quase sempre, a um aumento
consideravel da prevaléncia da esquistossomose mansénica (TELES, 1986).

Em Pernambuco, a ocorréncia de B. glabrata vem se expandindo para
diversos locais onde antes ndo era observada. Por exemplo, BARBOSA et al.
(2001), notificaram uma epidemia de esquistossomose na praia de Porto de
Galinhas analisando as localidades de Merepe lll, Salinas, Pantanal, Socé e Vila de
Porto as quais representam cerca de 70% da area habitada de Porto de Galinhas.
Neste estudo, Merepe Il constituiu a localidade que apresentou o maior nimero de
casos agudos. As infeccbes ocorreram ap0s uma enchente no ano de 2000.
Acredita-se que os caramujos chegaram até o local com a areia de aterros de
manguezais e que foram infectados com material proveniente do extravasamento de
fossas.

Com relagdo a caracterizacdo da microbiota de B. glabrata, apenas um
trabalho foi desenvolvido. Este estudo foi realizado em trés locais: Porto Rico,
Guadalupe e Santa Lucia por DUCKLOW et al. 1979, onde esses autores
encontraram diversos géneros bacterianos fazendo parte da microbiota destes
moluscos, como por exemplo: Enterobacter sp., Aeromonas sp., Vibrio sp.,
Acinetobacter sp., Providencia sp., Citrobacter sp., Flavobacterium sp.,

Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Pasteurella sp.
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2. 2. Microbiota

Existe, na natureza, um grande inter-relacionamento entre os seres Vivos,
que varia desde a colaboracdo mutua (simbiose) até o predatismo e canibalismo
(NEVES, 2005). Simbiontes sdo dois ou mais organismos de espécies diferentes
cujo relacionamento pode ser benéfico para um, ou para todos os simbiontes ou ser
inofensivo para um simbionte. O dinamico equilibrio simbiético pode deslocar-se na
direcéo do estado morbido parasitico/patogénico se as defesas do hospedeiro estédo
comprometidas com um simultdneo aumento da suscetibilidade do hospedeiro ao
estabelecimento da infeccdo (BURTON; ENGELKIRK, 1998). A relacao de simbiose
pode ser evidenciada através da existéncia, nos seres vivos, da chamada microbiota
ou flora normal.

O termo microbiota refere-se a populacdo de microrganismos que habita a
pele e mucosas de individuos normais e sadios e que desempenha um papel bem-
definido na manutencdo da saude, impedindo a colonizacdo por patdgenos e o
possivel estabelecimento de doenca (JAWETZ et al. 2009).

Alguns trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de caracterizar a
microbiota de invertebrados, como os artropodes: Lutzomyia longipalpis, hospedeiro
intermediario da leishmaniose visceral (GOUVEIA et al. 2008) e Aedes triseriatus,
Culex pipiens e Psorophora columbiae (DEMAIO et al. 1996).

Outros invertebrados, como os moluscos também foram avaliados quanto a
caracterizacdo da microbiota, como Helix pomatia (CHARRIER et al. 2006; VILLENA
et al. 2010), Cornu aspersum (CHARRIER et al. 2006), Hirudo medicinalis (GRAF
1998) e B. glabrata (DUCKLOW et al. 1979).

2. 2. 1. Importancia da microbiota em invertebrados

A microbiota exerce um papel fundamental na defesa dos organismos contra
infeccdes. Dessa forma, o papel da microbiota na protecéo de organismos frente aos
patbgenos pode ser evidenciado através de alguns estudos realizados
recentemente. Por exemplo, ERICKSON et al. (2009), sugeriram que a microbiota de
pulgas transmissoras potenciais de Yersinia pestis como Xenopsylla cheopis e

Oropsylla montana e de pulgas transmissoras menos susceptiveis como
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Ctenocephalides felis felis, constituida principalmente por Acinetobacter sp., esteve
envolvida na susceptibilidade ou resisténcia da transmissdo da Y. pestis.

Nem todas as bactérias estdo envolvidas com a protecédo dos invertebrados.
DEAN et al. (1970) observaram que Aeromonas liquefasciens esta implicada na
sindrome leucodérmica em caramujos da espécie Achantina fulica. E ROMALDE E
BARJA (2010), realizando uma revisao sobre as principais doengas provocadas por
espécies de Vibrio, em bivalves, mostraram que estas bactérias causavam
mortalidade durante os diferentes estagios de vida destes moluscos. Esses autores
sugerem que a agua do mar determina a composicdo da microbiota destes
moluscos. Sendo assim, afirmam que a melhor maneira de evitar a contaminacgéo é
através do controle da microbiota ambiental que mantém o desenvolvimento e a

sobrevivéncia das larvas, impedindo a proliferacdo de microrganismos oportunistas.

2. 3. Controle biolégico

O controle biolégico € uma técnica utilizada no combate a espécies que nos
sdo nocivas, reduzindo os prejuizos causados por elas. Comumente, esse método
consiste em introduzir no ecossistema um inimigo natural (predador ou parasita) da
espécie nociva, para manter a densidade populacional dessa espécie em niveis
compativeis com os recursos do meio ambiente. Quando bem planejado, o controle
bioldgico acarreta evidentes vantagens em relacdo ao uso de agentes quimicos,
uma vez que nao polui o ambiente e ndo causa desequilibrios ecolégicos ( FOLHA
AGROPECUARIA, 1985).

Medidas para o controle bioldégico dos moluscos transmissores da
esquistossomose vém sendo tomadas no decorrer dos anos. A busca por solucdes
alternativas, n&o poluidoras, para o controle dessa endemia tem sido uma
preocupacdo constante para a Saude Publica (BARBOSA, 1995). JOBIN et al.
(1977), realizaram um estudo, em diversos reservatorios de Porto Rico, onde o
molusco Marisa cornuarietis foi introduzido nestes locais previamente povoados pelo
caramujo B. glabrata. Durante 20 anos, esta populacdo foi observada e verificaram
que, a medida que diminuia o niumero de exemplares de B. glabrata em determinada
colecdo hidrica, aumentava a populacdo da espécie Marisa cornuarietis.

GUIMARAES et al. (1983), avaliaram o potencial predatorio de hirudineos da
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espécie Helobdella triserialis sobre exemplares de B. glabrata e verificaram que, nas
condicbes do experimento, o H. triserialis representa um efetivo predador de B.
glabrata atuando principalmente sobre os exemplares recém-eclodidos e jovens.
Sendo assim, uma outra alternativa vem sendo proposta, como a
paratrangénese. Essa tecnologia consiste na alteracdo genética de microrganismos
para expressarem moléculas com propriedades anti-patogénicas (BEARD et al.
2002). Com base nisto, DJADID et al. (2011), apds identificarem a microbiota de
Anopheles stephensi e Anopheles maculipennis, propuseram a aplicacdo da

paratrangénese como ferramenta contra a malaria.

2. 4. Antimicrobianos

A era atual da quimioterapia antimicrobiana comecou em 1935, com a
descoberta das sulfonamidas. Ap6s a descoberta da penicilina em 1929, foi
demonstrado, em 1940, a eficacia terapéutica desta substancia. Durante os 25 anos
seguintes, as pesquisas de agentes quimioterapicos concentraram-se, em grande
parte, em substancias de origem microbiana, denominadas antibiéticos (JAWETZ et
al. 2009).

CORREIA, 2007) ressalta a importancia do controle do uso de
antimicrobianos no ambiente hospitalar, lancando duas estratégias para a restricdo

do uso de antimicrobianos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Caracterizar a microbiota de B. glabrata selvagem e néao selvagem.

3. 2. Especificos

e Identificar a microbiota bacteriana presente no macerado da parte mole de B.
glabrata selvagem e néo selvagem;

e Comparar a microbiota bacteriana de B. glabrata selvagem e ndo selvagem;

e Avaliar a susceptibilidade dos diferentes isolados bacterianos identificados em

B. glabrata selvagem e néo selvagem, a antimicrobianos de amplo espectro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4. 1. Desenho do estudo

Estudo descritivo para a caracterizacdo da microbiota de B. glabrata

selvagem e néo selvagem.

4. 2. Local do estudo

Todos os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios de Microscopia
Eletronica (LIKA), Laboratorio de Biologia Celular e Molecular (Dept. Parasitologia,
CPgAM) e o Laboratério de Esquistossomose (Dept. Parasitologia, CPgAM), os
guais apresentaram estrutura e equipamentos necessarios para o cumprimento dos

objetivos referentes ao projeto.

4. 3. Populacao do estudo

A populacédo de estudo foi composta por dois grupos de caramujos da espécie
B. glabrata, sendo analisados apenas caramujos selvagens e com capacidade de

locomocéo.

Grupo 1- 30 caramujos selvagens com diametro de aproximadamente 10 mm,

provenientes da Vila Sotave, em Jaboatdo dos Guararapes, PE/Brasil;

Grupo 2- 30 caramujos nao selvagens, com diametro de aproximadamente 10 mm,
mantidos no Laboratério de Esquistossomose, Departamento de Parasitologia do
CPgAM/FIOCRUZ, PE/Brasil.
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4. 4. Categorizacao das variaveis

Variaveis Independentes

NOM[E DA DEFINIC;AO OPERACIONAL CATEGORIZA(;AO

VARIAVEL

Caramujos Os caramujos considerados selvagens | B. glabrata selvagem ou

selvagens sao aqueles provenientes do campo. nao selvagem
Caramujos nao- Os caramujos considerados n&o- B. glabrata selvagem ou

selvagem selvagens sao aqueles mantidos no nao selvagem

laboratério sob condi¢gdes controladas

Microbiota Sao bactérias que habitam naturalmente | Bactérias Gram positivas
Bacteriana as partes moles do caramujo e Gram negativas
Variavel Dependente
NOME DA DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO

VARIAVEL
Perfil de Avaliacdo do diametro do halo de
susceptibilidade | inibicdo da bactéria ao antimicrobiano | Sensivel, intermediério e
da bactéria administrado resistente
frente aos

antimicrobianos

4. 5. Operacionalizagéo da pesquisa
4. 5. 1. Manutenc&o dos caramujos

Os caramujos nado-selvagens foram alimentados semanalmente com alface
ad libitum, e a 4gua desclorada dos aquarios foi também trocada semanalmente, ou
de acordo com a necessidade. Foram submetidos a um fotoperiodo de 12h claro e
12h escuro, considerando o periodo de luz das 6h:00 as 18h:00. Os caramujos

selvagens foram retirados diretamente do campo e processados no dia seguinte.
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4. 5. 2. Manipulacéo dos caramujos

Apenas caramujos intactos com capacidade de locomocao foram analisados.
Todos os procedimentos experimentais foram realizados de forma asséptica de
acordo com a metodologia de DUCKLOW et al. (1979), com modificagdes.
Resumidamente, os moluscos foram previamente colocados em contato com a
solucdo anestésica: Hypnol (Pentobarbital sodico) a 0,04% durante 6 horas.
Passado esse tempo, cada molusco teve a sua concha limpa com algodao
embebido em alcool a 70% e foi, posteriormente colocado em placa de Petri estéril,
sendo suavemente prensado entre duas laminas de vidro, para quebra da sua
concha. Essas laminas foram previamente mergulhadas em alcool a 70%, sendo
depois enxutas com papel toalha e passadas rapidamente sobre a chama do bico de
bunsen. Os fragmentos das conchas foram removidos com o auxilio de pincas
estéreis e a parte mole do caramujo, transferido para um cadinho estéril contendo 10
ml de caldo BHI, onde foi realizada a homogeneizacdo dessa regido com o auxilio

de um pistilo estéril, obtendo-se o macerado da parte mole do B. glabrata.

4. 5. 3. Avaliacdo Microbiologica

A avaliacdo microbiolégica do macerado da parte mole de B. glabrata foi
realizada através do semeio desse material, nos meios apropriados (agar sangue e
agar Eosina Azul de Metileno), utilizados para a identificagdo de bactérias gram-
positivas e gram-negativas e apenas de gram-negativas, respectivamente. Apds o
semeio, as placas foram levadas a estufa bacteriolégica e incubadas a uma
temperatura de 37° C durante 24 horas. Apos esse periodo, foram observadas as
caracteristicas fenotipicas das colénias. Os caramujos foram analisados

individualmente.
4. 5. 4. Analise morfolégica das colbnias
A analise morfolégica das coldnias foi realizada através da observacao de

caracteristicas fenotipicas exibidas nos meios de cultura descritos anteriormente. O

critério de inclusdo estabelecido para ser considerada como parte da microbiota foi o
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aparecimento de quatro a cinco colbnias, apresentando as mesmas caracteristicas,

nos meios de cultura empregados no estudo.

4. 5. 5. Andlise pela coloracdo de Gram

Foi realizada a coloracdo de Gram, para a identificacdo presuntiva das

bactérias encontradas, segundo técnica descrita em Koneman e Winn (2006).

4. 5. 6. Obtencao de culturas puras

Para a obtencdo de culturas puras, cada colénia especifica foi depositada
em caldo BHI estéril e incubada durante 24 horas a uma temperatura de 37° C.
Depois realizou-se 0 semeio dessas suspensdes em agar Brain Heart Agar (BHA).
Essas placas foram levadas a estufa bacteriolégica a 37°C por um periodo de 24

horas.

4. 5. 7. ldentificacdo bacteriana

A partir de culturas puras em agar BHA, obteve-se a identificacéo bioquimica
dos isolados bacterianos através do sistema automatizado VITEK 2 (bioMérieux).

O sistema VITEK 2 (bioMérieux) € um sistema modular integrado que
consiste numa unidade de enchimento seladora, um leitor-incubador, um maédulo de
controle computadorizado, um terminal de dados e uma impressora de mdltiplas
cOpias. Esse sistema detecta o crescimento bacteriano e a ocorréncia de reacoes
metabdlicas nas microcavidades de finos cartbes de plastico utilizando uma
tecnologia baseada na fluorescéncia (KONEMAN e WINN, 2006).

4. 5. 8. Testes de susceptibilidade aos antimicrobi  anos

Os testes de susceptibilidade a antimicrobianos foram realizados através do
método de difusdo em disco, de acordo com as normas do CLSI (2011), em todos 0s
isolados identificados pelos métodos anteriormente descritos.

Os discos de antimicrobianos empregados pertenceram a classe dos R3-

lactamicos: cefepime, ceftazidima, amoxicilina, ampicilina, cefalotina, cefoxitina,



33

cefotaxima, piperaciclina/tazobactam e meropenem; dos aminoglicosideos:
gentamicina e amicacina; das quinolonas: ciprofloxacina; dos inibidores da via folato:
sulfametoxazol/trimetoprim; dos fenicdis: cloranfenicol; e das tetraciclinas:

tetraciclina.

4. 5. 9. Consideragdes éticas

Este projeto teve como objetivo principal caracterizar a microbiota de B.
glabrata selvagem e n&do selvagem. Portanto, ndo foram utilizados animais
vertebrados convencionais nem material biolégico oriundo de seres humanos.

Apesar de nao trabalharmos com material biolégico de seres humanos, o
presente projeto faz parte de um projeto maior e 0 mesmo ja possui parecer
favoravel a execucdo pela Comissdo de Etica em Pesquisas do Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ/PE (PROTOCOLO: 011.2008) (Anexo A).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao do presente trabalho encontram-se no formato

de artigo.



ARTIGO

36



37

Applied Microbiology

ARTIGO

Revista: Journal of Applied Microbiology

Caracterizacado da microbiota bacteriana de  Biomphalaria glabrata (Say, 1818)
(Mollusca: Gastropoda), provenientes do Brasil

L2gILVA, T. M.; Y2*MELO, E. S.: 2 LOPES, A. C. S.; V2 VERAS, D. L.: °DUARTE,
C.R.: 2% ALVES, L. C.: V3 BRAYNER, F. A.

! Departamento de Parasitologia, Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes

(CPgAM/FIOCRU?Z), Recife, PE, Brazil, 2 Laboratério de Imunopatologia Prof. Keizo

Asami (LIKA), Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil, 8

Departamento de Medicina Tropical, Universidade de Federal de Pernambuco

gUFPE), Recife, PE, Brazil, * Universidade de Pernambuco (UPE), Recife, PE, Brazil
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Fabio André Brayner

Corresponding author at: Department of Parasitology, Centro de Pesquisas Aggeu
Magalh&des/FIOCRUZ, Av. Moraes Rego s/n, Campus da UFPE, CEP: 50670-420,
Recife, Pernambuco, Brazil. Tel.: +55 81 2101 2643; fax: +55 81 2101 2516.
E-mail address: brayner@cpqgam.fiocruz.br (F.A. Brayner).



38

Resumo

Objetivos: Caracterizar a microbiota de caramujos da espBodenphalaria glabrata
selvagem, provenientes de Pernambuco, Brasil, eademujos ndo selvagens, mantido em
laboratorio.

Métodos e resultados: A microbiota destes moluscos foi identificada pelistema
automatizado VITEK 2. Foram realizados testes deqtibilidade aos antimicrobianos,
utiizando o método de difusdo em disco com antiobianos (-lactamicos,
aminoglicosideos, quinolonas, inibidores da viatiml fenicdis e tetraciclinas. Os resultados
mostraram que todas as bactérias identificadasnfgram negativas, incluindo 11 géneros
bacterianos: Aeromonas, Citrobacter,  Enterobacter,  Cupriavidus,  Rhizobium,
Senotrophomonas, Pseudomonas, Klebsiella, Acinetobacter, Vibrio e Sohingomonas. Quanto

a susceptibilidade aos antimicrobianos, todosaades exibiram resisténcia a amoxicilina e
sensibilidade ao meropenem.

Conclusfes:A microbiota de caramujos selvagens exibiu predamtiementdenter obacter
cloacae, enquanto, os nao selvagens, predominantem@éntepacter freundii e Aeromonas
sobria.

Signicancia e impacto do estudoA partir destes resultados, novas estratégiasodeate
biologico da esquistossomose, como a paratransgémpeslem ser propostas. Esse é o
primeiro estudo sobre a microbiotaBiemphalaria glabrata provenientes do Brasil.
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INTRODUCAO

A estreita associacdo entre 0s animais e sua notaolnoldou os caminhos
evolutivos de ambos. Enquanto as interacdes entmnganismos e animais vertebrados
foram bem estudadas, relativamente pouca atengéside dada a interagdo de invertebrados
e sua microbiota. Em muitos invertebrados, micnoiggaos, em associagdo simbiotica,
exercem atividades essenciais para o bom funciamange processos fisiolégicos (Morgan
et al. 2011).

A grande maioria dos estudos, que associam invadeb e sua microbiota esta
relacionada ao filo ArtropodaAedes triseriatus, Culex pipiens, Psorophora columbiae
(Demaio et al. 1996)l.utzomyia longipalpis (Gouveiaet al. 2008) eAnopheles gambiae
(Dong et al 2009).

Na literatura, existem poucos estudos da microlaletmnoluscos, comidelix pomatia
(Svec et al. 2002; Charrier et al. 2006; Villenaakt2010),Cornu aspersum (Charrier et al.
2006), Hirudo medicinalis (Graf 1998) eBiomphalaria glabrata (Ducklow et al. 1979) e no
Brasil ndo existem estudos referentes a caract@ozda microbiota dB. glabrata, principal
transmissor da esquistossomose.

A importancia da microbiota na manutencdo do c&lolutivo de patdégenos nos
invertebrados é evidenciada em alguns estufledes aegypti (Xi et al. 2008),Anopheles
gambiae (Dong et al. 2009), Eenopsylla cheopis, Oropsylla montana e Ctenocephalides felis
felis (Erickson et al. 2009).

Uma alternativa sugerida para o controle da trassioi de infecgbes, € 0 uso da
tecnologia envolvendo alteracdo genética de bast&$ quais irdo expressar proteinas com
propriedades anti-parasitarias (Yoshida et al. 2B0¢hle et al. 2006; Djadid et al. 2011).

O objetivo do presente estudo foi caracterizar @abiota de caramujos da espéBie
glabrata, para que, de posse destas informacdes, novas égigtde controle da

esquistossomose sejam propostas.
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MATERIAIS E METODOS

Populacao de estudo

Caramujos da espéciBiomphalaria glabrata, com aproximadamente 10 mm de
diametro foram divididos em dois grupos. Um grumd ¢omposto por 30 caramujos
selvagens, provenientes da Vila Sotave em Jabdaisidsuararapes, Pernambuco, Brasil, e
outro grupo, por 30 caramujos ndo selvagens, n@ntid Laboratorio de Esquistossomose

do Departamento de Parasitologia do CPgAM/FIOCRREEnambuco, Brasil.

Manutencdo dos caramujos

Os caramujos nao selvagens foram alimentados sémerta com alfacead libitum
e a agua, sem hipoclorito de sddio, dos aquariogsdcada com a mesma freqiiéncia, ou de
acordo com a necessidade. Foram submetidos a wpeféddo de 12h claro e 12h escuro,
considerando o periodo de luz das 6h:00 as 18hf6fam mantidos no laboratério durante
cerca de oito meses. J& os caramujos selvagems tmlatados do campo e processados no

dia seguinte.

Manipulacdo dos caramujos

Apenas caramujos intactos com capacidade de lodorniogam analisados. Todos
0os procedimentos experimentais foram realizadost@omica asséptica de acordo com a
metodologia de Ducklow et al. (1979), com modifibeg. Os moluscos foram previamente
colocados em contato com a solucao anestésica:aHg@04% durante cerca de 6 a 8 horas.
Passado esse periodo, realizou-se a assepsiaaaam® cada molusco com alcool a 70% e,
o caramujo foi posteriormente colocado em placRete estéril e suavemente prensado entre
duas laminas de vidro estéreis, para que ocoreegsebra da sua concha. Os fragmentos da
concha foram removidos com o auxilio de pincasreist& o corpo do caramujo transferido
para um cadinho estéril contendo 10 ml de caldinB#aart Infusion (BHI), onde procedeu-
se a homogeneizacéo dessa regido com o auxilimdastilo estéril, obtendo-se o macerado

da parte mole dB. glabrata.
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Isolamento e identificagdo bacteriana

Inicialmente, foi realizada a avaliacdo microbiadégdo macerado da parte mole de
B. glabrata através do semeio deste material nos meios der@ullgar sangue e agar Eosina
Azul de Metileno (EMB), utilizados para o isolamemte bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Apés o semeio, as placas foram incubad® C, durante 24 horas. Apos esse
periodo, foram observadas as caracteristicas pecadi das col6nias exibidas nos meios de
isolamento descritos acima. Foram selecionadasiganéficacdo as colonias predominantes
(quatro a cinco colbnias apresentando as mesmastedsticas) nos meios empregados no
estudo.

Posteriormente, foi realizada a coloracéo de Gparg a identificacdo presuntiva das

bactérias encontradas, segundo técnica descrittoeeman e Winn (2006).

A partir de culturas puras em Brain Heart Agar (BH@bteve-se a identificacdo
bioguimica dos isolados bacterianos através denssstiutomatizado VITEK 2 (bioMérieux).

Todos os meios de cultura utilizados no preseriteledoram da empresa Himedia
(india).

Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobiancamf realizados em todos os
isolados bacterianos identificados, através do deette difusdo em disco, de acordo com as
normas do CLSI (2011).

Foram utilizados discos de antimicrobianos pardénias gram-negativas da classe
dos (-lactamicos: cefepime, ceftazidima, amoxiajlimmpicilina, cefalotina, cefoxitina,
cefotaxima, piperaciclina/tazobactam e meropeneos, @mninoglicosideos: gentamicina e
amicacina; das quinolonas: ciprofloxacina; dos idobes da via folato:
sulfametoxazol/trimetoprim; dos fenicdis: clorantah e das tetraciclinas: tetraciclina.

Os discos de antimicrobianos utilizados neste ediu@ém da empresa Diagnosticos
microbiolégicos — DME (SENSIDISC).
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RESULTADOS
Identificagao bacteriana

Em meio de cultura agar sangue cresceram coléroas aspecto brilhante ou
coloracédo acinzentada, apresentando oufaiemolise. Em AgaEMB foram observadas
colénias negras com brilho verde metélico, colémjaesentando centro escuro com bordas
claras ou col6nias rosadas com aspecto mucoéide.

Foram encontradas apenas bactérias gram-negatgadams grupos avaliados. Na
identificagdo através do sistema automatizado VITEKos caramujos foram avaliados
individualmente, sendo encontrados 11 géneros Hmobts, observando-se 10 espécies
bacterianas no grupo selvagem, onde 7 destas fexalasivas deste grupo. No grupo nao
selvagem, encontramos 9 espécies, onde 6 difedoagnupo selvagem (Tabela 1). Apesar de
apresentar uma pequena diferenca no nimero deieséc observada uma grande variagcédo
na diversidade bacteriana entre os dois grupos.eBpécies bacterianas encontradas, trés
mostraram-se comuns aos dois grupos estudaeosnonas sobria foi encontrada em0%
no grupo selvagem 8% no grupo nao selvager@itrobacter freundii foi encontrada em
30% no grupo selvagem6é®® no grupo néo selvagentaterobacter cloacae foi encontrada
em50% no grupo selvagem28% no grupo néo selvagem. freundii foi a espécie bacteriana
mais encontrada no grupo néo selvagem, enqiamtoacae predominou no grupo selvagem
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Percentual dos isolados bacterianos presentes @éaegamplar d&. glabrata,

nos grupos selvagens e nao selvagens apos a aeaiegrinta caramujos.

Isolados bacterianos

Selvagens (%)

N&o selvagens)(%

Aeromonas sobria
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae

Cupriavidus pauculus

Rhi zobium radiobacter
Senotrophomonas maltophilia
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella pneumoniae
Citrobacter sedlakii
Acinetobacter baumanni
Aeromonas hydrophila
Vibrio vulnificus
Aeromonas salmonicida
Acinetobacter haemolyticus
Sphingomonas paucimobilis

Pseudomonas mendocina

20
30
50

0

20

30

10

10

10

10

10

30
60
20

10

10

10

10

10

10
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

No teste de susceptibilidade aos antimicrobiano®lieervado que, na maioria dos
isolados bacterianos, a resposta aos antimicrobidmioheterogénea. Dentre os isolados
estudadosk. pneumoniae e P. aeruginosa foram as espécies que apresentaram maior perfil
de resisténcia frente aos antimicrobianos utilizadoespécidr. radiobacter foi a Unica que
apresentou resisténcia a amicacina. O meropenem dinico antimicrobiano eficaz frente a
todos os isolados. Por outro lado, a amoxiciline doantimicrobiano que exibiu menor
eficacia frente aos isolados analisados. O isoRdwendocina foi o Unico que se mostrou
sensivel a todos os antimicrobianos analisados, exaracdo da amoxicilina. Os resultados

estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dsslados bacterianos

identificados.

Antimicrobianos

Bactérias

<
T
<

CAZ CPM GEN CIP TET SUT CLO AMO AMP PIT CFL CFO CTX

A. sobria

C. freundii

E. cloacae

C. pauculus

R. radiobacter
S. maltophilia
P. aeruginosa
K. pneumoniae
C. sedlakii

A. baummanni
A. hydrophila
V. wulnificus

A. salmonicida
A. haemolyticus
S. paucimobilis
P. mendocina

VOOLLOOOOTITNDONDNN®
DOVOOOLOOITOOONNO®N
NHOLOLOOOOTOOOONN®
DHOLLOLOLOOITOOONV®
VOO ITVOLOLOETOOONN®
VNIV ITnnnnd
DN PPnoTVn v
PP B I I Rt VP v I I B I
AR R R R R R e R R
nnuuoouon? " vITvnnn
wIDIVTTI PP DOD—
wINnInnsoPPosTDODTO
nonnnnon?Podnnnn
nonvnnon??oonnnon

>
WOV nnn??uTnnnn=

CAZ - Ceftazidima; CPM — Cefepima; GEN- Gentamicir@P — Ciprofloxacina; TET -
Tetraciclina; SUT - Sulfametoxazol/Trimetoprim; ClCCloranfenicol; AMO — Amoxicilina, AMP —
Ampicilina; PIT - Piperaciclina/Tazobactam CFL —f@letina; CFO — Cefoxitina; CTX — Cefotaxima;
MPM — Meropenem; AMI — Amicacina.

S — Sensivel; | — Intermediario; R — Resistente.
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DISCUSSAO

A maioria dos estudos relacionados a caracterizdg&uicrobiota de invertebrados
envolve mosquitos. Por exemplo, Demaio et al. (1,986 estudarem a microbiota intestinal
de trés espécies de mosquitdgdes triseriatus, Culex pipiens e Psorophora columbiae,
verificaram que as principais espécies encontradeste trabalho foranf. aeruginosa,
Serratia marcescens, Enterobacter agglomerans, Enterococcus faecalis e Klebsiella spp. Em
nossos estudos com outra classe de invertebradsgrvalonos também uma grande
heterogeneidade bacteriana na microbiot®8.dglabrata comparando caramujos selvagens e
nao selvagens, e observamos a presenca de géaetegamos comuns aos encontrados por
Demaio et al. (1996) conféseudomonas sp.,Enterobacter sp. eKlebsiella sp.

Em nosso estudo, exemplares ndo selvagensB.delabrata apresentaram,
predominantementé&;. freundii e A. sobria, em sua microbiotaxibindo semelhanca com os
resultados apresentados por Ducklow et al. (1%$€Es autores, utilizando exemplareBde
glabrata oriundos de Porto Rico, Santa Lucia (pais insutaado no Caribe) e Guadalupe
(ilha do Caribe), verificaram a presenca Aomonas sp. nos dois grupos de caramujos
estudados (selvagens e ndo selvagens). Este fd¢ogstar relacionado a presenca do género
Aeromonas sp. em ambientes aquaticos (Koneman e Winn, 2Q@@6na microbiota d8.
glabrata selvagem, do estudo de Ducklow et al. (1979), negg&Enterobacter sp. foi
encontrado apenas no grupo selvagem, enquanto @ywesente trabalho, a espééie
cloacae foi encontrada nos dois grupos, predominando npayselvagemk. cloacae é uma
das espécies mais comumente encontrada em amdsgtiesas, fazendo parte da microbiota
entérica comensal humana (Koneman e Winn, 2006)licaxdo, portanto, o fato de ser
predominantemente encontrada em caramujos do gelpagem cujo habitat € um ambiente
contaminado por fezes humanas.

Em nosso estudo, entre o grupo selvagem o gruposef@gem houve algumas
semelhancas com relagdo as bactérias encontradageriBs ndo fermentadoras coro
aeruginosa, S maltophilia e R. radiobacter foram encontradas no grupo selvagem, da mesma
forma que outras espécies de ndo fermentadoragmarfdram encontradas em exemplares
nao selvagens comB: mendocina, S. paucimobilis.

Villena et al.(2010), estudando outros gastropodes realizararestodo, em Lima
(Peru), para comparar a flora bacteriana intesérmhepatopancreas de moluscos da espécie
Helix aspersa Mdller, criados por dois sistemas de producdo:ngit® e extensivo. Neste
trabalho, eles encontraram 15 géneros de bactatiasiidos em, Gram-positivas:

Saphylococcus, Sreptococcus, Enterococcus, Micrococcus e Gram-negativasEscherichia,
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Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Hafnia, Proteus, Providencia, Aeromonas,
Pseudomonas e Acinetobacter. Corroborando com nossos achados onde, analisando a
microbiota de caramujos selvagens e ndo selvageasntramos 11 géneros, porém todos,
Gram negativos. No gastropode estudado por Vilkrad.(2010),Klebsiella predominou no
sistema de criacdo intensiva, enquanto no sistertansvo, predominou 0 género
Escherichia. Nos nossos resultados, o gén@itrobacter e Aeromonas predominaram no
grupo nao selvagem, enquanto no grupo selvagenompiadu Enterobacter, mostrando que
alguns géneros de bactérias sdo comuns entre s

A. sobria, uma das espécies de bactéria mais encontrada mamujas nao
selvagens nesse estudo, também tem sido demonswteada fazendo parte da microbiota
intestinal de representante da classe hirudémeaoutro trabalho (GRAF, 1998). O género
Aeromonas também esta implicado na sindrome leucodérmicacaramujos da espécie
Achantina fulica (Dean et al., 1970).

C. freundii, bactéria responsavel por uma série de doencasueranos, foi citada
em revisao realizada por Farmer et al. (1985) ceemulo responsavel por possivel causa de
diarréia e de ocorréncias isoladas de infeccOega-exestinais e foi também
predominantemente encontrada nos caramujos n&agseals.

Com relacdo ao perfil de susceptibilidade aos aotohianos, Pidiyar et al. (2002),
ao caracterizarenferomonas culicicola de intestino médio de&Culex quinquefasciatus,
observaram que esta espécie bacteriana exibiuémses a ampicilina e sensibilidade a
ciprofloxacina, corroborando com nossos achadas atras espécies do généesomonas.

No entanto, no mesmo trabalho observou-se resiataramicacina, contrastando com nossos
resultados. Evangelista-Barreto et al. (2006), destdo ostras da espéclérassostrea
rhizophorea verificaram que todas as espéciefdmmonas foram sensiveis a ciprofloxacina
e ao cloranfenicol, resultado semelhante ao deptedrabalho. No entanto, a maioria destes
isolados foi sensivel a cefalotina, diferindo dossos achados. Dentro do gén&eoomonas,

a espécieA. sobria exibiu sensibilidade a tetraciclina, assim comeenbado em nossos
resultados. No presente trabalho, verificamos aigue, no grupo ndo selvagem, foram
encontradas as bactérias com maior perfil de ésigt aos antimicrobianos testad®s (
aeruginosa e K. pneumoniae), um fato curioso, pois as condigcdes em que aH@SNUjOS
vivem sdo bastante controladas, ao contrario doanmegos selvagens cujo ambiente é
contaminado por dejetos humanos contendo bactépassiveis de resisténcia a

antimicrobianos.
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Com relacdo ao controle bioldgico, algumas espédmsbactérias vém sendo
empregadas como entomopatégenos, ou seja, micremyas capazes de combater
determinada espécie de inseto. Um exemplo disemt#ote microbiano de insetos realizado
pelo entomopatogenBacillus thuringiensis (Bt) que oferece excelentes alternativas como
bioinseticida, mostrando-se também um bom candidatmbtencdo de formulacdes
comerciais, bem como a engenharia genética deagl880OSTA et al. 2010PDutro exemplo
de controle biolégico € o uso da paratransgénesatu@o, poucos trabalhos vém sendo
realizados, empregando esta técnica (Durvasulla £#997; Yoshida et al. 2001; Riehle et al.
2007), envolvendo a modificacdo genética de miemiggnos simbiontes com o objetivo de
obter produtos anti-patogénicos, criando mais uitexnativa, para o controle biolégico,
reduzindo portanto, a capacidade de transmisséoeatza pelo vetor.

Os resultados apresentados nesse estudo, Ssdo dée graportancia para o
desenvolvimento de estratégias de controle biobggammo por exemplo, utilizando a
paratransgénese para a erradicacdo da transmis&iondnsoni pelos caramujos da espécie
B. glabrata, a partir do conhecimento de sua microbiota. Este primeiro estudo que

caracteriza a microbiota d& glabrata no Brasil.
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6. CONCLUSAO

A microbiota bacteriana de B. glabrata do grupo selvagem apresentou-se
predominantemente composta por E. cloacae;

A microbiota bacteriana de B. glabrata do grupo néo-selvagem foi composta,
predominantemente por A. sobria e C. freundii;

C. freundii, A. sobria e E. cloacae foram as espécies encontradas em todos 0s
grupos de caramujos avaliados: selvagens e ndo-selvagens;

Todos os isolados bacterianos encontrados no presente trabalho se
apresentaram resistentes a amoxicilina, e 0 meropenem foi 0 antimicrobiano

mais eficaz frente aos isolados analisados.
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7. RECOMENDACOES E/OU CONSIDERACOES DA DISSERTACAO

Este trabalho, que foi o primeiro desenvolvido no Brasil envolvendo a
caracterizagdo da microbiota de B. glabrata, pode servir como base para a
elaboracdo de estratégias de controle biologico, visto que traz informacdes sobre a
composicdo da microbiota deste molusco, cujas bactérias poderdo ser empregadas,
por exemplo, em tecnologias de modificacdo genética para a expressao de
moléculas com propriedades anti-parasitarias, como a paratransgénese. Diante do
exposto neste trabalho, uma das trés espécies encontradas nos dois grupos de
caramujos selvagens e nao selvagens: C. freundii, A. sobria e/ou E. cloacae seriam

candidatas potenciais para a utilizacdo em técnicas para controle bioldgico.
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